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OZET

Giliniimiizde dondurulmus embriyolarin transferi ile {istiin verim o&zelliklerine sahip siiriilerin olusturulmasi,
hastaliklarin kontrolii ve genetik materyallerin uzun siire saklanmasi miimkiin olabilmektedir. Ancak donmus
embriyolarda eritme sonrast tranfer edilebilir embriyo eldesi ve gebelik oranlari istenilen diizeyde degildir. Ozellikle
embriyolarin dondurulmasi sirasinda dejenerasyonlar olusmaktadir. Dejenerasyonlarin, embriyolarmn kriyoprotektif
maddelere maruz kalma siireleri ile toksik etkilerinden meydana geldigi distiniilmektedir. Calismada mezbahada
kesilen sigirlarin ovaryumlart kullanildi. Aspirasyon yontemi ile elde edilen oositler (1290 adet) TCM-199 da 22-24
saat siireyle %5 CO,, %5 O,, %90N, gaz atmosferinde 38,8 °C de in vitro olarak olgunlastirildilar. Olgun oositler IVF-
TALP medyumunda 18-24 saat siireyle fertilize edildiler. Fertilizasyon sonras1 48. saatte cleavage %67,05 (865/1290)
saptand1. Embriyolar %10 FCS’li SOF medyumunda 7 giin siireyle %5 CO,, %5 O,, %90N, gaz karisiminda blastosist
(%34,91; 302/865) agamasina kadar inkiibe edildiler. Erken blastosist-blastosist agamasina ulagan 302 adet embriyodan
254 tanesi vitrifikasyon soliisyonunda farkl: siirelere (15, 30, 60, 90 sn) maruz birakilarak donduruldular. Bu amagla
sirastyla 4 grup olusturuldu. Her grup sirasiyla 67, 64, 63 ve 60 embriyo igerdi (Grup 1, 2, 3, 4). Embriyolar nce % 10
Gliserol + % 10 FCS igeren PBS soliisyonunda (Vsl) 5 dk, sonra %10 Gliserol + %10 FCS+ %20 Etilen Glikolli
PBS’de (Vs2) 5 dk. bekletildiler. Daha sonra embriyolar payet igindeki %25 Gliserol + %20 Etilen Glikol + %10 FCS
+ 0,1 M Siikroz vitrifikasyon soliisyonuna (Vs3) aktarildilar ve degisik stirelere (15, 30, 60, 90 sn) maruz birakildiktan
sonra sivi azota daldirilarak donduruldular. Eritme sonrasi (37°C) embriyolar birka¢ kez ytkama medyumunda ve SOF
medyumunda yikandiktan sonra, her bir gruba ait embriyolar 48 saat siireyle tekrar inkiibe edildiler. Caligmada
istatistiki analizde ki-kare testi kullanildi. Eritme sonrasi, genislemis blastosist-zonadan ¢ikma safhasinda en iyi
gelisim %52,2 (35/67) ile Grup 1 de saptanirken, bunu %45,3 (29/64) ile Grup 2, %22,2 (14/63) ile Grup 3 ve %5
(3/60) ile Grup 4 takip etti. Grup I ve II arasinda istatiksel bir fark bulunmadi. Grup 1 ile Grup 3 arasindaki istatistiksel
fark P<0,01, Grup 1 ile Grup 4 arasinda ise P<0,001 diizeyinde anlamli bulundu.
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ABSTRACT

EFFECT OF EXPOSURE DURATION TO THE VITRIFICATION MEDIUM ON THE
POST THAW DEVELOPMENT OF IN VITRO DERIVED BOVINE EMBRYOS

Transfer of frozen embryos enables the establishment of elite herds, control of diseases and storage of genetic
materials for longer periods. However, although intercontinental transfer of frozen embryos is possible, post-thaw
degenerations are encountered and pregnancy rates are not at the expected level. Embryos especially degenerate during
freezing and thawing procedures. These degenerations are thought to be due to the exposure time and toxic effects of
used cryoprotectants. In this study slaughtered cattle ovaries were used. Oocytes were collected from ovaries using the
aspiration method and matured in their own group in 700 microliter TCM-199 for 22-24 h at a gas atmosphere of 5%
CO,, 5% 0O,, and 90% N, at 38.8 °C. Matured oocytes were fertilized for 18-24 h in IVF-TALP medium. After
fertilization cleavage was 67.05% (865/1290) at 48" h. Embryos were cultured up to early blastocyst-blastocyst stage
(34.91%; 302/865) in SOF medium supplemented with 10 % FCS for 7 days at a gas atmosphere of 5% CO,, 5% O,,
and 90% N, at 38.8 °C. 302 embryos at the early blastocyst stage were frozen after an exposure to vitrification solution
for various time periods (15, 30, 60, and 90 sec). Four groups have been established for this purpose (Groups 1, 2, 3,
4). Each group has included 67, 64, 63 and 60 embryos, respectively. All embryos were first kept in PBS solution
containing 10% Glycerol + 10% FCS (Vsl) for 5 minutes and then in PBS containing 10% Glycerol+10% FCS+20%
Ethylene Glycol (Vs2) solution for 5 minutes. Later, embryos were taken to straw containing vitrification solution
(Vs3), 25% Glycerol + 10% FCS + 25% Ethylene Glycol + 0.1 M sucrose, and exposed for various time periods (15,
30, 60 and 90 sec), then frozen by dipping into liquid nitrogen. After thawing (37 °C) embryos were washed several
times in washing medium supplemented with 0.5 M sucrose and SOF medium, then embryos of each group were
incubated again for another 48 hours. Chi-square test was used in this study. Post thaw development to expanded
blastocyst stage was highest in Group 1 with 52.2% (35/67) followed by Group 2 with 45.3% (29/64), Group 3 with
22.2% (14/63) and Group 4 with 5% (3/60). No statistical significance was observed between Groups 1 and 2. The
statistical difference between Group 1 and 3 and between Group 1 and 4 were at P<0.01 and P<0.001 levels,
respectively.
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Giris

Son yillarda yiizlerce memeli hayvan tiirii
yok olmakla beraber, mevcut popiilasyonlarin
dortte tigii de yok olma tehlikesi ile karsi
karstya bulunmaktadir. Birgok iilke, memeli
hayvanlarimn  gen kaynaklarinin  korunmasi
amaciyla, kriyoprezervasyon c¢aligmalarina
devam etmektedir. Bu amagla, gesitli hayvan
tirlerinde ve hatta insanlarda oosit, follikiil,
ovariyum  korteksi ve gesitli  boliinme
donemlerindeki embriyolar dondurulmakta ve
hiicreler uzun yillar saklanmaktadir (Chen,
1986; Demirci ve ark., 2003; Hoshi, 2003; Lim
ve ark., 2008). Giiniimizde dondurulmus
embriyo-larin  transferi ile dstin  verim
Ozelliklerine sahip siiriilerin  olusturulmasi,
hastaliklarin kontrolii ve genetik materyallerin
uzun siire saklanmasi miimkiin olabilmektedir
(Bavister, 2000; Demirci ve ark., 2003; Lim ve
ark., 2008). Donmus embriyolarin iilkelerarasi
transferi miimkiin olmakla beraber eritme

sonrasinda dejenerasyonlar goriilmektedir (Lim
ve ark., 2008; Menezo, 2004). Bu sebeple elde
edilen gebelik oranlari halen istenilen diizeyde
degildir. Ozellikle embriyolarin dondurulmasi
sirasinda dejenerasyonlar olusmaktadir (Chen,
1982; Lim ve ark., 2008; Menezo, 2004).
Dondurma soliisyonu olarak DMSO, etilen
glikol, gliserol, propilen glikol ve siikroz gibi
kryoprotektan maddeler kullanilmaktadir (Cho
ve ark., 2002a ve b; Dochi ve ark., 1995; Lim
ve ark., 2008). Bunun yani sira FCS ve BSA
gibi maddeler kryoprotektan olarak genis ¢apta
kullanilmaktadir (Bavister, 2000; Enrigt ve ark.,
2000; Rizos ve ark., 2003; Stojkovic ve ark.,
2002). Son yillara kadar embriyolar diisiik
konsantrasyonlu  kriyoprotektan ~ maddeler
iceren dondurma soliisyonlarinda kademeli
olarak bekletilerek donduruluyorlardi (Martinez
ve ark., 2002; Menezo, 2004). Ancak
giniimiizde, bir¢cok arastirici  vitrifikasyon
yontemi ile embriyolar1 dondurmakta ve bu
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yontemin daha avantajli oldugunu belirtmek-
tedir. Vitrifikasyon yonteminde yiiksek konsan-
trasyonda dondurma soliisyonlarinda kademeli
olarak kisa siire birakilan embriyolar daha sonra
hizli bir sekilde dondurulmaktadir. Bir ¢ok
arastirici oosit ve embriyolarin dondurulmalari
ve eritilmeleri sirasinda hiicre iskeleti yapisinda
doniigiimstiz  hasarlar meydana  geldigini
belirtmistir (Demirci ve ark., 2003). Kriyopre-
zervasyon teknikleri ile ilgili aragtirmalarda,
dejenerasyonlarin, kullanilan  kriyprotektan
maddesi ve konsantrasyonuna, dondurma ve
eritme oranlarina, buz kristallerinin olusumu-
nun indiiklenmesine (seeding) ve dondurma
1s1sina, eritme 1sis1, ve kryoprotektanlarin
embriyolardan uzaklastirilmas1 sirasinda ve
embriyolarin kryoprotektan maddelere maruz
kalma siireleri ile toksik etkilerine bagli olarak
meydana geldigi belirtilmektedir (Cho ve ark.,
2002a; Fahning ve Garcia, 1992; Imai ve ark.,
2002). Bu calismada, in vitro olarak SOF
medyumunda iretilen sigir embriyolarinin,
vitrifikasyon (hizli dondurma) metoduyla
dondurulmas:1  swrasinda, donma  Oncesi
embriyolarin kryoprotektanlara maruz kalma
stirelerinin eritme Sonrasi 48 saatlik embriyonik
gelisimlerine olan etkilerinin  incelenmesi
amaclanmistir. Bu ¢alisma, istiin  verimli
sigirlardan elde edilen embriyolarin transferi,
genetik materyallerin elde tutulmasi ve
iilkemizde hayvan 1slahinin hizlandirilmas1 gibi
gelecek projeler icin Onemli bir basamak
olusturacaktir.

Gerec ve Yontem
Oosit toplanmasi ve in vitro olgunlastirma

Calismada mezbahada kesilen Holstein 1rki
sigirlarin ovaryumlar: kullanildi. Kesim sonrasi
elde edilen ovaryumlar 35 °C de %5 Fetal calf
serum (FCS) igeren PBS soliisyonuna
aktarilarak 2 saat gibi kisa bir siirede
laboratuara getirildiler. Ovaryumlar yine PBS
soliisyonu ile 3 kez yikandiktan sonra, Yyine
35°C lik su banyosuna aktarildilar. Oositler 2-8
mm c¢apindaki follikiillerden aspirasyon cihazi
ile 18 G igne kullanilarak elde edildiler.
Etrafinda en az 3 sira kumulus ooforus hiicre
kompleksi bulunan oositler olgunlagsma icin

secgildiler ve secilen oositler yikama
medyumunda (TCM-199) ii¢ kez yikandilar.
Yikanan oositler, %10 FCS, piruvat, LH, L-
Glutamin igeren 700 pl  olgunlagma
medyumuna (TCM-199) aktarilip, %5 CO,, %5
0,, %90 N, gaz atmosferinde 38,8 °C de 4’lLi
petrilerde (her bir gézde 25-30 adet oosit olacak
sekilde) 23 saat siire ile olgunlastirildilar.

In vitro fertilizasyon

Olgunlasma sonrasinda kumulus genisles-
mesi  (ekspansiyonu)  gosteren  oositler
fertilizasyon  ig¢in  segildiler.  Caligmada
fertilizasyon igin donmus sperma kullanildi. Bu
amagla 2 adet payet 37 °C de 30 sn siireyle
eritildi. Eritilen sperma santrifiij yontemi ile 2
kez SPERM-TALP medyumunda yikandi
(Avery ve Greve, 1995). Yikanan spermanin {ist
siipernatant1 atildiktan sonra, tizerine yine 0,5
ml SPERM-TALP medyumu eklendi. Daha
sonra mililitrede 2,5-3,0x10° adet spermatozoon
olacak sekilde hesaplanan sperma stispansiyo-
nu, i¢inde oosit bulunan IVF-TALP medyumu-
na eklenerek 18-24 saat siire ile %5 CO,, %5
0, %90 N, gaz atmosferinde 38,8 °C de
fertilizasyona birakildilar.

in vitro Kiiltiir

Fertilizasyon sonrasinda in vitro kiiltiirde
SOF (syntetic oviduct fluid) medyumu
kullanildi (Avery ve Greve, 1995; Bavister,
2000; Carolan ve ark., 1995). Fertilizasyon
sonrasi zigot oldugu tahmin edilen embriyolar
kumulus hiicrelerinden arindirilmak amaciyla,
120 sn siire ile yikama medyumunda (TCM-
199) 3000 devirde karistirildilar. Spermadan ve
kumulus hiicrelerinden ayrilan embriyolar ii¢
kez yikama ve bir kez SOF medyumunda
yikandiktan sonra mineral yag altindaki %10
FCS’li SOF medyumu kiiltiir damlalarina
aktarilarak %5 CO,;, %5 O,, %90 N, gaz
atmosferinde 38,8 °C de 7 giin sire ile
inkiibasyona birakildilar. Her bir damlaya 15-
30 adet zigot konulmasina dikkat edildi.

Payetlerin hazirlanmasi ve embriyolarin
dondurulmasi
Yedi giinliik kiiltiir sonunda erken blastosist

ve blastosist asamasina ulasan embriyolardan
dondurulmaya uygun olanlar segildiler. Bunun
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yant sira her bir deney grubunda segilen
embriyolardan bir kismi toksisite testine tabii
tutuldular.

Embriyolarin vitrifikasyonunda kullanilmak
iizere 3 farkli dondurma ve siikroz soliisyonu
hazirlanda.

Vsl: %10 Etilen glikol + % 10FCS li PBS
soliisyonu

Vs2: %20 Etilen glikol + % 10Gliserol ve
%10 FCS i PBS soliisyonu

Vs3: %25 Etilen glikol + %25 Gliserol + 0,1
M siikroz iceren PBS soliisyonu

Siikroz soliisyonu: 0,5 M siikroz igeren PBS

Embriyolarin dondurulmasinda 0,25 ml lik
payetler kullanildi. Payetlere 6nce 7,5 cm
uzunlugunda kolon olacak sekilde 0,5 M siikroz
(PBS) soliisyonu ¢ekildi. Daha sonra 0,5 cm
hava boslugu birakildt ve 1 com Vs3
(Vitrifikasyon soliisyonu) ¢ekildi ve tekrar 0,5
cm siikkroz  sollisyonu ¢ekilerek payetler
onceden hazirlandi.

Calismada embriyolar dondurma soliis-
yonunda farkli siirelere (15, 30, 60, 90 sn)
maruz birakilarak dondurulmas: amaglandigin-
dan 4 farkli grup olusturuldu. Grup 1 (15 sn),
Grup 2 (30 sn), Grup 3 (60 sn), Grup 4 (90 sn)
(Tablol).

Embriyolar vitrifikasyon igin Once oda
1sisindaki Vs 1 medyumunda (%10 Etilen glikol
+ %10 FCS’li PBS) 5 dakika sonra Vs2 med-
yumunda (%20 Etilen glikol + %10 Gliserol +
%10 FCS’li PBS) 5 dakika bekletildiler. Daha
sonra embriyolar bir pipet ile hazirlanmis
payetteki Vs3 soliisyonuna %25 Etilen glikol +
%25 Gliserol + 0,1 M siikroz igeren PBS
sollisyonuna yerlestirildiler ve degisik siirelere
(15, 30, 60, 90 sn) maruz birakildiktan sonra
payetler sivi  nitrojene  vertikal  olarak
daldirilarak hizli bir sekilde donduruldular. Bu
gruplardan farkli olarak toksisite testi ig¢in
ayrilan embriyolar dondurma agamasina kadar
Vsl, Vs2 (5 er dakika) ve Vs3 (15 sn)
islemlerine maruz birakilmis ancak
dondurulmamistir. Dondurulmayan embriyolar,
rehidrasyonu saglamak igin ve kriyoprotektan
maddelerden armndirilmak i¢in 0,5 M siikrozlu
PBS soliisyonunda 5 dakika, 0,25 M siikroz
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iceren PBS soliisyonunda 5 dakika bekletildik-
ten sonra, daha onceden gazlamasi yapilan SOF
medyumunda 3 kez yikanmis ve yine SOF
kiiltir medyumunda %5 CO,, %5 O,, %90 N,
gaz atmosferinde 38,8 °C de 48 saat siire ile
kiiltiire edildiler.

Embriyolarin eritilmesi

S1v1 nitrojen tankindan alinan payetler 5 sn
gibi bir siireyle oda 1sisinda tutulduktan sonra,
direkt olarak 37 °C lik su banyosuna atildilar ve
30 sn siire ile eritildiler. Eritme sonrasi her bir
gruba ait olan embriyolar, rehidrasyonu
saglamak icin ve kryoprotektif maddelerden
arindirtlmak amaciyla, 0,5 M siikrozlu PBS
solisyonunda 5 dakika, 0,25 M siikroz iceren
PBS soliisyonunda 5 dakika bekletildiler. Sonra
embriyolar daha oOnceden gazlamasi yapilan
SOF medyumunda 3 kez pasajlandilar ve yine
SOF kiiltiir medyumunda %5 CO,, %5 O,, %90
N, gaz atmosferinde 38,8 °C de 48 saat siire ile
kiiltiire edildiler.

Bulgular

Caligmada her bir gruba ait elde edilen
sonuglarin istatistiksel analizinde ki-kare (y?)
testi kullanildi. Aspirasyon yontemi ile 1535
adet oosit elde edilmesine karsin 1290 adet
oosit in vitro kiiltiirde kullanilmistir (%84,03).
Fertilize edilen oositlerin 48. saatte 865 adedi
boliinme gosterirken, bu oran %67,05 olarak
saptandi  (865/1290). Bolinme  gdsteren
embriyolarin 7 giinliik kiiltir sonunda erken
blastosist-blastosiste ulasma oram1  %34,91
(302/865) bulundu. Blastosist asamasina ulasan
embriyolardan 48 adedi toksisite testi igin
kullanildi. Toksisite testi uygulanan
embriyolardan sadece 34 adedi gelisimine
devam etti (%70,83). Geriye kalan erken
blastosist-blastosist asamasindaki 254 adet
embriyo 4 gruba ayrilarak donduruldu ve eritme
sonrasi, geniglemis ve zonasindan ayrilan
embriyolarin gelisimleri 48 saat siireyle takip
edildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Farkli siirelere maruz birakilarak vitrifiye edilen genislemis ve zonasindan ayrilan embriyolarin eritme

sonras1 gelisimleri.

Table 1. Post-thaw development of expanded blastocyst and hatching stage embrious exposed to various periods and

vitrified
Gruplar Dondurulan Embriyo Sayisi Eritme Sonrasi Gelisim (48 saat)
Grup 1 (15sn) 67 35 (%52,2)°
Grup 2 (30 sn) 64 29 (%45,3)°
Grup 3 (60 sn) 63 14 (%22,2)"
Grup 4 (90 sn) 60 3 (%5,0)*

abe Ayni siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (P<0,01).

*.P<0,001

Tartisma ve Sonug

Oositlerde in vitro fertilizasyon sonrasi
boliinme oram1  %67,05, erken blastosist-
blastosiste ~ ulasma  orani ise = %34,91
saptanmistir. Bulunan bu blastosiste ulagma
oranlar1 diinyadaki diger sonuglarla hemen
hemen aynidir (Enrigt ve ark., 2000). Vitrifikas-
yon yontemi ile dondurulan embriyolarin eritme
sonrast 48. saatteki gelisim oranlarinda en iyi
sonug %52,2 ile Grup 1 de saptanirken, bunu
%45,3 ile Grup 2 takip etmistir. Bulunan bu
degerler Lim ve ark. (2008) buldugu sonuglarla
paraleldir. Ancak her ne kadar eritme sonrasi
embriyo gelisimi %52,2 bulunsa da bu oran in
vivo elde edilen dondurulup-eritilmis embri-
yolarin gelisim oranlarina gore diisiiktiir ve bu
da beklenen bir sonugtur (Enrigt ve ark., 2000;
Ohboshi ve ark., 1997; Sommerfeld ve
Niemann, 1999). Eritme sonrasi en kotii gelisim
ise %5 ile Grup 4’te saptanmistir. Grup 4 igin
bu deger, istatistiksel olarak, Grup 1 ile
karsilastirildiginda P<0,001 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Bu sonu¢ bize embriyolarin
dondurulmasi sirasinda kriyoprotektan madde-
lere maruz kalma siiresinin ve yine bu
maddelerin toksik etkilerinin ne kadar 6nemli
oldugunu goéstermektedir. Yaptigimiz ¢alismada
embriyolarin vitrifikasyon oncesi 60 sn siire ile
yogun kriyoprotektanlara maruz birakilmasi,
eritme sonrasi embriyo gelisimini %50 ve {izeri
bir oranda negatif yonde etkilemistir (Tablo 1).
Uzun siire kriyoprotektan maddelere maruz
kalan embriyolarin hiicre yapisinda doéniigiim-
stiz bozukluklar meydana gelmektedir (Lim ve
ark., 2008; Martinez ve ark., 2002; Menezo,
2004). Bununla beraber, embriyolarin dondu-

rulmasi ve eritilmesi sirasindada embriyolarda
kismen ya da tamamen dejenerasyonlar
meydana gelmektedir. Bu konu tartisma ve
sonu¢ boliimiinde tekrar degerlendirilecektir.
Cesitli embriyo kriyoprezervasyon teknikleri
diinyadaki  bircok  laboratuar tarafindan
gelistirilmigtir (Lim ve ark., 2008). Ancak
bircok memeli tiirlinde in vitro olarak {iretilen
embriyolar blastosist asamasina ulagmasina
ragmen, elde edilen embriyolar kalite ve say1
acisindan yeterli degildir (Bavister, 2000).
Kriyoprezervasyon ¢alismalarinda ¢ok c¢esitli ve
degisik konsantrasyonlarda ve siklikla birbiriyle
kombinasyonlu olarak kryoprotektanlar kulla-
nilmaktadir (Lim ve ark., 2008). Hiicre i¢i ve
dis1 olarak adlandirilan bu kriyoprotektanlar
ayn1 zamanda diisik yada yiliksek molekiil
agirlikli olmalarina goére siniflandirtlirlar (Lim
ve ark., 2008; Menezo, 2004; Stojkovic ve ark.,
2002). Hiicre igi kriyoprotektanlarindan gliserol
ve etilen glikol yavas dondurma ve
vitrifikasyon c¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Seker ve proteinler gibi
yiiksek molekiil agirligina sahip maddeler hiicre
dis1 kriyoprotektanlar olarak kullanilirlar (Lim
ve ark., 2008). Embriyo dondurma galisma-
larinda, genis 6l¢iide tanimlanmamis proteinleri
iceren BSA ve serum gibi maddeler dondurma
soltisyonlarina eklenmektedir (Ali ve Shelton,
1993; Cho ve ark., 2002b; Lim ve ark., 2007).
Biyolojik proteinler embriyo dondurulmasinda
faydali rol dstlenseler de in vitro embriyo
iretiminde kullanilan bu proteinler iri buzagi
sendromu sikligmmi arttirirlar (Lim  ve ark.,
2007; Young ve ark., 1998). Calismamizda
kriyoprotektan  olarak etilen  glikol ve
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gliserol’un yan1 sira kryoprotektif etkilerinden
dolay1 FCS ve siikroz Kullanilmistir (Bavister,
2000; Enrigt ve ark., 2000; Rizos ve ark., 2003;
Stojkovic ve ark.,, 2002). Kriyoprotektan
maddeler bir yandan embriyo ve dokular i¢in
koruyucu etkiye sahipken, diger yandan toksik
etkilerinden dolayi, embriyo ve dokularin
kriyoprotektanlara ~maruz kalma  siireleri
diistintilmelidir  (Demirci  ve ark.,, 2003;
Stojkovic ve ark., 2002). Ayn1 zamanda payet
icindeki vitrifikasyon soliisyonunun hacmi hizli
dondurma ydnteminde Onem tasimaktadir
(Isachenko ve ark., 2003; Papis ve ark., 2000).
Elde ettigimiz sonuglar1 inceledigimizde, en iyi
eritme sonrast embriyo gelisimi %52,2 ile
Grup 1°de bulunurken en kotii sonug ise %5 ile
Grup 4’te saptanmustir. Bu sonuglar bazi
arastiricilarin kriyoprotektanlara maruz kalma
siirelerinin ne kadar oOnemli oldugu tezini
desteklemektedir. Ciinkii Grup 1’de embriyolar
donma oncesi 15 sn kadar yogun kriyoprotektif
maddelere maruz kalirken, Grup 4’teki
embriyolar alti1 kat daha fazla siireye maruz
kalmigtir. Bu sonug Grup 1 lehine olmak tizere
P<0,001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Grup
2’deki embriyolar Grup 1’e gore 30 sn (2 kat)
stre ile kriyoprotektanlara maruz kalmalarina
ragmen eritme sonrasi embriyo gelisimleri
%45,3 bulunmus ve her iki grup arasinda
istatistiksel bir fark saptanmamistir. Bu da
embriyolarin  belirli  bir zamana kadar
kriyotoleransinin ~ oldugunu  gostermektedir.
Ancak su da ¢ok iyi bilinmektedir ki
embriyolarda soguga karst bir stres olusmakta
ve buna baglh olarak da embriyolarda
dejenerasyonlar meydana gelmektedir (Lim ve
ark., 2008). Kriyoprotektif maddeler her ne
kadar hiicre i¢i sivinin digar1  akmasini
saglayarak donma sirasinda, kiiciik ve c¢ok
sayida buz kristallerininin olugmasini saglasa
da, toksik etkilerinden dolay1 embriyolarla uzun
sire muamele edilmemelidir. Kriyoprotek-
tanlara bagli olarak hiicre membraninda ve lipid
yapisinda  meydana  gelen  degisiklikler
nedeniyle, eritme sonrasinda, hiicrede hizl
sisme ve suyun tekrar hiicre igine girmesi
sonucu embriyolar  gelisimlerine  devam
edememektedirler (Lim ve ark., 2008).
Yaptigimiz ¢alismada, embriyolarin sirasiyla

Tiilay Irez, Serhat Alkan, Kemal Ak

15, 30, 60, 90 saniye siireyle kriyoprotektanlara
maruz birakilmasi sonucunda gelisim oranlari
%52,2, %45,3, %22,2, %5 olarak saptanmis ve
bu sonuglar bize kriyoprotektanlara maruz
birakilma siiresinin son derece 6nemli oldugunu
gostermistir. Elde ettigimiz bu sonuglara gore
vitrifikasyon yonteminin daha da gelistirilmesi
amaglanmaktadir.
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