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Ozet

Bu calismanin amaci, etilen glikol direkt transfer metoduna gore dondurulan in vivo sigir embriyolarinin tasiyici hayvanlara
nakledilerek gebelik elde edilmesidir. Projenin ilk asamasinda; 56 adet iyi kalite in vitro Gretim si§ir embriyosu etilen glikol direkt
transfer metoduna goére dondurulmustur. Céziindlrme sonrasi TCM-199 + 0.1TmM B-merkaptoetanol + %10 fétal buzagi serumu (FCS)
iceren sollisyon icerisinde, 24-48 saat inkubasyonda, 36 adet embriyonun re-ekspansiyonu ve zonadan ¢iktigi gortilmus, canlilik orani
%64.28 olarak tespit edilmistir. ikinci asamada; siiperovulasyon protokolii uygulanan kiiltiir irki ineklerden 8 adet iyi kalite embriyo
toplanmistir. Embriyolar 1.8M etilen glikol + 0.1M sakkaroz iceren %20 yeni dogmus buzagi serumlu (CS) Dulbecco’nun fosfat tampon
soluisyonu (D-PBS) icerisine alinarak 0.25 ml'lik steril payetlere ¢ekilmistir. Yerlestirme her bir payete bir embriyo olacak sekilde yapilmis
ve payetler oda sicakliginda 15 dk. ekilibrasyona birakilmistir. Programlanabilir dondurma cihazinin, metil alkol bulunan haznesi
icerisine payetler yerlestirilerek, -7°C'den itibaren sogutma islemine baslanmistir. -7°C'de 2 dk. sonra payetlere seeding yapilmis ve 8 dk
ayni isida bekletilmistir. Sogutma islemine -30°C'ye kadar 0.3°C/dak. diisiiriilecek sekilde devam edilmis ve direkt -196°C'deki sivi azot
icerisine alinarak embriyolar muhafaza altina alinmistir. C6ziindiirmede, sivi azot icerisinden alinan payet 6nce 5-6 sn. havada tutulmus,
30°C'deki su banyosunda 10 sn. tutularak ¢dzdirilmistir. Onceden prostaglandin F2a ile senkronize edilen 8 bas tasiyici inekte
kizginligiin yedinci gtiniinde rektal palpasyon ile korpus luteum (CL) tespiti yapilmistir. CL tespit edilen tasiyicilara, kriyoprotektan
uzaklastinimadan embriyolar, cerrahi olmayan yontemle, ipsilateral olarak nakledilmistir. Nakil sonrasi 60. ginde tasiyici hayvanlarin
rektal palpasyon ile yapilan gebelik kontrollerinde, 5 tasiyici hayvanin gebe oldugu tespit edilmis ve gebelik orani %62.5 olarak
bulunmustur. Gebeliklerin hepsi dogumla sonuglanmistir. Bu ¢alismada, kriyoprotektan olarak etilen glikol’in sigir embriyolarinin
dondurulmasi ve direkt transferinde kullanilabilecedi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Embriyo, Sigir, Etilen glikol, Direkt transfer

Transfer of in vivo Embryos Frozen by Direct Transfer Method with
Ethylene Glycol in Cattle

Summary

The aim of this study was to be obtained pregnancy after the transfer of in vivo cattle embryos frozen by direct transfer method
with ethylene glycol. First of all, 56 in vitro produced cow embryos of good quality were frozen by direct transfer method with ethylene
glycol. After thawing, embryos were transferred into TCM-199 + 0.1 mM B-mercaptoethanol + 10% foetal calf Serum (FCS) medium
to check in vitro survival at 24-48 h. The re-expansion and hatching rate of blastocysts was 64.28% (36 blastocysts). At the second
stage; 8 good quality embryos were collected from superovulated culture breed cows. Embryos were equilibrated for 15 min in
room temperature in 1.8M ethylene glycol + 0.1M sucrose in dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS) supplemented with 20%
newborn calf serum (CS). Embryos were then loaded individually into a 0.25 ml straw and placed directly into a cooling chamber of
a programmable freezer with methyl alcohol precooled to -7°C. After 2 min, straw was seeded, maintained at -7°C for 8 min more,
and then cooled to -30°C either at 0.3°C/min before being into liquid nitrogen. The frozen embryos were thawed by allowing the
straw to stand in air for 5 to 6 sec and then immersing them in a 30°C water bath. Embryos frozen-thawed in the presence of EG were
nonsurgically transferred into the uterine horn into the recipient without diluting the cryoprotectant. Synchronized recipient cows
with prostaglandine F2a were received one embryo each in the horn ipsilateral to the corpus luteum (CL). Pregnancies were diagnosed
by rectal palpation 60 days after embryo transfer. Eight frozen-thawed embryos were transferred directly to eight recipients and five
recipients gave birth to five normal calves. The pregnancy rate was 62.5%. This result indicated that EG can be used effectively for cattle
embryo freezing and transfer as a suitable cryoprotectant.
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GiRiS

Embriyolarinin dondurulmasinda, permeabl 6zellikteki;
gliserol, dimetilsulfoksit (DMSO), propilen glikol (PG), etilen
glikol (EG) ve asetamid ile permeabl olmayan; galaktoz,
sakkaroz, ve trehaloz gibi sakkaritler ve makromolekdil
olarak da; polietilen glikol (PEG), Polivinilpirolidon (PVP),
sigir serum albumini (BSA) ve Fikol 70 gibi kriyoprotektanlar
kullanilmistir . Orijinal yavas dondurma ve ¢ozlindiirme
yontemlerinin dahada kolaylastirilmasi sonucunda emb-
riyo muhafaza yontemlerinde ilerlemeler saglanmistir 2.
Fare embriyolarinda, EG'nin en az toksik oldugu, bunu
sirastyla; gliserol, DMSO, PG ve asematid’in izledigi tespit
edilmigstir. %40 EG ve %18 Fikol iceren vitrifikasyon
soliisyonunda sakkaroz’'un bulunmasinin toksik etkiyi
azalttigi belirtilmis, trehaloz, glukoz, fruktoz ve galaktoz
gibi diger bazi sekerlerinde ayni etkiyi gosterdigi vurgu-
lanmistir 3. EG'nin, fare ve rat embriyolarini, dondurmanin
zararl etkisinden korudugu ve diger tirlerin embriyola-
rinda DMSQO'e gore daha yiiksek canlilik orani elde edil-
digi bildirilmistir 4. 1.5M EG, 1.5M PG, 1.5M DMSO ve 1.4M
gliserol (GL) ile dondurulan in vivo embriyolarin ¢6ziim
sonrasl canlilik oranlari sirasiyla; %70, %11, %25 ve %30
olarak tespit edilmistir .

Embriyo nakli sonrasi gebelik oranlari; in vivo taze
nakilde %70 ¢, dive ve ineklerde yapilan bir arastirmada
sirastyla, %56.5 ve %27.2 7, donmus in vivo embriyo naklinde
%28.57 8, in vivo ve in vitro embriyolarin taze naklinde
sirasiyla, %64.8, %49.2 ve %9 EG ile direkt transfer donmus
nakilde, %59.0, %37.8 ° bulunmus ve 1.3M metil cellosolve
(MC)'de; %48.3 ve %47.6 ve 1.8M EG'de; %50.0 ve %63.0
olarak tespit edilmistir '°. EG, MC, dietilen glikol (DEG) ve
PG ile dondurulmus embriyolarin ¢éziindiirme sonrasi,
canllik ve gebelik oranlari sirasiyla, %50 ve %74, %53.6 ve
%48, %56.9 ve %30, %58 ve %40 olarak bulunmustur ™.
1.5M EG direkt transfer dondurma yonteminde, ylizeysel
pozisyon nakil sonrasi gebelik oranlari, derin pozisyonda
elde edilenlerden '?daha yiksek iken, EG direkt transfer
yontemi ile dondurulmus ithal embriyolarda, deneme ve
kontrol gruplarinda sirasiyla, %50 ve %52.6 '3 ve gliserolle
dondurulmus ithal in vivo embriyolarda ise %32.81 oldugu
tespit edilmistir ™.

Bu calismada amag; in vitro sigir embriyolarinda, etilen
glikol direkt transfer metodunun yapilabilirliginin tespit

edilmesi, in vivo sigir embriyolarinda da uygulanabilirligi-
nin ortaya konulmasi ve ardindan tasiyici hayvanlara
suni tohumlama kolaylhiginda nakledilerek gebelik elde
edilmesidir.

MATERYAL ve METOT

Proje iki asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk asamada,
direkt transfer metodunun in vitro embriyolarda uygu-
lanma sansi arastirilmis, ikinci asamada ise anilan meto-
dun in vivo embriyolarda da yapilabilirligi tespit edilmis
ve saha kosullarinda tasiyici hayvanlara nakledilerek
gebelikler tespit edilmistir.

ilk asamada; mezbahadan getirilen ovaryumlardan,
oosit kumulus kompleksleri, 2-8 mm c¢apli follikiillerden
aspire edilmistir. Aspirasyon sonrasi elde edilen oositler
100 pl'lik TCM-199 mikrodamlalari icerisinde 20-22 saat
maturasyona tabi tutulmustur. Bracket Oliphant (BO)
mikrodamlalari icerisinde 5-6 saat fertilizasyon sonrasi,
100 ul'lik Charles Rosencrans (CR1aa) mikrodamlalari ice-
risinde yedi glin kdlttre edilmistir. Embriyolar 6nce, %0.4
BSA + %20 yeni dogmus buzagi serumu (CS) (st ile inaktive
edilmis) iceren D-PBS medyumununda icerisinde yeraldigi,
1.8M EG ve 0.1M sakkaroz iceren dondurma soliisyonu
ile birlikte payetlere cekilmistir. Blastosist safhasinda iyi
kalitede embriyolar, Sekil 1'de goérildiigu gibi her payete
bir embriyo olacak sekilde yerlestirilmis, acik payet ucu
polivinil alkol ile kapatiimis ve oda sicakhginda (25°C'de)
15 dk/da ekilibre edilmistir. Soltisyonlarin ve embriyo-
nun payet icerisindeki konumlari asagidaki sekilde gos-
terilmistir.

Programlanabilir dondurma cihazinin (CL159 Cryologic
/Avustralya) metil alkol bulunan haznesi icerisine payetler
yerlestirilerek, -7°C'den itibaren sogutma islemine baslan-
mistir. Ayni sicakhk derecesinde 2 dk. bekleme son-
rasinda, payetlere pamuk tikaca yakin olan kisimdan
seeding yapilmis ve payetler 8dk. daha ayni sicaklikta
bekletilmistir. Sogutma islemine -30°C'ye kadar 0.3°C/dk.
dusirilecek sekilde devam edilmis ve sivi azot (-196°C)
icerisine alinmistir. Cozlindlirme islemi icin; payetler sivi
azot icerisinden alinmis, 6nce 5-6 sn. havada tutulmus,
30°C'deki su banyosu icerisinde dondurma soliisyonunun
10 sn.de tamamen c¢oziinmesi beklenmistir. Sonra paye-
tin polivinil alkol ile kapali ucu makas ile kesilmis ve

Sekil 1. Solusyonlarin ve embriyonun payet
icerisindeki konumlari

Fig 1. Solutions and embryo in straw
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¢6zuindlrme sonrasinda embriyolar stereo mikroskop al-
tinda bulunduktan sonra, canhliklarinin kontroli amaciyla
%20 yeni dogmus buzagi serumu (CS) iceren, D-PBS'de
ytkanarak TCM-199 + 0,1 mM B-merkaptoetanol + %10
fotal buzagi serumu (FCS) iceren kiltiir mikrodamlalar
icerisine alinmistir. %98 bagil nem, %5 CO, ve 38.5°C sicak-
liktaki inkubatorde 24-48 saat inkubasyona tabi tutulmus-
tur. Re-ekspanse olan ve zonadan ¢ikan embriyolar canh
olarak degerlendirilmistir. Toplam olarak, 56 adet iyi kalite
in vitro embriyo elde edilmis ve Etilen glikol direkt transfer
metoduna goére dondurulmustur.

ikinci asamada; stiperovulasyon uygulanan ineklerden,
yedi glinliik yasta ve blastosist safhasinda iyi kalite in vivo
embriyolar elde edilmistir. Bu embriyolar 6nce, %0.4 BSA +
%20 CS (is1 ile inaktive edilmis) iceren D-PBS medyumunun
da icerisinde yer aldigi dondurma solusyonu icerisine alin-
mustir. In vitro embriyolarda uygulanan dondurma ve ¢éziin-
dirme isleminin aynisi in vivo embriyolara da uygulan-
mistir. Dondurulan embriyolarin icerisinde bulundugu pa-
yetler, ¢ézlindiirildikten sonra, dnce temiz kagit havlu
ile kurulanmis ve ardindan polivinil alkol ile kapal olan
uc temiz bir makas ile kesilmis, pamuk tikag kismi asagida
olacak sekilde nakil kateterine yerlestirilerek, tasiyici hay-
vanlara nakledilmistir. Nakil dncesinde, prostaglandin F2a
ile sinkronize edilmis tasiyici ineklere, rektal palpasyon ile
kizginligin yedinci gliniinde CL tespiti yapilmistir. CL tes-
pit edilen tasiyici hayvanlara, nakil dncesinde Ust epidural
anestezi uygulanmistir. Nakiller, ipsilateral olarak ve her
bir tasiyiclya sadece bir kez olacak sekilde ve ¢6ziim son-
rasi 15 dk. icerisinde gerceklestirilmistir. Taslyici olarak
sekstel siklusu normal, saglikh 8 bas inek kullaniimistir.
Nakilleri takip eden 60. glinde rektal palpasyon ile gebelik
kontrolleri yapilmistir.

BULGULAR

In vitro Uretilen, 56 adet iyi kalite inek embriyosunun
dondurma ¢6ziindlirme sonrasi 24-48 saatlik kiltrinde,
36 adet embriyonun re-ekspanse ve zonadan ¢ikmis oldugu
gorilmustir. Canlilik orani %64.28 olarak tespit edilmistir.
Superovule ineklerden elde edilen 8 adet embriyo, 8 adet
tasiyict hayvana nakledilmistir. Nakil sonrasi 60. glinde,
tasiyici hayvanlarin rektal palpasyon ile yapilan gebelik
kontrollerinde, 5 tastyicinin gebe oldugu tespit edilmistir.
Gebelik orani %62.5 olarak bulunmustur. Gebeliklerin
tamami dogumla sonuglanmistir.

TARTISMA ve SONUC

In vitro embriyolarda dondurma ¢éziindiirme sonrasi
elde etmis oldugumuz %64.28’lik canhilik orani sonucu,
bazi arastirmacilarin bildirdiklerinden yiksek ' ve bazi
arastirmacilarin bildirdiklerinden diistik !> bulunmustur.
Elde edilen canhlik orani, calismada uygulanan bu don-
durma metodunun, dondurmaya karsi daha duyarl olan
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in vitro Uretim embriyolar icin uygun oldugunu ve in
vivo embriyolarda da uygulanabileceginin gostergesi ol-
mustur.

Dondurma ¢éziindirme sonrasi, in vivo embriyo nak-
linden elde etmis oldugumuz %62.5'lik gebelik oraninin,
bazi arastirmacilarin bildirdikleri oranlardan yuksek ™ bu-
lunmasi, bu metodun in vivo sigir embriyolarinda basarili
bir sekilde uygulanabilecegini ortaya koymustur. Bazi
arastirmacilarin sonuglari ile uyumlu bulunmasj 1012131720,
Etilen glikol direkt transfer metoduna gore in vivo embri-
yolarin basaril bir sekilde dondurulabilecegini ve ¢6zim
sonrasi tasiyicilara nakilde, diinya literatiirlerine uygun
gebelik sonucu alinabilecedinin gostergesidir. Bazi aras-
tirmacilarin bildirdiklerinden disik ¢ olmasi ise, emb-
riyo degerlendirilmesindeki subjektif dl¢tilerden, trans-
fer sayisi ve dondurma metodu fakhlklarindan kaynakla-
nanabilecegini disiindirmektedir.

Sonug olarak; embriyo transferinin heniiz yayginlas-
madigi Glkemizde, disuk toksisiteye sahip bir kriyoprotek-
tan olan etilen glikoliin, sigir embriyolarinin dondurul-
masinda kolaylikla kullanilabilecegi ve ¢ozindurilmis
embriyolarin saha kosullarinda giivenle uygulanabilecegi
kanaatine varilmistir. Céziindiirme sonrasinda, payet ice-
risinde embriyolar kriyoprotektandan uzaklastirilmadan
ve suni tohumlama kolayliginda tasiyici hayvanlara direkt
nakledilebilecektir. Bu calisma; baska arastiricilarin, bu
konuda yapacaklari calismalara katki saglayacaktir.
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