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Danışman: Prof. Dr. Fatin CEDDEN 

Bu çalışmanın amacı, in vitro koşullarında yüksek kriyotoleransa sahip embriyoları üreterek 

dondurulmuş embriyo üretmektir. Çalışmada mezbahada kesilen sığırların ovaryumları 

kullanılmıştır. Aspirasyon yöntemi ile elde edilen oositler (1632 adet) TCM-199‘da 24 saat 

süreyle %5 CO2, %5 O2, %90 N2 gaz atmosferinde 38,5 °C de in vitro olarak olgunlaştırılmışlardır. 

Bu amaçla sırasıyla 4 grup oluşturulmuştur. Her bir IVM ortamında maturasyonu yapılan 

KOK’ler rastgele bir biçimde 4 farklı IVF ortamının içine konularak rastgele blok tasarımı 

oluşturulmuştur. Olgun oositler 24 saat süreyle fertilize edilmişlerdir. Fertilizasyon sonrası 48. 

saatte cleavage %67,05 (865/1290) saptanmıştır. Embriyolar 7 gün süreyle %5 CO2, %5 O2, %90 

N2 gaz karışımında blastosist (%34,91; 302/865) aşamasına kadar inkübe edilmişlerdir. Zigot ve 

embriyolar taşıma ortamından (TCM199) 500 µL vitrifikasyon solüsyon 1’in (VS1) (5 M etilen 

glikol içeren taşıma ortamı) içine aktarılıp 3 dk sonra VS2’nin (7 M etilen glikol, %18 fikol 70 

ve 0.5 M galaktoz içeren taşıma ortamı) içine aktarılarak payete doldurma zamanı dahil 45 sn’lik 

süre boyunca bu ortamda tutulmuştur. Erken blastosist-blastosist aşamasına ulaşan 302 adet 

embriyodan 254 tanesi vitrifikasyon solüsyonunda maruz bırakılarak dondurulmuşlardır. Zigot 

ve embriyolar open pulled payete yüklendikten sonra sıvı nitrojen içine daldırılıp dondurulmuştur. 

Verilerin değerlendirilmesinde Z testi kullanılmıştır. Çözdürme sonrası, genişlemiş blastosist-

zona pellucida duvarından çıkma safhasında en iyi gelişim %52,2 (35/67) ile Grup 1 de 

saptanırken, bunu %45,3 (29/64) ile Grup 2, %22,2 (14/63) ile Grup 3 ve %5 (3/60) ile Grup 4 

takip etmiştir. Grup 1 ve 2 arasında önemli bir fark bulunmamıştır. Grup 1 ile Grup 3 arasındaki 

fark P<0,01 düzeyinde, Grup 1 ile Grup 4 arasında ise P<0,001 düzeyinde önemli bulunmuştur. 

Ovidukt hücreleri ile ko-kültüre tabi tutulan ve dondurulup çözdürülen zigotlarda maturasyon, 

fertilizasyon, blastosist oluşum oranı ve blastosistlerin diğer kalite özellikleri iyileşmiştir.  
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ABSTRACT 
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CO-CULTURING OF IN VITRO-PRODUCED CATTLE EMBRYOS WITH DIFFERENT 

SOMATIC CELLS AND DEEP-FREEZING WITH VITRIFICATION METHOD 

 

Şeyma BOZOĞLU 

 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Animal Science 

Supervisor: Prof. Dr. Fatin CEDDEN 

The aim of this study is to produce deep-frozen embryos by producing of embryos with high 

cryotolerance in in-vitro conditions. In this study, slaughtered cattle ovaries were used. Oocytes 

(n=1632)  obtained  by using aspiration method were matured in their own group in TCM-199 

medium for 24 h at a gas atmosphere of 5% CO2, 5% O2, and 90% N2 at 38.5°C. Four different 

groups were prepared then each of  maturated  COC group in every IVM medium were randomly 

distributed into 4 different  IVF media for block design. Matured oocytes were fertilized for 24 h. 

After fertilization cleavage rate was found as 67.05% (865/1290) at 48
th 

h. Embryos were cultured 

up to early blastocyst-blastocyst stage (34.91%; 302/865)  for 7 days at a gas atmosphere of 5% 

CO2, 5% O2, and 90% N2 at 38.5 °C. Zygotes and embryos were  transported from TCM199 media 

into 500 µL  of vitrification solution 1 (VS1) (medium containing 5 M Ethylene glycol) then 

transferred into straws containing VS2(7 M Ethylene Glycol, %18 ficoll 70 and 0.5 M galactose) 

after 3 minute. Embryos were embedded into straws and remained in during 45 sec including 

embedding duration.  Among 302 embryos, 254 embryos at early blastocyst stage were frozen 

after an exposure to vitrification solution. Zygotes and embryos are immersed into liquid nitrogen 

after disposing in open pulled straws. Z 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 significant 

difference was observed between Groups 1 and 2. The difference between Group 1 and 3 was 

found as at the level P<0.01 whereas P<0,001 between Group 1 and 4, respectively.  Frozen-

thawed zygotes which were co-cultured primarily with oviductal epithelial cells showed enhanced 

results regarding maturation, fertilization, blastocyst formation and other quality criteria. 
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1. GİRİŞ 

Embriyoların dondurularak saklanması çalışmaları günümüzde, biyoteknolojik 

çalışmalarda oldukça önemli bir yer tutmaktadır. Son yıllarda embriyoloji ve genetik 

alanında yapılan çalışmalar umut verici sonuçlar doğurmaktadır. Gen teknolojisi ile 

embriyo transfer çalışmalarının beraberce yürütülebilmesi ve çiftlik hayvanlarına adapte 

edilebilmesi için ihtiyaç duyulan koşulların ve pratiklerin öncelikle laboratuar 

hayvanlarında, daha sonra çiftlik hayvanlarında sağlanması ve tekniğin uygulanabilir hale 

getirilmesi gerekmektedir. Dünya’da olduğu gibi Türkiye’de de hayvan embriyolarının 

kültürü ve transfer çalışmaları laboratuar ortamında yani in vitro koşullarda 

yapılmaktadır. Embriyo üretimi yanında embriyo dondurma teknolojisinin kullanılması, 

başta biyomühendislik alanı olmak üzere ülkedeki mevcut hayvancılığın geliştirilmesinde 

önemli katkılar sağlayacaktır (Han vd. 2003, Ishigame vd. 2004). 

Dünyada hayvansal ürünlere olan taleplerin artması sonucunda yeni teknolojlerin 

zootekni biliminde kullanılması kaçınılmaz olmaktadır. Tüm canlılar ve onların ürünleri 

için pratikte kullanılabilen bilimler içine yeni buluşlar ve teknolojilerden zootekni 

bilimine katkı sağlanması, bu bilim alanının gelişmesi açısından gereklidir. Son yıllarda 

transgenik canlı elde etme ve klonlama teknolojileri ile hayvan üretimi çalışmaları; 

dondurma yöntemlerinin kullanımı, biyoteknolojik ve fizyolojik çalışmalarda giderek 

önem kazanmaktadır (Charreau vd. 1996, Joan vd. 2010). 

Sperma dondurma çalışmalarında gliserolün etkinliğinin bulunması embriyoların 

dondurularak korunmaları üzerindeki araştırmalar için yeni ufuklar açmıştır. Uzun süreli 

fare embriyolarının saklanmasında vitrifikasyon tekniği dünya genelinde yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadır (Pfaff vd. 2000, Bağış vd. 2005).  

 Memeli embriyolarının dondurularak korunması çalışmaları (Whittingham vd. 1972) 

geçmiş yıllarda başlanmıştır. Memeli embriyolarının dondurularak muhafaza 

edilmesindeki başarılı ilk uygulama farelerde gerçekleşmiştir. Fakat bu çalışmada 
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embriyolar -79ºC’de 30 dk’dan uzun bir süre tutulmuş ve dondurmanın embriyo 

canlılıklarını azalttığı gözlemlenmiştir. Embriyoların vitrifikasyonla soğutularak 

korunmasında diğer tekniklere göre daha iyi neticeler alınmıştır. Bu teknolojinin 

uygulanması birçok çalışmada yol gösterici olmuştur. Fareler üzerinde yapılan bu 

araştırmalar ile kriyo-teknikler üzerinde ilerlemeler sağlanması birçok araştırmanın da 

önünü açmıştır (Whittingham vd. 1972, Tsang vd. 2010). 

Biyoteknolojik yöntemlerle dişi ve erkek gametlerinden maksimum ölçüde faydalanarak 

döl veriminin artırılması sağlanabildiği gibi embriyonun dondurulması ya da 

vitrifikasyonu ile yerli gen kaynaklarının saklanması ve soyu tükenmekte olan ırkların 

korunması da başarılabilmektedir. Memelilerde embriyonun kriyoprezervasyonu, 

üremenin denetimi için kullanılan yardımcı üreme tekniklerinin en önemli parçasıdır 

(Massip 2001). 

Embriyo dondurma çalışmalarında embriyonun yaşama gücünü doğrudan etkileyen 

nedenler olarak; ortamın kimyasal kompozisyonu, dondurmada kullanılan çözeltiler, 

embriyo soğutma düzeyleri, dondurulmuş embriyoların saklanması sırasındaki sıcaklık 

değişiklikleri ve embriyo çözdürme düzeyleri gibi dondurarak koruma faktörleri üzerinde 

durulmuştur. Bu çalışmaların sonucunda; fare embriyolarının -150ºC’de 

dondurulduklarında ve -196ºC’de, 8 günden fazla bir süre saklandıklarında canlılıklarını 

yitirmedikleri ve çözdürme sonrasında embriyoların yüksek yaşama düzeylerine (%50-

70) sahip oldukları tespit edilmiştir. Sonraki çalışmalarda, embriyolar -196ºC’de 8 ay 

kadar bir süre saklanmıştır. Bu embriyoların yaşama düzeyleri ise %100’e kadar 

yaklaşmıştır (Whittingham vd. 1972, Massip 2001). 

Memeli embriyoların kriyoprezervasyonu, klonlama, embriyo transferleri, genetik 

kaynakların korunmasında ve tarımsal alanda önemli yer tutmaktadır. Dünya çapında 

yoğun araştırma programlarının sayesinde, 1982’de ilk IVP (In Vitro Üretim) buzağının 

doğumundan sonra, sığır IVP’sı önemli şekilde ilerlemekle birlikte bu ümit verici 

tekniğin daha geniş ticari kullanımı, hala bazı eksiklikler ile sınırlanmaktadır (Mermillod 

vd. 2006).  
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IVP birkaç yöntemin beraber kullanımı olup, altı basamaktan oluşmaktadır (Mermillod 

vd.2006). 

1. Oosit Toplama 

2. İn Vitro Maturasyon (IVM) 

3. İn Vitro Fertilizasyon (IVF) 

4. İn Vitro Kültür (IVC) 

5. Dondurma 

6. Embriyo Transferi 

Bu tekniğin iyileştirilmesi yalnızca bu metotların bütününün sağlam yürütülmesi ile 

mümkündür ve her bir aşamadaki eksiklik, kusur veya küçük bir değişiklik, elde edilen 

embriyoların miktarı ve kalitesi üzerinde önemli derecede etkili olmaktadır. Bu yüzden 

IVP’yi iyileştirme amacıyla yapılan çalışmalar bu metotta uygulanan tüm yöntemleri göz 

önüne almalıdır. 

Yapay üreme teknolojilerinin gerekli parçası olan embriyo kriyoprezervasyonu, in vitro 

embriyo üretimiyle üretilmiş embriyoların depolanmasına izin vererek ülkeler arası 

embriyo alışverişine de olanak sağlamaktadır. İn vitro koşullarında üretilen embriyoların 

dondurma yeteneğini iyileştirmek için iki farklı yaklaşım mevcuttur. İlk olarak üretilen 

embriyolarının kalitesini iyileştirmek ve diğeri ise dondurma metodunu iyileştirmektir 

(Tsang vd. 2010). 

Donmuş in vitro embriyoları ile elde edilen gebelik oranı taze in vitro embriyoları ile elde 

edilen sonuçlardan önemli derecede azdır. Bu nedenle günümüzdeki IVP’nin 

yaygınlaşmasını kısıtlayan en önemli faktör dondurma işleminin olduğu belirlenmiştir 

(Thibier 2005). Enright vd. (2000) ve Galli’ye (1996) göre oluşan embriyo sayısı 

açısından IVC ile in vivo embriyo üretimi arasında farklılık bulunmamasına rağmen 

embriyo kalitesi bakımından önemli farklılıklar elde edilmiştir (Gjorret  vd. 2003). 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ  

2.1 İn Vitro Embriyo Üretimi 

2.1.1 Ovaryum toplama işlemi ve laboratuvara aktarımı 

Sığır, keçi, koyun ve mandanın ovaryum taşınmasında yaygın olarak  % 0.9 serum 

fizyolojik (Yang vd.2002, Shi vd. 2009) ve PBS (Thibodeaux vd. 1992, Wani vd. 2000, 

Silva vd. 2004, Laiq Akbar Lodhi 2009) kullanılmaktadır.  

Granüloza hücrelerinde apoptozisi önlemek için kısrak folikülleri Hepes ve Hanks tuzları 

ile tamamlanmış M199 ortamında 20-30 ºC’de 3 saatten daha az süre  kalmalıdır. Ancak 

kümülüs hücrelerinin morfolojisini korumak için ovaryumlar oosit toplama işleminden 2 

saat önce 35-37 ºC’de tutulmalıdır. Ayrıca, oositin kromatin biçim değişimini önlemek 

için ovaryumlar 35-37 ºC’de 6 saatten az saklanmalıdır. Sonuç olarak eğer ovaryumlar 

oosit maturasyon amaçlı çalışmalarda kullanılacaksa ovaryumların oosit toplamadan önce 

4-6 saat 35-37 ºC’de saklanması gerekmektedir (Pedersen vd. 2004).   Gomez vd. (2012) 

tarafından yürütülmüş olan bir araştırmada kısrak ovaryum parçaları PBS (Fosfat 

Tamponlu Tuz Solüsyonu) ve MEM (Minimum Esansiyel Medyum) solüsyonlarında 4, 

20 ve 39 ºC sıcaklıkta 4, 12 ve 24 saat süre boyunca tutulduğunda morfolojik 

değerlendirme sonuçlarına dayanarak 4 saat sürede 4 ºC sıcaklıklı PBS uygun 

bulunmuştur. Ayrıca Garcia-Alvarez vd. (2011)’e göre 5-8 ºC sıcaklıkta serum fizyolojik 

ortamında taşınan Iber kırmızı geyik ovaryumlarında, 20-25 ºC sıcaklıkta taşınanlara göre 

daha çok bölünme (cleavage) görülmüştür. Ancak Di Francesco vd. (2007)’ne göre düşük 

sıcaklıkta serum fizyolojik ortamında ovaryum taşıma hem bölünme oranını, hem de 

blastosit oranını iyileştirmiştir. 

Wang vd. (2011) çalışmalarında mezbahadan alınan ovaryumlardan elde edilen oositler, 

OPU (Ovum Pick Up) yöntemiyle canlı hayvanlardan elde edilenlerle karşılaştırıldığında 

gelişim yeteneğinde bir düşüklük olduğu görülmüştür. Oositlerin kalitesindeki bu 
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farklılıkların, IVP esnasında oosit üzerine yüklenen strese bağlı olduğuna inanılmaktadır. 

Ovaryumlar hayvandan ayrıldığı zaman stres başlar, depolama sıcaklığında veya 

ovaryum taşınırken koruma solüsyonunda hafif bir değişim, in vitro fertilizasyonu (IVF) 

veya somatik hücre nükleer aktarımını (SCNT) izleyen oositlerin gelişimsel yeteneği 

üzerinde önemli etki oluşturur.  

2.1.2 İn vitro koşullarında kültür (IVC) 

Olgunlaşmamış oositlerin yaklaşık olarak % 90’ı, kızgınlık döngüsünün farklı 

aşamalarında foliküllerinden toplandıktan sonra nükleer maturasyon geçirirler; bunların 

yaklaşık % 80’i döllenebilir ve en az bir bölünmeyi geçirip, iki-hücre aşamasına ulaşırlar. 

Ancak bu zigotların % 30-40’ı blastosist aşamasına erişebilir. Döllenme sonrası düşük 

blastosist üretimi, döllenmeden sonra embriyo kültür ortamının önemini gösterir. Oositin 

kendine özgü kalitesi, onların blastosist aşamasına kadar gelişim oranlarını belirlerken, 

fertilizasyon sonrası kültür ortamı, blastosist kalitesi üzerinde en büyük etkiye sahiptir 

(Rizos, ve diğerleri, 2003). Fertilizasyon sonrası kültür ortamı sadece embriyoları 

geliştiren ortam değildir; ayrıca beraber kültüre tabi tutulan embriyoların sayısı, kültür 

ortamına embriyonun oranı ve diğer etmenleri de kapsamaktadır (Lonergan vd. 2006). 

Fertilizasyondan sonra, varsayımsal zigotlar fertilizasyon ortamından alınıp, embriyo 

kültür ortamında 3 kere yıkandıktan sonra çiftlik hayvanlarında (Çizelge 2.1) 7 gün 

boyunca kültür ortamında 38.5 ºC’ta % 5 CO2’li nemli atmosferli havada kültüre bırakılır. 

In vitro’da embriyo gelişimi, somatik hücreler ile beraber kültür, kültür ortamına 

antioksidan eklenmesi ve oksijen yoğunluğu gibi birkaç faktör tarafından 

etkilenmektedir. Kültür damlacığında mevcut embriyoların sayısı diğer faktördür; 

embriyolar grup halinde kültüre konulduğunda, tek tek kültüre konan embriyolardan daha 

iyi gelişirler. Embriyo gelişiminde grubun etkisi muhtemelen autokrine-parakrine 

tarzında etki eden embriyonik faktörlerin salgısından dolayı ortaya çıkmaktadır (Pereira 

vd. 2005). 
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Çizelge 2.1 Çiftlik hayvanlarında IVC süresi 

Hayvan 

türü 

In vitro’da kültür 

süresi (gün) 

Kaynak 

Sığır 7 (Galli vd.2005) 

Keçi 5-7 (Samake vd. 2000, Izquierdo vd. 2002) 

Koyun 7 (Baldassarre vd. 1996) 

Deve 7 (Khatir ve Anouassi 2006) 

In vitro üretilmiş sığır zigotları koyun oviduktu içinde kültüre konulduğu zaman blastosist 

aşamasına erişen oositlerin oranını etkilemeden önemli ölçüde blastosistlerin soğuğa 

karşı dayanıklılığını iyileştirir. Bu farklılıkların en az bir kısmı, doğrudan doğruya 

ultrastrüktürel düzeydeki farklılıklara bağlanabilir. Rutin in vivo embriyo kültürü hem 

pratikteki güçlükler hem de hayvan refahı ile ilgili kurallardan dolayı tercih 

edilmemektedir (Rizos vd. 2001).  

Embriyodaki yüksek yıpranma oranı biyolojik veya genetik kusurlardan dolayı ortaya 

çıkabilir. Bu kusurlar, kısırlık gösteren bireylerin embriyoları, optimum olmayan kültür 

ortamlarının bileşimi, kültürün fiziksel parametreleri veya bunların hepsinin birleşimidir 

(Melin vd. 2009). Bu yüzden yüksek kaliteli embriyo üretimini garanti altına almak için 

in vitro kültür sistemlerinin iyileştirilmesi gerekmektedir. 

2.1.3 Kültür ortamı 

İn vitro döllenmiş oositler için farklı kültür ortamları vardır. Bunlar formülasyonlarına 

göre sınıflanabilirler:  
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Tanımlanmamış ortamlar 

Serum, bu kültür sistemlerinin ana bileşenlerinden birisidir. In vitro embriyo üretiminde 

en çok tartışılan husus, serum kullanımıdır. Çünkü kimi araştırmalar in vitro embriyo 

üretimi esnasında serum bulunan kültür ortamında bazı gelişim bozukluklarının ortaya 

çıktığını göstermişlerdir (Thompson vd. 1995, Sinclair vd. 1998). Oysa çoğu 

araştırmaların sonucuna göre kültür ortamına serum eklenmesi oositin gelişme yeteneğine 

ve implantasyon öncesi embriyoların üzerine olumlu etkisinin olduğu görülmektedir 

(Vanderhyden vd. 1989, Carolan vd. 1995, Thompson vd. 1998, Tavares vd. 2008, Leivas 

vd. 2011).  

Serum yerine makromoleküller veya sentetik serum konulduğunda embriyo üretiminin 

azaldığı gösterilmiştir (Wang vd. 1997, Sağırkaya vd. 2004). Ancak serum konusundaki 

tartışmalara rağmen, embriyo üretiminde kullanılan ortamların hemen hemen hepsinde 

serum kullanılmaktadır (Gomez vd. 2008). BSA (Sığır serum albumini) veya serum 

içermeyen kültür ortamlarında üretilen embriyolarda metabolik faaliyetinde farklılıklar 

görülmüştür. Ayrıca daha düşük gelişme yeteneğine ve daha az hücre sayısına sahip 

oldukları da bildirilmiştir (Duque vd. 2003).  

Amino asitler, vitaminler, enerji ortamları ve büyüme faktörleri gibi embriyoya çok 

yararlı faktörleri sağlayan serumun, kültür ortamlarını embriyotoksik faktörlerle de 

bulaştırabildiği söylenilmektedir. Serum genellikle bifazik etki (ilk hücre bölünmesini 

engelleyip daha ileri embriyo gelişimini uyarır) ile blastosist oranını artırır (Camargo vd. 

2006). Blastosist miktarını artırmasına rağmen, serum ayrıca sitoplazmik lipitlerin 

birikimini artırır ve kriyopreservasyondan sonra embriyonun yaşama yeteneğini azaltıp 

(Abe vd. 2002, Sudano vd. 2011), embriyo erkek/dişi cinsiyet oranını erkek lehinde 

artırmaktadır. 

Somatik hücreler ile beraber uygulanan kültür sistemleri de tanımlanmamış kültür 

sistemlerinde yer almaktadır. Somatik hücrelerin embriyotrofik etkiye sahip olduğu 
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kanıtlanmıştır. Bu etkiler; daha hızlı bölünme, daha yüksek blastosist oranı, az 

parçalanma oranı, blastosist hücre sayılarının artması, morfolojik görünüş veya dereceyi 

iyileştirme, genişlemiş blastomerlerin kalitesini iyileştirme, apoptozisin azalması, 

hatchingi kolaylaştırma, transferden önce yaşama yeteneğini koruma, gebelik oranını 

iyileştirme ve canlı doğumları artırma gibi özellikleri içermektedir (Orsi vd. 2007).  

Kültür koşullarını iyileştirmek amacıyla uygulanan çeşitli teknikler arasında ovidukt 

epitel hücreleri, uterus fibroblastları, kümülüs hücreleri ve trofoblastik keseleri gibi 

somatik hücreler ile ko-kültür sistemi yaygın olarak kullanılmaktadır (Hosseini vd. 2008). 

Ko-Kültür, potansiyel olarak in vivo çevresini taklit eden basit bir modeldir (Orsi vd. 

2007). Oositler ile somatik hücreler beraber ko-kültür edildiğinde genellikle yüksek 

gelişim oranı ve iyi kaliteli blastosist elde edilir. Bu blastosistler in vitroda üretilen 

embriyolarla karşılaştırıldığında soğuğa daha dayanıklı (kriyotolerans) ve daha yüksek 

gebelik oranlarına sahip oldukları belirlenmiştir (Feugang vd. 2009). Yardımcı veya 

besleyici somatik hücreler tarafından kültür ortamına çeşitli büyüme faktörlerinin 

eklendiği kanıtlanmıştır. Bu hücreler büyüme faktörleri eklemekle kalmayıp ayrıca kültür 

ortamından toksik maddeleri uzaklaştırarak morfolojik yönden sağlıklı embriyo 

gelişimini olumlu yönde de etkilemektedir (Parikh vd. 2006).  

Oosit ve zigotlar üzerine somatik hücrelerin etkisi çeşitli faktörler tarafından 

etkilenmektedir. Somatik hücrelerin kültür metodu, kültür ortamı, somatik hücrenin türü 

ve somatik hücrenin eklendiği aşama (IVP aşaması) ko-kültür sonuçlarını etkileyen en 

önemli faktörlerdendir. Tek katman (monolayer) ovidukt hücreleri üzerine %10 FCS 

(Sığır cenin serumu) ile tamamlanmış M199 ortamda kültür edilen tek-hücreli zigotun tek 

katman olmayan süspansiyon ortamındaki zigottan daha iyi geliştiğini göstermiştir. 

M199+FCS ve Hams-F10+FCS ortamlarıyla tek katman ovidukt hücreleri üzerine ko-

kültür edilen koyun zigotlarının gelişimi araştırıldığında, M199+FCS en yüksek düzeyde 

etkili olduğu görülmüştür (Rexroad vd. 1988).  

Somatik hücre kaynağı ve muamelesi (örneğin kriyoprezervasyon, hormona maruz 

kalma, perfüzyon gibi), temel ortamın kompozisyonu, kültür metodu, serumun varlığı, 
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mikro damlacık/açık kültür, gaz/oksijen yoğunluğu, sıcaklık, somatik hücre substratı ve 

ortama dahil edilmiş tamamlayıcılar (glütasyon, glisin, alanin, hemoglobin) gibi çeşitli 

parametrelerin etkileşimiyle ko-kültürün başarısını değiştirmektedir (Orsi vd. 2007). 

Yarı tanımlanmış ortamlar 

Embriyonik ve fetal gelişim üzerine serumun muhtemel zararlı etkilerinden dolayı 

serumsuz kültür sistemleri incelenmiştir. Yarı tanımlanmış kültür sistemi genellikle 

serum yerine albumin katılarak yapılır. Böylece serumun potansiyel olarak zararlı 

bileşenlerinin çoğu yok edilir (Camargo vd. 2006).  

Tamamen tanımlanmış ortam 

Albuminin yerini polivinil alkol ve polivinil pirrolidon (PVP) gibi makromoleküllerin 

aldığı, protein içermeyen ortamlar olarak tanımlanmaktadır. Daha önce ortaya konulmuş 

görüşlere göre in vitro koşullarda döllenmiş sığır embriyoları protein içermeyen kültür 

sistemlerinde gelişebilirler. Serum, ko-kültür ve albuminin olası zararlı etkilerinin 

eliminasyonu bu sistemin avantajıdır. Ayrıca bu sistem kültür koşullarının daha iyi 

kontrolüne izin vererek, embriyo kültür ihtiyaçlarını değerlendirme amacıyla planlanmış 

araştırmaları kolaylaştırır. Ancak, tam tarif edilmiş kültür sistemlerinin kullanımıyla 

blastosist elde edilmesi ile ilgili araştırma sonuçları biribiriyle uyumlu olmayıp 

çoğunlukla yarı tarif edilmiş sistemlerle kıyaslandığında daha az embriyo üretimi 

sağlamaktadır. Bu nedenle bu tür kültür sisteminin ticari kullanımı kısıtlanmaktadır. Tam 

tarif edilmiş kültür sisteminde ko-kültür veya serumun koruyucu etkisi olmadığı için bu 

sistem toksik bulaşmaya ve oksidatif strese karşı daha duyarlıdır (Camargo vd. 2006). 

2.2 Embriyo Kalitesini Belirlemek Amacıyla Kullanılan Kriterler 

Başta sığır olmak üzere çiftlik hayvanları ile insanlar üzerinde yapılan araştırmalarda 

yüksek kalitedeki embriyoların aktarımından daha yüksek gebelik oranları elde edilmiştir. 
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Bu sonuçlara göre embriyo morfolojisi ile ET arasında bir ilişki söz konusudur (Pomar 

vd. 2005). Ayrıca, in vitro üretilen embriyoların ET sonuçları ile in vivo embriyolarının 

ET sonuçları kıyaslandığında önemli farklılıklar ortaya çıkmıştır. ET’den sonra 

kuzulama, buzağılama ve oğlaklama oranı in vivo embriyolarında sırasıyla % 75, % 76 

ve % 71 olurken in vitro embriyolarında ise sırasıyla % 32, % 30 ve % 47’dir (Cognie vd. 

2003, Pedersen vd. 2004). Ayrıca, kromozomlarda anormal gelişimler in vivo 

embriyolarının morfolojisinde belirli değilken, IVP embriyolarında ise daha belirgindir 

(Pomar vd. 2005). Embriyoların değerlendirilmelerinde  sadece morfolojik kriterlerin 

kullanılması yeterli olmadığından hücre sayısı değerli bir kriter olmaktadır. Gerçekten, in 

vivo blastosistlerinde kalite azalırken blastosistlerde ortalama hücre sayısı da 

azalmaktadır . Bu yüzden embriyo kalitesi değerlendirilirken iç hücre kümesinin (İHK) 

trofektoderm hücrelerine (TH) oranı, apoptozis, soğuğa karşı dayanıklılık (kriyotolerans) 

ve metabolik aktivasyon gibi kriterlerin ölçümü önem taşımaktadır (Iwasaki vd. 1990).  

2.2.1 İHK:TE oranı 

Yaklaşık %82’si normal morfolojik görüntüye sahip olan embriyoların sadece % 17’sinin 

normal gebelik sağladığını gösteren Papaioannou ve Ebert (1986)’e göre in vitro 

koşullarında gelişen embriyolarda hücre sayısı in vivo üretilen embriyolardan daha az 

bulunmaktadır. Ayrıca, normal implantasyon öncesi gelişim için hem İHK ve hem de 

TH’nin yeterli olmaları gereklidir (Van Soom vd. 1997). Bu yüzden embriyo kalitesi 

ölçümü için bu değer en önemli kriterlerden birisi olarak dikkate alınmıştır.  

Plasentalılarda blastosisti oluşturan hücreler, İHK ve TH’dir. Bu hücreler farklı 

morfolojik, immünolojik, endokrinolojik ve metabolik özelliklere göre tanımlanmaktadır 

(De la Fuente vd. 1997). İHK embriyonun bütün dokusunun ve dış zarlarının bir kısmının 

oluşumunu sağlarken, TH genellikle plasentanın dış tabakasını oluşturur(Koo vd. 2002).  

 Bir blastosistin kalitesi; hem belirgin blastosol hem de orak şekilli hücrelerden meydana 

gelen TH ile belirlenmektedir (Ebner vd. 2003). Embriyolarda canlılık azalması, 
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İHK’indeki hücre sayısındaki azalmayla belirlenmektedir. Bu nedenle, IVF 

blastosistleriyle elde edilen düşük gebelik oranları İHK hücrelerinde hücre 

proliferasyonunun düşük olmasından dolayı ortaya çıkabilmekte olduğu söylenmektedir. 

Fetüsün başarılı şekilde büyümesi, implantasyon zamanındaki İHK ve TH’nin yeterli 

miktarda bulunmasına bağlı olup  İHK:TH oranı embriyonun yaşına, üretim koşullarına 

ve sistemlerine bağlı olmaktadır. İHK ve TH’ni ayrımcı boyama tekniği ile ayrılması, 

embriyo kalitesini değerlendirmesi için kullanışlı bir yöntem olarak önerilmektedir 

(Iwasaki vd. 1990).   

2.2.2 Apoptozis 

Apoptozis (programlanmış hücre ölümü), çok hücreli organizmaların sağlıklı ve normal 

şekilde gelişmesinin bir parçasıdır. Çeşitli uyarıcıların etkisiyle hücre ölümü ortaya 

çıkmaktadır ve bu ölümler apoptozis esnasında kontrollü olarak gerçekleşmektedir. 

Kontrollü hücre ölümüne neden olan apoptozis, hücre ölümlerinin diğer biçimi olan 

nekrozisten bu nedenle ayrılmaktadır. Yani, nekroziste hücre ölümleri kontrolsüz olarak 

ortaya çıkmakta, hücrelerin çözülmesi iltihaplara neden olurken olası veya ciddi sağlık 

sorunlarına da yol açmaktadır. Hücrelerin veya dokuların büyük bir kısmı nekrozisten 

etkilenip hücre şişmesine ve hücre zarı yırtılmasına neden olmaktadır (Dash 2014). 

Nekrozisin aksine apoptozis işleminde hücreler aktif rol oynayarak kendi ölümlerine 

neden olurlar. Ayrıca apoptozis tipik olarak yalnızca tek hücreyi etkilerken, nekrozis 

hücre kümesini veya dokuları etkilemektedir (Betts vd. 2001). 

Apoptozis; implantasyon öncesi büyüme aşamasında olan embriyolardaki fazla hücreler, 

anormal hücreler veya potansiyel olarak tehlikeli olabilecek hücrelerin yok edilmesinde 

kritik bir olgudur (Gjorret vd. 2003). Ayrıca, apoptotik hücrelerin yüksek seviyede 

bulunması anormal embriyo morfolojisi ile bağlantılıdır. Apoptozis indeksinin belli bir 

eşiği aşması  durumunda embriyonik büyümenin devamının tehlikeye girdiğini 

göstermektedir. Ayrıca apoptozis işleminin görevi, embriyolardan anormal hücrelerin 

çıkarılmasıdır. Apoptozis, in vivo embriyonik gelişimin normal bir parçası olmasına 

rağmen in vitro embriyo üretim sistemlerinde muhtemelen optimumun altındaki 
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koşullardan dolayı ortaya çıkabilmekte (Hardy 1999, Matwee vd. 2000) bu nedenle IVP 

embriyolarının kalitesini belirlemek amacıyla kullanılabilmektedir.  

2.3 Kriyoprotektan Maddeler 

Kriyobiyoloji biliminde en büyük gelişme 1900’lü yılların ortalarında kriyoprotektan 

maddelerin bulunmasıyla kaydedilmiştir. Kriyoprotektan maddeler, hücreleri ve 

membranlarını dondurma prosesleri sırasında meydana gelebilecek hasarlardan 

korumaktadır. Bu maddeler hücrelerin ölümüne sebep olan veya hücrelerde hasar 

meydana getiren hücre içi buz kristallerinin oluşmasını hücre içerisindeki suyu alarak 

önlemektedirler (Fuller 2004). Son yıllarda hücrelerin kriyoprezervasyonunu optimize 

etmek amacıyla sukroz, trehaloz ve BSA gibi, hücre hasarını ve hücre kaybını azaltan 

çeşitli şekerler ve proteinler, dondurma solüsyonlarına, membran stabilizatörü olarak 

katılmaktadır (Shaw 1989, Fuller 2004). Kriyoprotektif maddeler her ne kadar hücre içi 

sıvının dışarı akmasını sağlayarak  donma sırasında, küçük ve çok sayıda buz 

kristallerininin oluşmasını sağlasa da, toksik etkilerinden dolayı embriyolarla uzun süre 

muamele edilmemelidir. Kriyoprotektanlara bağlı olarak hücre membranında ve lipid 

yapısında meydana gelen değişiklikler nedeniyle, çözdürme sonrasında, hücrede hızlı 

şişme ve suyun tekrar hücre içine girmesi sonucu embriyolar gelişimlerine devam 

edememektedirler. 

2.3.1 İntrasellüler kriyoprotektan maddeler 

Hücre içerisine geçebilen donma sırasında hücreyi koruyan maddelerden en az biri 

dondurma çözeltilerinin içerisinde kesinlikle bulunmalıdır. Osmotik basınç farkından 

dolayı hücre içi sıvı bu dondan koruyan maddeler ile yer değiştirir. Böylece hücre içinde 

buz kristallerinin oluşumu engellenmiş olunur (Pedro vd. 2005). Hücre içerisine nüfuz 

eden dondan koruyan maddeler; Dimetilsülfoksit (DMSO), Gliserol (GL), Etilen Glikol 

(EG), 1.2 Propanediol, 2.3 Bütanediol, Propilen Glikol ve diğer bazı alkol çeşitleridir. 
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Bu kriyoprotektanlar içinde DMSO, Rowe karışımı ve gliserol en sık kullanılanlar 

arasındadır. DMSO ve gliserol intraselüller kriyoprotektan maddeler sınıfında yer 

almaktadır. Gliserol hücreler için DMSO’dan daha az toksik olmasına rağmen 

çalışmalarda daha çok DMSO tercih edilmektedir. Çünkü DMSO, GL’e göre hücre içine 

daha hızlı diffüze olabildiğinden daha yüksek kriyoprezervatif özelliğe sahiptir (Fuller 

2004, Kartberg vd. 2008). Rowe karışımı ise bir ekstraselüller kriyoprotektan madde olan 

sorbitol ile bir intraselüler kriyoprotektan madde olan GL’ün karışımından hazırlanan ve 

özellikle eritrositlerin kriyoprezervasyonunda başarılı bir şekilde kullanılan 

kriyoprotektan maddedir (Pedro vd. 2005).  

Blastosist safhasındaki sığır embriyolarının dondurulmasında etilen glikol ve gliserolün 

propilen glikolden daha düşük toksisiteye sahip olduğu bildirilmektedir (Tachikawa vd. 

1993). İnternal özellikli kriyoprotektan maddelerin yanısıra, bazı eksternal 

kriyoprotektanların (sakkaritler, antioksidanlar) hücre dışında kriyoprotektif etki 

gösterdikleri son zamanlarda anlaşılmış, sperma sulandırıcılarında kullanılmaya 

başlanmıştır (Fuller 2004, Tsang vd. 2010). 

2.3.2 Ekstrasellüler kriyoprotektan maddeler 

Eksternal kriyoprotektanlar (hücreye penetrasyon özelliğine sahip olmayanlar) 

ekstrasellüler etkilerinden dolayı, hücre membranındaki esneklik kaybını önledikleri, 

membran proteinlerinde stabilizasyon sağladıkları, ekstrasellüler ortamda gelişen 

kristalizasyonu azalttıkları ve gelişen lipit peroksidasyonunu minimize ettikleri 

bilinmektedir (Fuller 2004).   

Eksternal kriyoprotektan olarak görev yapan sakkaritlerden trehaloz, iki D-glikoz 

molekülünün bağlanmasıyla oluşmuş bir disakkarit bileşiğidir (Richards vd. 2002). Tam 

olarak etki mekanizması bilinmemekle birlikte, spermatozoa plazma membranına penetre 

olduğu, donma ve çözünme esnasında membran fosfolipitlerinin polar bağ gruplarıyla 

hidrojen bağları kurarak yüzey artışı sağladığı ve ozmotik tamponlayıcı göreviyle 
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ozmotik şoka karşı koruyucu etkin gösterdiği, serbest oksijen radikallerinin salınımını 

azalttığı ileri sürülmektedir (Gao vd. 2000).  

Bu gruptaki donmada koruyucu maddeler düşük molekül ağırlıklı ve yüksek molekül 

ağırlıklı maddeler olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. 

-Hücre içerisine geçebilen düşük molekül ağırlıklı maddeler: Bu maddelerin temel görevi, 

hücre içinde mevcut olan suyu dışarı çıkararak hücrede suyun giderilmesini sağlamaktır. 

Hücre içi sıvının uzaklaştırılması ile donma sırasında meydana gelebilecek hücre içi buz 

kristallerinin oluşumu engellenmiş olur. Galaktoz, Sükroz, Glikoz, Trehaloz hücre içine 

nüfuz eden düşük molekül ağırlıklı donmada koruyucu maddelerdir. Şekerler, donmada 

korumada genellikle ozmotik tampon oluşturmak amacıyla kullanılırlar (Pedro vd. 2005). 

-Hücre içerisine geçemeyen yüksek molekül ağırlıklı  maddeler: Hücrelerin dondurulması 

ve çözündürülmesi sırasında meydana gelen buz kristallerinin meydana getirdiği zararı 

minimum düzeye indiren maddelerdir. Buz kristallerinin şekil ve büyüklüklerinde 

birtakım değişikliklerin oluşmasını sağlamaktadır. Bu maddelerden bazıları şunlardır: 

Poli Vinil Pirrolidon (PVP), Poli Vinil Alkol (PVA), Sodyum Hyaluronat ve Hidroksi 

Etil Nişasta ve buz kristallerinin oluşumunu engelleyen antifriz proteinler (Pedro  vd. 

2005). 

2.4  Embriyo Dondurma Yöntemleri 

Gelenekesel yavaş soğutma ve vitrifikasyon, embriyo kriyoprezervasyonu için iki ana 

metottur. 

2.4.1 Geleneksel yavaş soğutma  

Geleneksel yavaş soğutmada, embriyolar daha düşük konsantrasyonda 

kriyoprotektanlarla programlanabilir cihazda yavaş prosedürle dondurulur. Geleneksel 
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yöntemle dondurulmuş sığır embriyosundan ilk buzağı Willmut vd. (1973) tarafından 

elde edilmiştir.  Kriyoprotektan çözeltisi olarak önceleri 1,5 M ve 2,0 M DMSO veya 

1,36 M gliserol (Massip 2001) kullanılırken, sonraları embriyoların dondurulması için 

gliserol-sukroz kombinasyonları ile soğutma işleminden önce ortalama 10-15 dk 

dehidrasyon gerçekleştirilerek, - 7,5 ºC’da seeding (kristalleşmenin başlatılması)  yapılıp, 

–25 ºC’a kadar yavaş dondurma yapılmıştır. Seeding, donma sıcaklığına ulaşmamış 

çözeltilerin de, embriyodaki soğuk şoku hasarını azaltmak için spontan olarak 

kristalizasyon şekillenmeden, -5 ºC ile -7 ºC sıcaklıklar arasında manipüle edilerek 

indüklenmesi ve kristalizasyonun kontrol altına alınmasıdır. Böylece numuneler 

arasındaki donma varyasyonu azaltılmakta, ekstrasellüler ortama hücreden sıvı geçişi için 

yeterli zaman sağlanmaktadır. Seeding, geleneksel yöntemle kriyoprezervasyonda 

çözdürme sonrası embriyo canlılığı için gereklidir ve bu sıcaklıklara (-5ºC ile -7,5ºC) çok 

dikkatli geçilmesi gerekmektedir. Geleneksel yöntemde embriyoların çözdürülmesi için 

ise havada 5-10 sn, sonra 25-28 ºC’daki su banyosunda 15-20 sn tutulması ve 

embriyoların rehidrasyonu için kriyoprotektan konsantrasyonu her defasında azalan 

çözeltilerde 15-20 dk gibi uzun sürede geçiş gerekmektedir. Ancak bu yöntemde 

embriyolar, kriyoprotektan olarak adlandırılan dondurma ve çözdürme işlemleri sırasında 

soğuk şokundan koruyan maddelerin toksik etkisine uzun süre maruz kalmakta ve 

dondurma sırasında intrasellüler buz kristalizasyonu oluşumundan dolayı zona 

pellusidada kırılma, hücre membranları ve iskelette bozulma ve metabolik bozukluklar 

meydana gelmektedir. Bu tür hasarlar hücrenin metabolik fonksiyonlarının aksamasına 

ve dolayısıyla apoptoz ve nekrozla hücrenin ölümüne yol açmaktadır (Leibo vd. 1993). 

Geleneksel yavaş soğutmanın prensibi dehidratasyona dayanır. Soğutma hızları 

embriyodan suyu çıkarmak için en uygun hale getirilmiştir. Bu soğutma, buz kristal 

oluşumundan dolayı ortaya çıkan hasara engel olduğu halde, yüksek tuz 

konsantrasyonlarına maruz kalmadan ortaya çıkan ozmotik stresi ve kimyasal zehirliliği, 

azaltır. Yavaş soğutma metodu önemli ozmotik etkilere sebep olmadan, hücrenin iç ve 

dış kısımları arasında solüsyon değiştirmeye izin verir. Embriyonun donmaya gösterdiği 

duyarlılık, gelişim aşamasına ve geliştirildiği kültür koşullarına bağlıdır. Bundan başka, 

yavaş soğutmanın başarısı suyun hücreleri terk edebilme hızı ile buza dönüşme hızı 
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arasındaki optimal dengeye bağlıdır. Denge, düşük kriyoprotektant konsantrasyonlarıyla 

gerçekleşir. Yavaş soğutma hızı, soğutma esnasında ortaya çıkan dehidratasyona izin 

verir (Moore vd. 2006). Bu yöntemde soğutma hızının dikkatli kontrolü gerekmektedir. 

Genel olarak işlem, embriyonun donma noktası etrafında kriyoprotektantta ön dengesi 

(preekülibrasyon), daha sonra az derecede aşırı soğutma, buz tane oluşumu ve sıvı 

nitrojenin içine embriyoların transferinden önce embriyoların kontrollü yavaş 

soğutmasını kapsamaktadır. İşlemlerin karmaşık tabiatı ve nispeten sağlayabileceği 

düşük yararlar ve programlanabilen kontrollü sisteme gereksinim duyulması dikkate 

alındığında, bu yöntemin genellikle embriyo kriyoprezervasyonu için kusurlu olduğu 

düşünülür (Tsang vd. 2010).  Ovum kültür ortamı, GL veya diğer kriyoprotektantlar, 

sükroz, ekilibrasyon ve sulandırmalar için kullanılan solüsyonlardır. Embriyolar oda 

sıcaklığında 10 dk boyunca 1.4 M GL solüsyonunda ekilibre edildikten sonra hava 

aralıklarıyla 3 kolon ovum kültür ortamının kullanımıyla 0.25 ml payetin içine yüklenir. 

Her kolon 1.4 M GL içerir. Embriyolar orta kolona yüklendikten sonra tıkaç konulur. 

Metal çubukla -7°C’ye önceden ayarlanmış payetler programlanabilen derin 

dondurucunun içine yerleştirilir. Sonra -0.5°C/dk’da -35 °C olan son sıcaklığa kadar 

soğutulup, 15 dk süreyle derin dondurucunun içinde tutulduktan sonra sıvılaştırılmış 

azotun içine daldırılır (Şekil 2.1), (Agca vd. 1998). 

  

Şekil 2.1 Şematik olarak 0.25 ml payetin içinde embriyo yerleşiminin gösterimi 

2.4.2 Vitrifikasyon  

Vitrifikasyon olarak isimlendirilen oldukça hızlı bir dondurma metodu, 1985 yılında Rall 

ve Fahy tarafından bulmuş ve bu metot daha sonra evcil hayvan embriyo teknolojisinde 

yaygın bir şekilde uygulanmıştır (Fahning vd. 1992, Kasai 1996, Gábor 2000). 

Vitrifikasyonda embriyolar yüksek konsantrasyonlu çözeltiler ile muamele edilir. Bu 
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metot, viskozitesi hızla artan solüsyonlar içerisinde buzların kristalize olmadan cam 

benzeri katılaşması olarak tanımlanır (Kasai 2000, Gábor 2000, Martinez vd. 2002). 

Daha yeni bir metod olan vitrifikasyonda hem hücre içi hem de hücre dışı buz oluşumu 

yok edilir ve yerini cama benzer bir görünüm alır. Yeterince düşük sıcaklıklarda 

solüsyonlar çok viskoz hale gelerek buz kristali oluşmadan, katılaşma meydana gelir. Bu 

katılaşma, dehidrasyon ve aşırı çabuk soğutma hızları (15.000-30.000 °C/dk) ile meydana 

gelen viskozitenin üst düzeyde yükselmesi sayesinde olur (Moore vd. 2006). 

Vitrifikasyonda yüksek kriyoprotektant konsantrasyonu, hücre içi suyunun viskozitesini 

artırdığı zaman, yeterli soğutma hızı temin edildiğinde, hücre içeriği katılaşır. Bundan 

dolayı zararlı buz kristal yapısı oluşturmak için su molekülleri yeniden düzenlenemez. 

Doğal olarak kriyoprezervasyon gerçekleşir. Ancak hücrenin en dış tabakasındaki çeşitli 

hücresel yapıların hayatta kalmasını garanti altına almak amacıyla donma önleyicisi (Anti 

freeze) gerekli olmaktadır (Tsang vd. 2010). Vitrifikasyon, viskoz vitrifikasyon 

solüsyonunda yapılır. Bu solüsyon, HEPES veya fosfat ile tamponlaşmış temel ortam, 

kriyoprotektant, makromoleküller, sakkaridler ve proteinleri içerir. Farklı 

konsantrasyonlarda ve farklı koşullar altında, bu bileşenler geleneksel dondurma 

protokolünde de kullanılır (Moore vd. 2006). Değişik canlılarda ve değişik gelişim 

safhalarındaki embriyoların vitrifikasyonla dondurularak muhafazası çalışmasında, EG, 

Fikol ve Sakkarozdan oluşan bir karışımın etkili olduğu tespit edilmiştir (Kasai 1996, 

Morris 2007). Memeli embriyolarının vitrifikasyonunda, % 40’lık EG içeren Fikol 70’in, 

PEG(Poli Etilen Glikol)’den daha az toksik olduğu tespit edilmiştir (Kasai 2000, Morris 

2007). Kimyasal maddelerin zararlı etkilerini azaltmak için, kriyoprotektanlarla muamele 

zamanı kısaltılmalı, düşük toksisiteli kriyoprotektanlar kullanılmalı ve kriyoprotektan 

yoğunluğu azaltılmalıdır  (Ohboshi 1998, Tsang vd. 2010).  

Memeli embriyolarının dondurulması için, geçirgen olan komponentlerden, GL, DMSO, 

Propilen Glikol (PG) (1,2-propandiol), EG, Asetamid, geçirgen olmayanlardan, Galaktoz, 

Sakkaroz, Trehaloz gibi sakkaritler ve makro moleküllerden, PEG, Polivinil pirolidon 

(PVP), Sığır Serum Albumini (BSA) ve Fikol 70 kullanılmaktadır (Morris 2007, Kartberg 

vd. 2008). Fare embriyolarında kriyoprotektanlarla yapılan toksisite testinde, EG’nin en 
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az toksik olduğu, bunu sırasıyla GL, DMSO, PG’nin izlediği ve Asetamid’in ise toksik 

olduğu bulunmuştur. Vitrifikasyon solüsyonunda sakkarozun bulunmasının toksik etkiyi 

azalttığı tespit edilmiştir (Kasai 1996, Kim 2006, Kartberg vd. 2008). 

Vitrifikasyon yalnızca olgunlaşmamış GV(Germinal Vezikül) oositlerin 

kriyoprezervasyonu için değil, in vitro mature edilmiş sığır oositlerinin, prekompaksiyon 

aşamasındaki ve ileri gelişme safhasındaki sığır embriyolarının, yüksek lipid içeriğinden 

dolayı dondurmaya yüksek ölçüde duyarlı in vitro geliştirilmiş embriyoların ve in vivo-

in vitro geliştirilmiş uzamış embriyoların dondurulması için de uygun olduğu 

görülmüştür. Vitrifikasyon yöntemi oositlerin kryoprezervasyonu kadar, geleneksel 

dondurma yönteminin olumsuz sonuçlara neden olduğu in vivo geliştirilmiş embriyolar 

kadar in vitro embriyonun ileri gelişme safhaları için de uygun bulunmuştur. İn vitro 

koşullar embriyonun dondurma işlemlerine karşı hassasiyetini artırmaktadır (Mermillod 

vd. 1993). İn vitro geliştirilmiş özellikle erken dönem embriyolar, artmış intrasellüler 

lipid içeriği ve daha küçük inner cell mass (ICM-Embriyonik disk hücresi) nedeniyle, in 

vivo olanlara göre soğutmaya ve diğer çevre koşullarına daha duyarlı olduğundan 

vitrifikasyon in vitro geliştirilmiş embriyoların dondurulması için en ideal yöntemdir. 

Hatta santrifüjle bu lipid damlacıklarının uzaklaştırılmasının embriyonun dondurmaya 

karşı direncini artırdığı tespit edilmiştir. Çünkü vitrifikasyonda mümkün olan en küçük 

hacimde kullanılan vitrifikasyon solüsyonu içerisindeki embriyolar, yoğun 

kryoprotektanlara çok kısa bir süre maruz kaldıkları gibi, vitrifikasyonla embriyoların en 

hassas oldukları sıcaklık aralığı da (15 -5°C) çok hızlı geçilmektedir (Dattena vd. 2000). 

Üstelik OPS(open pulled payetler), cryoloop ya da cryotop ile yapılan vitrifikasyonda 

kryoprotektan solüsyonunun miktarı çok düşük olduğundan (0,5 μl), embriyolar 0,25 

ml’lik payetlerde yapılan vitrifikasyon işleminden 10 kat daha hızlı dondurulmuş olur. 

Ayrıca küçük hacimlerde yapılan vitrifikasyon işleminden sonra, embriyonun 

rehidrasyonu çözdürme solüsyonuyla temastan hemen sonra meydana gelir. Böylece 

çözdürme işleminin toksik ve ozmotik etkileri yok edilmiş olur(Vajta vd. 1996). 

Payetlerde vitrifiye edilen embriyolarda zona kırılmaları % 27 oranında gerçekleşirken, 

küçük hacimlerde vitrifikasyonda % 1’i geçmez. Bununla beraber blastosist gibi ileri 

gelişme dönemindeki in vitro embriyolar geleneksel dondurma yöntemini bile tolere 



  

19 

 

edebildiği gibi (Hasler 1998), in vitro geliştirilmiş sığır blastosistlerinin 

vitrifikasyonundan % 60-94 oranında zona pellusidadan çıkmış (hatched) in vitro 

embriyoların, çözdürme sonrası 24 saatlik kültür sonunda % 81 reekspansiyon 

yapılabilmiştir (Şekil 2.2). İn vivo embriyoların kryoprezervasyonu için geliştirilmiş 

prosedürler in vitro embriyoların vitrifikasyonuna adapte edilmiş, hatta in vitro kültürün 

erken gelişme safhasındaki embriyoların vitrifikasyonu ve çözdürülmesi sonrası yüksek 

oranda blastosiste dönüştükleri görülmüştür (Dinnyes vd. 2000). Üstelik vitrifikasyon 

embriyoların çözdürme sonrası alıcı hayvanlara direkt transferine olanak sağlayan, basit 

ve başarılı bir kryoprezervasyon yöntemidir. 

Vitrifikasyon yöntemi ile dondurma için dondan koruyucu madde; hücre içerisine alınır, 

fakat kristalleşme oluşmaz. Bu metot ile soğutma sırasında hücre içerisinde viskozite son 

derece yüksek olur. Viskozitenin yoğun olması camsı yöntem ile yapılan dondurmanın 

başarısını doğrudan etkiler. Neticede hücre içinde buz kristalleri şekillenmez. Bu nedenle 

hücre içerisinde vitröz yani camsı bir görünüm elde edilir (Dinnyes vd. 2000, Martinez 

vd. 2002, Moore vd. 2006). 

Vitrifikasyon yöntemi ile dondurma süresince oluşabilecek zararlı yan etkileri en aza 

indirgemek veya önlemek amacıyla camsı dondurma çözeltilerine hücre içerisine 

geçebilen bazı makro moleküller ve şekerlerin ilave edilmesi gerekmektedir. Ancak,  

hücre içerisine geçebilen çeşitli dondan koruyucu maddelerin de camsı dondurma 

çözeltileriyle birlikte kullanılması, donma işlevinin sağlanması için gerekli ozmotik 

denge süresinin kısa tutulması, iki aşamalı olarak uygulanması, olası zararlı yan etkileri 

önemli derecede engelleyecektir (Palazt vd. 1996). 
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Şekil 2.2  Dondurulmuş çözülmüş sığır oositlerinin kullanımıyla IVF aracılığıyla elde  

     edilen zona pellusidadan çıkmış (hatched) blastosistler 

Vitrifikasyon yöntemi ile dondurma tekniğinin uygulanmasında en önemli amaç olan 

hücre içi buz kristallerinin oluşumunun ve çözündürme sırasında devitrifikasyonun 

önlenmesi amacıyla bazı uygulamaların yapılması gerekmektedir. Vitrifikasyon süreci 

sırasında hücre içerisine geçmiş ve donmuş haldeki koruyucu maddelerin çözdürme 

sırasında hücre içerisinden dışarıya alınması ile hücre içerisinde buz kristallerinin yeniden 

ve daha hızlı şekillenmesi önemli bir risk oluşturmaktadır. Bunu engellemek amacıyla 

çözündürme sırasında, hücre içerisine geçemeyen yüksek molekül ağırlıklı dondan 

koruyucu maddeler kullanılmalıdır. Örneğin, fikol, antifiriz proteinler (Bağış vd. 2005), 

sodyum hyaluronate, rafinoz, sükroz ve trehaloz gibi şekerlerin, çözündürme 

solüsyonlarına uygun konsantrasyonlarda ilave edilmesi gerekmektedir (Palazt vd. 1996, 

Dinnyes vd. 2000, Katkov vd. 2007). Bunların dışında çözdürme sırasında hücre içi buz 

kristallerinin oluşumunu engellemek amacıyla, uygun olan çözdürme hızları 

kullanılmalıdır (Sağırkaya vd. 2004). 

Dünyada vitrifikasyon yöntemi ile dondurma ile ilgili yapılan son çalışmalarda; bir 

hücreli, iki hücreli ve morula fazlarındaki sıçan embriyolarının dondan korunmasında 

camsı yöntem ile dondurma tekniğinin oldukça başarılı olduğu bildirilmiştir. Bu 

çalışmalar çoğunlukla Wistar sıçanları ve değişik genetik yapılara sahip diğer sıçanlarda 

uygulanmıştır (Pfaff vd. 2000). Günümüzde katı yüzey camsı dondurma yöntem ile 

dondurma tekniği çok farklı genetik özelliklere sahip sıçan embriyolarında henüz test 

edilmemiştir (Huang vd. 2005). 
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2.5 Dondurulmuş Embriyoların Çözdürülmesi 

Hücrelerin dondurulmaları ve çözülmeleri sırasında hücre içerisinde oluşan buz 

kristallerinin ve ozmotik dengenin hücreler üzerinde öldürücü etkisinin olduğu 

bilinmektedir. Hücreler üzerindeki bu öldürücü etkiyi ortadan kaldırabilmek veya 

azaltabilmek amacıyla DMSO, gliserol, EG ve sorbitol gibi kriyoprotektan maddelerin 

kullanılmasının yanısıra uygun bir dondurma ve çözme metodunun da izlenmesi 

gerekmektedir (McGann vd. 1991, Doyle 1995). Kriyoprezervasyon sırasında çevresel 

soğumayla oluşan hücresel hasarların çoğuna donma sırasında dehidrasyon, çözdürme 

sırasında da rehidrasyon sebep olmaktadır. Hem dehidrasyon hem de rehidrasyon 

makromolekül ve membranlar üzerinde mekanik stres oluşturmakta ve bunun neticesinde 

de hücresel donma ve çözme hasarlarıyla ilişkili çeşitli sorunlar ortaya çıkmaktadır 

(Auwera 1990, Anchordoguy vd. 1991). 

Hücrelerin kriyoprezervasyonunun yavaş veya hızlı dondurma metodlarıyla yapılması 

hücreler için öldürücü olabilmektedir. Çünkü ekstra ve intraselüller solüsyonda önemli 

değişiklikler dondurma sırasında suyun uzaklaşmasına sebep olduğundan, bu sırada 

meydana gelen ısı transferleri hücrelerin canlılığını önemli ölçüde etkilemektedir. 

Kriyoprezervasyon sonrası hücrelerin çözülmesinde ise mümkün olduğunca hızlı bir 

çözdürme hücre canlılığı açısından son derece önemlidir. Hızlı çözdürme sırasında hücre 

ölümlerinin ve hasarlarının meydana geldiği kritik rekristalizasyon fazı çabuk bir şekilde 

geçildiğinden bu safhada oluşabilecek hücre kaybı veya hasarları minimuma 

indirilebilmektedir (Pedro vd. 2005). 

 

 



  

22 

 

 3. MATERYAL VE YÖNTEM  

Bu çalışmada farklı somatik hücreler ile ko-kültür edilen ve in vitro yöntemle üretilen 

sığır embriyolarının vitrifikasyonla dondurma işlemi yapılmıştır. Mezbahadan temin 

edilen ovaryumlardan dilimleme yöntemiyle oositler toplanıp değerlendirildikten sonra 5 

farklı ortamda,  her birisi de 3 farklı somatik hücre grubu ve kontrol ile beraber; somatik 

hücre içermeyen (HS), Granüloza hücreleri (GH), Kümülüs hücreleri (KH) ve ovidukt 

hücreleri (OH)  kültür edilmiştir. Bu aşamada IVM, IVF ve IVC sonuçları 

değerlendirilerek en iyi ko-kültür sistemi belirlenip çalışmanın sonraki aşamasında 

(vitrifikasyonda) kullanılmıştır.  

3.1 Materyal 

Araştırmanın materyali oostilerin elde edildiği sığır ovaryumları hayvanların ırk, yaş, 

ağırlık ve üreme özelliği dikkate alınmaksızın Çubuk mezbahasında kesilen ineklerden 

toplanmıştır. Kullanılan kimyasal maddeler ve ortamlar Sigma firmasından temin 

edilmiştir.  

3.1.1 Oosit toplama 

Ovaryumlardan elde edilen oositlerin ve üretilen embriyoların kalitesi ve miktarını 

belirlemek amacıyla sığır ovaryumları mezbahadan toplanmıştır. Kesimden hemen sonra 

ovaryumlar normal salin çözeltisi ile iyice yıkanıp, kan ve atıklardan temizlendikten sonra 

500 ml taşıma ortamını içeren kapların içine konulmuştur. Ovaryumlar termos ile A.Ü. 

Ziraat Fakültesi Zootekni Bölümü’ndeki fizyoloji ve üreme biyolojisi laboratuvarına 

aktarılmıştır. Ovaryumlar taşıma ortamı ile yıkandıktan sonra %70 etanol ile temizlenip 

doğrama tekniği (Soto vd. 2003) uygulanmıştır. Bu yöntemde steril cerrahi bıçağı ile 

ovaryumun yüzeyine yüzeysel kesikler açıldıktan hemen sonra ovaryumlar toplama 

ortamında çalkalanarak hafif vuruşlarla Kümülüs Oosit Kompleks (KOK)’ler 200 ml’lik 

beherin içine serbest bıraktırılmıştır. Daha sonra KOK’ler 3-4 kere toplama ortamında 
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yıkandıktan sonra ayrılmıştır. KOK’lerin değerlendirmesi kümülüs hücre yatırımları ve 

ooplazmanın morfolojisine (Raman vd. 2007) dayanarak yapılmıştır.  

3.1.2 İn vitro maturasyon 

Oositler kümülüs-korona kompleksleri değerlendirildikten sonra grup halinde 20 uygun 

KOK mineral yağ altında 100μl TCM-199 temelinde maturasyon ortamında 38,5 °C’de 

%5 O2, %5 CO2’li nemli atmosferli havada 24 saat kültür edilerek mature edilmiştir 

(Gardner vd. 2004, Romaguera vd. 2010). Maturasyon ortamı olarak 4 farklı ortam her 

birisi de somatik hücre içermeyen (HS) ve 3 farklı somatik hücrelerle beraber (GH, KH, 

OH) kültür edilmişlerdir. Bu aşamada, 7 gün öncesinden 3 farklı somatik hücre ortamında 

ayrı ayrı olarak her bir ortamda kültür edilmiştir. 

3.1.3 İn vitro fertilizasyon 

IVF için dondurulmuş semen kullanıldığından dolayı sperm seçme, kesintili perkol 

yoğunluğuyla yapılmıştır (Paramio 2010). Kısaca, iki tabaka halinde hazırlanan Perkolün 

(% 90 ve % 45) üzerine 500 µl çözülmüş sperma boşaltılıp oda sıcaklığında 10 dk 

boyunca 120 x g’de santrifüj edilmiştir (Wolf vd. 2008). Tüpün altında oluşmuş olan 

sperm pelleti, yüzen kısımdan ayrıldıktan sonra SP-TALP(Sperm) eklenerek 5 ml hacme 

tamamlanmıştır. Tekrar 10 dk 50 x g’de santrifüj edilip, üst kısmın tamamen atılmasından 

sonra dipteki pellet ayrılıp sperm yoğunluğu belirlenmiş, her ml IVF ortamı yaklaşık 

olarak 1x106 sperm içerebilecek şekilde IVF ortamıyla sulandırılmıştır (Rosenkrans vd. 

1993). 10-20 olgun oositler IVF ortamında 3 kere yıkanıp, sperm içeren 200 µl 

fertilizasyon ortamında mineral yağ altında, 38.5 ºC sıcaklıkta, % 5 O2, %5 CO2’li 

ortamda 18 saat inkübe edilmiştir (Bavister vd. 1992, Galli vd. 2005). Fertilizasyon 

belirtisi olarak ilk bölünme kullanılmıştır. Fertilizasyondan sonrasındaki varsayımsal 

zigotlar 2 dk süresince H-SOF ortamında vorteks edilerek kümülüs hücrelerinden 

ayrılmıştır. KOK hücreleri ayrılmış olan oositler incelenip kendine ait IVC ortamında üç 

kere yıkanıp morula-blastosist aşamasına (Şekil 3.1) erişince 10 varsayımsal zigot 50 μl 
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IVC ortamında 38,5 °C’de %5 O2, %5 CO2’li nemli atmosferli havada inkübe edilmiştir. 

Tohumlamadan 48 saat sonra her kültür ortamına % 10 fötal buzağı serumu eklenmiştir 

(Pereira vd. 2005, Romaguera vd. 2010). Bu aşamada, 7 gün önceden 3 farklı somatik 

hücre ayrı ayrı olarak her bir ortamda kültür edilmiştir. Kültür sonrası 7.gün iyi kaliteli 

morula safhasındaki embriyolar değerlendirmede kullanılmıştır. Araştırmanın bundan 

sonrasında blastosist aşamasındaki embriyolar toplanıp payetlere aktarılmıştır.  

 
 

Şekil 3.1 Farklı aşamalardaki sığır embriyosu 
a. İki blastomerli zigot, b. ~6-8 blastomere sahip zigot, c. ~16 hücreye sahip embriyo, d. Morula,     

e. Blastosist 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Somatik hücre ayırma ve kültür yöntemleri 

3.2.1.1 Ovidukt epitelyal hücre ayırımı 

Mezbahadan toplanan oviduktlar laboratuvara taşındıktan sonra iyice yıkanıp % 70 alkol 

ile temizlenip çevresindeki dokulardan arındırılmıştır. Şekil 3.2’de gösterildiği gibi 

hazırlanan oviduktlar steril lam aracılığıyla isthmustan infundibuluma doğru hafif bir 

şekilde sürtülerek ovidukt epitelyal hücreleri toplanmıştır (Rexroad vd. 1988). Toplanan 

epitelyal hücreleri 10 ml 38ºC sıcaklıklı kültür ortamı içeren cam beherin içine 

konulmuştur. Daha sonra 38ºC sıcaklıkta olan 10 ml trypsin-EDTA(Etilendiamin tetra 

asetik asit) eklenip karıştırılarak 30-40 dk boyunca 38ºC’de inkübe edilmiştir. Beher 

dibinde doku parçalarının çökmesini sağlamak amacıyla 2-3 dk bekletildikten sonra steril 

pipet aracılığıyla tek hücreleri içeren süpernatant toplanıp 50 ml’lik santrifüj tüpünün 

içine 0.5-1.0 mm deliğe sahip filtreden geçirilerek kan pıhtısı ve doku parçaları 
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ayrılmıştır. Hücreler 250 g’de 5 dk santrifüje edilerek toplanıp tekrar 2 ml ortamda 

süspanse edilmiştir. Süspanse edilen hücreler 4 ml %50 perkol’un üzerine 

yerleştirildikten sonra 20 dk 250 g’de santrifüje edilerek epitelyal hücre yığınları, 

eritrositler ve lökositler ovidukt epitelyal hücrelerinden ayrılmıştır. Son santrifüj işlemi 

de 250 g’de 5 dk boyunca yapıldıktan sonra pellet tekrar süspanse hale getirilmiştir 

(Freshney vd. 2002). Ayırma işlemi bittikten hemen sonra hücre yoğunluğu 

hemositometre ile belirlendikten sonra kültür edilmiştir (Şekil 3.3). 

 

Şekil 3.2 Ovidukt epitelyal hücresinin toplama metodu 

 

Şekil 3.3  Kültüre konulduktan 7 gün sonra inek  ovidukt epitelyal hücrelerinin  faz- 

      kontrast mikroskop ile görüntülenmesi (büyütme x 100)  
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3.2.1.2 Granüloza hücrelerinin ayırımı 

Ovaryum dilimleme yöntemi ile KOK toplanması esnasında toplama kabının yüzey kısmı 

5 dk bekletildikten sonra santrifüj tüpüne aktarılıp 250 g’de 5 dk süreyle santrifüj edilerek 

ayrılmıştır. Elde edilen pellet 38 ºC’de % 0.2 hyaluronidase içeren 5 ml ortama eklenerek 

süspanse edilip, 20-30 dk boyunca 38 ºC’de inkübe edilmiştir. Daha sonra hücreler 250 

g’de santrifüj edilerek toplanıp tekrar 2 ml ortamda süspanse edilip, 4 ml %50 perkol’un 

üzerine yerleştirilip 20 dk 250 g’de santrifüj edilerek granüloza hücreleri ayrılmıştır. Son 

santrifüj işlemi 250 g’de 5 dk boyunca yapılıp, pellete tekrar ortam eklenerek ayırma 

işlemi tamamlanmıştır (Wen vd. 2010). Ayırma işlemi bittikten sonra hemositometre ile 

hücre yoğunluğu belirlenip hücre kültür ortamında hücre yoğunluğu 4x104 hücre/cm2 

olacak şekilde sulandırıldıktan sonra kültür edilmiştir (Şekil 3.4).  

 

Şekil 3.4  Kültür işlemine  konulduktan 2 gün sonra  inek  granüloza   hücrelerinin faz-

     kontrast mikroskop ile görüntülenmesi (büyütme x 100)  

3.2.1.3 Kümülüs hücrelerinin ayırımı 

Kümülüs hücreleriyle sarılan oositler 500 µg/ml hyaluronidase içeren 5 ml 38 ºC’li 

ortama aktarılıp 2-5 dk beklettirildikten sonra vorteks edilmiştir. Oositler ortamdan 

ayrıldıktan sonra kümülüs hücrelerini içeren ortam iki kere 5 dk boyunca 250 g’de 
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santrifüj edilerek yıkanmıştır (Totey vd. 1993). Elde edilen pellet tekrar süspanse hale 

getirildikten sonra hemositometre aracılığıyla hücre yoğunluğu belirlenmiştir. İşlem 

tamamlandıktan sonra tek katman kümülüs hücre elde etmek amacıyla kültür edilmiştir 

(Şekil 3.5). 

 

Şekil 3.5  Kültür  işlemine  konulduktan  7 gün  sonra inek  kümülüs  hücrelerinin faz-

     kontrast mikroskop ile görüntülenmesi (büyütme x 100) 

3.2.1.4 Somatik hücrelerin kültür etme yöntemleri 

Dokudan ayrıldıktan sonra hücreler kültür flaskın içine en az 4x104 hücre/cm2 aktarımıyla 

primer hücre kültür işlemi gerçekleştirilmiştir. Kültür ortamına aktarılan hücreler 38.5 ºC 

sıcaklıkta, % 5 O2, % 5 CO2’li nemli atmosferde inkübe edilmiştir. Kültür ortamının 

yenileme işlemi ilk 24 saat içinde yapılmıştır. Ancak daha sonraki ortam değiştirme 

işlemi ortamın rengine ve hücrelerin durumuna bağlı olarak yapılmıştır. Hücre pasajlama 

işlemi, hücrelerin yoğunluğu % 80-% 90’a eriştiği zaman yapılmıştır (Şekil 3.3-3.5). 

Hücre tek tabakası DPBS ile yıkandıktan sonra hücre tek tabakasını örtecek kadar trypsin-

EDTA (L0940, Biowest) eklenip 38 ºC’de hücrelerin flask tabanından serbestleştiği 

zamana kadar inkübe edilmiştir. Sonraki aşamada uygun miktarda yeni ortam eklenerek 

iyice karıştırıldıktan sonra uygun hücre yoğunluğuna (4 x 104 hücre/cm2) pasaj edilmiştir 

(Freshney vd. 2002).  
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3.3 Embriyoların Vitrifikasyonu 

Kriyoprezervasyon işlemi için zigot ve embriyolar iki adımlı kriyoprotektan ekleme 

yöntemiyle vitrifiye edilmiştir. Bu yöntemde zigot ve embriyolar taşıma ortamından 

(TCM199) 500 µL (Şekil 3.6) vitrifikasyon solüsyon 1’in (VS1) (5 M EG içeren taşıma 

ortamı) içine aktarılıp 3 dk sonra VS2’nin (7 M EG, %18 fikol 70 ve 0.5 M galaktoz 

içeren taşıma ortamı) içine aktarılarak payete doldurma zamanı dahil 45 sn’lik süre 

boyunca bu ortamda tutulmuştur. Zigot ve embriyolar (Şekil 3.6) OPS’a yüklendikten 

sonra sıvı azot (Şekil 3.6) içine daldırılarak dondurulmuştur. Payetler 10 sn oda 

sıcaklığına maruz bırakılarak 20 sn 37ºC su banyosuna daldırılmak suretiyle eritilmiştir. 

Daha sonra 37ºC su banyosundan alınıp kültür ortamının içine yerleştirmeden önce 4 dk 

boyunca oda sıcaklığına tabi tutulmuştur. Çözdürme sonrası zigotlar kendilerine ait olan 

IVC medyumuna aktarılarak blastosist aşamasına kadar inkübe edildikten sonra 

incelenirken, blastosist aşamasında olan embriyolar çözdürmeyi izleyen 24 saat boyunca 

kendilerine ait olan IVC medyumunda inkübe edildikten sonra incelenmişlerdir . 

              

Şekil 3.6 Vitrifikasyon solüsyonları, dondurma payetleri (OPS) ve sıvı azot tankı 

3.4 Oosit, Zigot ve Embriyoları Değerleme 

Toplanan KOK’lerin değerlendirme işlemleri faz kontrast mikroskop altında yapılmıştır. 

Değerlendirmeler, kümülüs-korona hücre yatırımları ve ooplazmanın morfolojisine 

(Raman vd. 2007) dayanarak yapılmıştır. Bu yöntemde KOK’ler beş sınıfa ayrılır (Şekil 

3.7):   
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A sınıfında 5 tam tabakadan fazla kümülüs-ooforus ve kümülüs-korona hücreleri ve ince 

ince granüle edilmiş homojen ooplazmalı KOK’ler yer almaktadır (Şekil 3.7.a). 

B sınıfı ise 3-5 tam tabaka kümülüs-korona hücreleri ve çok iyi bir biçimde granüle 

edilmiş homojen ooplazmalı KOK’leri içerir (Şekil 3.7.b). 

 

Şekil 3.7 Oosit sınıflandırması 

C sınıfı ise 1-2 tam tabakalı kümülüs-korona hücreleri veya 3-5 kısmen kümülüs-korona 

hücre tabakasıyla örtülen ve çok iyi bir biçimde granüle edilmiş homojen ooplazmalı 

KOK’leri içermektedir (Şekil 3.7.c). D sınıfı eksik yatırımlı kümülüs-korona hücreleri 

olan oositleri ve çok iyi bir biçimde granüle edilmiş homojen ooplazmaya sahip oositleri 

içermektedir (Şekil 3.7.d). E sınıfı kötü oositleri içermektedir (Şekil 3.7.e). 

3.4.1 Ayrımcı nükleer boyama yöntemi 

 Embriyolarda toplam blastomerlerin sayısı ve (İç Hücre Kümesi:Trofekdoderm Hücresi) 

İHK/TH oranını belirlemek amacıyla ayrımcı nükleer boyama yöntemi kullanılmıştır 

(Gardner vd. 2004).  

Materyal ve solüsyonlar: 

 PBS/PVP solüsyonu: PBS solüsyonunda 1 mg/mL PVP’nın (P0930) eklenmesi. 

 Propidium Iodide (PI solüsyonu):  %0.5 Triton X-100 (T8787) içeren PBS/PVP 

solüsyonu içine 100 μg/mL PI’nın (P4170) eklenmesi. 
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 Hoechst 33340 (H solüsyonu): %0.5 Triton X-100 içeren PBS/PVP solüsyonu içine 

100 μg/mL Hoechst 33340’nın (14533) eklenmesi. 

Dört kuyucuklu tablanın birinci kuyucuğunun içine 500 μl H solüsyonu (1 μg/mL Hoechst 

33342 (14533) floresan boyası % 4 paraformaldehid içeren PBS/PVP solüsyonunda) 

yerleştirilmiştir. İki, üç ve dördüncü kuyucukların içi sırasıyla, 500 μl PI solüsyonu (% 

0.5 Triton X-100 (T8787) PBS/PVP solüsyonunda), PI solüsyonu (PBS/PVP 

solüsyonunda 100 μg/mL Propidium iodide (P4170) ) ve 1 mg/mL PVP (P0930) içeren 

PBS ile doldurulmuştur. Boyama işlemi başlamadan 5-10 dk önce dört kuyusu dolmuş 

olan tabla 39 °C’ye kadar ısıtılmıştır. Daha sonra 4-5 blastosist mümkün olduğu ölçüde 

az ortam ile kültür ortamından alınıp yıkandıktan sonra PI solüsyonu içeren kuyucuğun 

içine 30 dk süresince yerleştirilmiştir. PI solüsyonunun içinde inkübe edildikten sonra, 

embriyolar PBS/PVP içeren dördüncü kuyucuğun içinde yıkanıp T solüsyonu içeren 

kuyucuğun içine yerleştirilip bir dakika oda sıcaklığında inkübe edilmişlerdir. Embriyolar 

İnkübasyondan sonra PBS ile yıkanıp 35-40 sn PI solüsyonu içeren kuyucuğun içinde 

yerleştirildikten sonra tekrar PBS’de yıkanmıştır. Son olarak embriyolar az miktarlarda 

gliserin solüsyonunun içinde mikroskop lamı üzerine aktarılıp lamel sabitlenmişlerdir. 

Embriyolar kısa zaman içinde floresan ataçmanlı Leica DM LED mikroskobu (Şekil 3.9) 

altında A4 (360-470 nm) ve N2.1 (515-590 nm) filtreleriyle incelenmiştir. Bütün 

hücrelerin çekirdeği hoechst ile boyanırken (Şekil 3.8 a) trofektoderm hücrelerin 

çekirdeği ise kırmızı ile boyanmaktadır (Şekil 3.8 b). Mikroskop kamerasıyla fotoğraflar 

çekildikten sonra Image J programı ile hücre sayımı gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.8 c, d). 
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Şekil 3.8 Ayrımcı boyama tekniği ile embriyo hücrelerinin boyanarak ayrılması 

 
a. Hoechst ile bütün hücreler mavi olarak boyanmaktadır, b. PI boyası ile kırmızı boyanan trofektoderm 

hücreleri, c . d. Image J programının görüntüsü (büyütme 400x). 
 

 

 

Şekil 3.9 Floresan ataçmanlı Leica DM LED mikroskobu 

3.4.2 TUNEL metoduyla apoptozisin belirlenmesi 

Embriyolar kültür ortamından alınıp PBS/PVP’de üç kere yıkandıktan sonra oda 

sıcaklığında 1-2 saat süresince %3.7 paraformaldehid/PBS’te sabitleştirilmiştir. 

Sabitleştirildikten sonra embriyolar PBS/PVP’te 2 kere yıkanıp oda sıcaklığında % 0.5 

Triton X-100/PBS’te 1 saat süresince inkübe edilip daha sonra 2 kere PBS/PVP'te 

yıkanmıştır. 3-5 embriyo TUNEL etiketleme işleminden önce 37ºC’de 20 dk süresince 

DNase’da (D5025) inkübe edilerek pozitif kontrol grubunu oluşturmuştur. Embriyolar 

10-15 μl dUTP-FITC (FERR0101) etiketleme karışımında 10 dk oda sıcaklığı ve 
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karanlıkta inkübe edilerek ön-inkübasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Daha sonra 

embriyolar 10-15 μl TUNEL etiketleme karışımı oluşturan dUTP-FITC (dUTP ile 

birleşmiş fluorescein isothiocyanate) ve TdT (terminal deoxynucleotidyl transferaz) 

karanlıkta 1 saat/37 ºC’de inkübe edilmiştir (TdT buz üzerinde tutularak 1:9 oranıyla 

TUNEL karışımına eklenir). 3-5 embriyo TUNEL yerine TdT içermeyen etiketleme 

karışımında inkübe edilerek negatif kontrol grubunu oluşturmuştur. Daha sonra 

embriyolar iki kere PBS/PVP solüsyonunda yıkanmıştır. İşlemin devamında embriyolar 

Hoechst 33342 solüsyonunda 1 saat süresince oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 

mikroskop lamı üzerine aktarılıp antifade ile monte edilerek hemen floresan ataçmanlı 

Leica DM LED mikroskobu altında A4 (360-470 nm) ve I3 (450-515 nm) filtreleriyle 

incelenmiştir. Elde edilen maturasyon, bölünme, embriyo oluşumu, İHK hücre sayısı, TH 

sayısı, İHK:TH oranı ve apoptozis verileri tek yönlü varyans analizi ile 

değerlendirilmiştir. İstatistik analizinden önce veriler normal dağılım testi olan Shapiro 

w-test ile denenip gerektiğinde yüzde verileri için data transformasyonu yapılmıştır. 

Ortalamaların kıyaslanması Duncan testi ile yapılmıştır (p<0.05). İstatistik analizler R 

programıyla yapılıp Duncan testi ise R paketi olan Agricolae ile gerçekleştirilmiştir  

(Seefeld vd. 2007, De Mendiburu 2014). Bütün hücrelerin çekirdeği mavi boyanmıştır 

(Şekil 3.10.a) ancak apoptotik hücrelerin çekirdeği ise yeşil boya ile işaretlenmiştir (Şekil 

3.10.b). Kamera donanımlı Leica DM LED mikroskobu ile fotoğraflar çekildikten sonra 

Image J programı ile hücre sayımı gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.8.c, d). 
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Şekil 3.10 TUNEL etiketleme metodu ile apoptozis hücrelerin belirlemesi 

a. Hoechst ile bütün hücrelerin çekirdeği mavi görünmektedir, b. Apoptozise uğrayan hücreler FITC 

boyasıyla boyanarak yeşil görüntülenmektedir (büyütme 400x).                     

                   

     

Şekil 3.11  Embriyo görüntüleri 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI  

Çalışmada her bir gruba ait elde edilen sonuçların istatistiksel analizinde ki-kare (%) testi 

kullanıldı. Aspirasyon yöntemi ile 1632 adet oosit elde edilmesine karşın 1290 adet oosit 

in vitro kültürde kullanılmıştır (%79,04). Fertilize edilen oositlerin 48. saatte 865 adedi 

bölünme gösterirken, bu oran %67,05 olarak saptandı (865/1290). Bölünme gösteren 

embriyoların 7 günlük kültür sonunda erken blastosist-blastosiste ulaşma oranı %34,91 

(302/865) bulundu. Erken blastosist-blastosist aşamasındaki 254 adet embriyo 4 gruba 

ayrılarak donduruldu ve çözdürme sonrası, genişlemiş ve zonasından ayrılan 

embriyoların gelişimleri 48 saat süreyle gözlemlendi (Çizelge 4.1). 

Çizelge 4.1  Farklı somatik hücrelerde üretilerek vitrifiye edilen genişlemiş ve zonasından 

ayrılan embriyoların çözdürme sonrası gelişimleri.  

 Gruplar  Dondurulan 

Embriyo 

Sayısı  

Çözdürme Sonrası Gelişim (48 

saat)  

Grup 1(Ovidukt hücresi)  67  35 (%52,2)
c

*  
Grup 2(Granüloza hücresi)  64  29 (%45,3)

c 

 
Grup 3 (Kümülüs hücresi)  63  14 (%22,2)

b 

 
Grup 4 (Hücresiz)  60  3 (%5,0)

a* 

 
   a , b , c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemlidir (P<0,01).  

  *:P<0,001 

Oositlerde in vitro fertilizasyon sonrası bölünme oranı %67,05, erken blastosist-

blastosiste ulaşma oranı ise %34,91 saptanmıştır. Bulunan bu blastosiste ulaşma oranları 

dünyadaki diğer sonuçlarla hemen hemen aynıdır (Enright vd.  2000). Vitrifikasyon 

yöntemi ile dondurulan embriyoların çözdürme sonrası 48. saatteki gelişim oranlarında 

en iyi sonuç %52,2 ile Grup 1 de saptanırken, bunu %45,3 ile Grup 2 takip etmiştir. Grup 

3 ise %22,2 olarak bulunmuştur. Bulunan bu değerler Lim vd. (2008) bulduğu sonuçlarla 

paralellik göstermektedir. Ancak her ne kadar çözdürme sonrası embriyo gelişimi %52,2 

bulunsa da bu oran in vivo yöntem ile elde edilen dondurulup çözdürülmüş embriyoların 

gelişim oranlarına göre daha düşüktür; bu da beklenen bir sonuçtur (Ohboshi vd. 1997, 

Sommerfeld vd 1999, Enright vd 2000). Çözdürme sonrası en kötü gelişim ise % 5 ile 
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Grup 4'te saptanmıştır. Grup 4 için bu değer, Grup 1 ile karşılaştırıldığında P<0,001 

düzeyinde önemli bulunmuştur. Embriyoların dondurulması ve çözdürülmesi sırasında da 

embriyolarda kısmen ya da tamamen dejenerasyonlar meydana gelmektedir. Ancak 

birçok memeli türünde in vitro olarak üretilen embriyolar blastosist aşamasına ulaşmasına 

rağmen, elde edilen embriyolar kalite ve sayı açısından yeterli değildir (Bavister 2000). 

Kriyoprezervasyon çalışmalarında çok çeşitli ve değişik konsantrasyonlarda ve sıklıkla 

birbiriyle çeşitli kombinasyonlarda kriyoprotektanlar kullanılmaktadır (Lim vd. 2008). 

Embriyo dondurma çalışmalarında, geniş ölçüde tanımlanmamış proteinleri içeren BSA 

ve serum gibi maddeler dondurma solüsyonlarına eklenmektedir (Ali vd. 1993, Cho vd. 

2002, Lim vd. 2008). Biyolojik proteinler embriyo dondurulmasında faydalı rol 

üstlenseler de in vitro embriyo üretiminde kullanılan bu proteinler iri buzağı sendromu 

sıklığını arttırırlar (Young vd. 1998, Lim vd. 2008). Aynı zamanda payet içindeki 

vitrifikasyon solüsyonunun hacmi hızlı dondurma yönteminde önem taşımaktadır (Papis 

vd. 2000, Isachenko vd. 2003). Kriyoprotektif maddeler her ne kadar hücre içi sıvının 

dışarı akmasını sağlayarak donma sırasında, küçük ve çok sayıda buz kristallerininin 

oluşmasını sağlasa da, toksik etkilerinden dolayı embriyolarla uzun süre muamele 

edilmemelidir. Kriyoprotektanlara bağlı olarak hücre membranında ve lipid yapısında 

meydana gelen değişiklikler nedeniyle, çözdürme sonrasında, hücrede hızlı şişme ve 

suyun tekrar hücre içine girmesi sonucu embriyolar gelişimlerine devam 

edememektedirler (Lim vd. 2008).  

4.1 Üretilen Embriyoların Sayısı ve Kalitesi Üzerine Farklı Somatik Hücrelerle   

   Beraber Kültüre Koymanın Etkisi 

KOK maturasyon üzerine ko-kültür sisteminde kullanılan somatik hücrelerin etkisi 

çizelge 4.2’de gösterilmektedir. Elde edilen sonuçlara göre A kategorili KOK’lerin 

maturasyon üzerine muamelelerin etkisi istatistik olarak önemli bulunmuştur (p<0.001). 

Muameleler arasında ovidukt hücreleri ile beraber kültür edilen KOK’lerde en çok A sınıf 

maturasyon görülürken granüloza hücresi ile kültür edilen KOK’lerde en düşük seviyede 

olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.1).  
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Çizelge 4.2 IVM ve IVF ortamlarında kullanılan farklı somatik hücre gruplarında 

gözlemlenen sonuçlar 

IVM ortamı IVF 

ortamı 

N Kategori % 

A  B  C  

Kümülüs Hüc. K 80 83.16 6.51 10.33 

G 80 59.81 13.83 26.36 

O 80 79.92 8.42 11.66 

HS 80 77.01 12.15 10.84 

Ovidukt Hüc. K 80 77.52 12.67 9.81 

G 80 67.72 6.71 25.57 

O 80 89.19 5.1 5.71 

HS 80 74.36 11.23 15.07 

Hücresiz  K 80 78.99 8.00 13.01 

G 80 65.53 19.94 14.53 

O 80 75.31 17.71 6.98 

HS 80 76.58 11.10 12.32 

Granüloza Hüc. K 80 74.57 6.27 19.54 

G 80 54.04 13.53 32.43 

O 80 71.23 2.27 26.50 

HS 80 73.83 11.29 14.88 

 

Şekil 4.1 KOK’lerin maturasyonu üzerine farklı somatik hücrelerinin etkisi 

Fertilizasyon üzerine farklı somatik hücrelerin etkisini belirlemek amacıyla yapılan 

incelemelerde çizelge 4.3’de gösterildiği gibi IVM ortamı granolusa hücresi, IVF ortamı 

granolusa hücresi ve IVC1 ortamı ovidukt hücresi ve taze hücrede ko-kültür edilen 

KOK’lerin blastosist oranı diğer muamelelerden daha yüksek (87.50±25.00a) bulunurken; 

IVM granolusa hücresi ortamı, IVF hücresiz (HS) ortamı ve IVC1 ortamı hücresiz ve 
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dondurulmuş olan muamelede ise en düşük (5.00±10.00 h) seviyede olduğu belirlenmiştir. 

Çizelge 4.3’te NS ile kısaltılarak gösterilen sütunlardaki değerler arasındaki ilişki önemli 

değildir.  

4.2 İH, TH, Toplam Hücre Sayıları ve İHK/TH Oranı 

Çizelge 4.3’de de görüldüğü gibi İH sayısı granüloza ortamında ovidukt hücreleri ile 

beraber kültür edilen blastosistlerde en çok olurken somatik hücre içermeyen ortamda 

kültür edilen embriyolarda en az olarak bulunmuştur (P<0.01). En fazla İHK sayısı IVM 

ortamı+ IVF + IVC1 (kümülüs+ovidukt+ovidukt) hücresinin bulunduğu ortamda 

dondurulmuş  olarak yapılanda (33.33±1.16a) görülürken; İHK sayısının  IVM ortamı+ 

IVF + IVC1 (kümülüs+ovidukt+hücresiz) taze olarak bulunduğu ortamında 

(18.00±1.42o)  en düşük değer saptanmıştır. Muamelelerin etkisi TH sayısı üzerine etkili 

bulunmuştur (p<0.001). Çizelge 4.3’de belirlendiği gibi en çok TH sayısı IVM 

ortamı+IVF+IVC1 (ovidukt+ovidukt+ovidukt) hücresinin bulunduğu ortamda taze 

olarak yapılanda (100.25±2.06a) olurken; TH sayısı IVM ortamı+IVF+ IVC1 

(kümülüs+hücresiz+hücresiz) dondurulmuş olarak bulunduğu ortamda  (39.00±10.50o) 

en az TH sayısı bulunmuştur. Ortam ve somatik hücre faktörleri ayrı ayrı olarak 

incelendiğinde ortaya çıkan farklılıklar istatistiksel olarak önemli bulunmuştur(p<0.001).  

4.3 Apoptozis 

T test sonuçları ve toplam kıyaslama sonuçları çizelge 4.3’de belirtildiği gibi IVM 

ortamı+ IVF + IVC1 (kümülüs+hücresiz+hücresiz) dondurulmuş olarak bulunan ortamda 

en çok (33.00±2.82a) apoptozise neden olurken, IVM ortamı+ IVF + IVC1 (ovidukt + 

ovidukt + ovidukt+ taze olarak) hücresi ile beraber kültür edilen embriyolarda en düşük 

(9.25±1.26y) olarak bulunmuştur (p<0.001). 
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Çizelge 4.3 Embriyo oluşumu ve  kalitesi üzerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisi  

IVM  IVF IVC1 IVC2 Blastosist % T 
test 

İç Hücre Kitlesi  T 
test 

Trofekdoderm  T 
test 

Toplam Hücre Sayısı T 
test 

Apoptozis % T 
test 

HS 

Hücresiz 

HS Taze 55.00±52.60abcdefgh 0.005  20.00±1.73mno ns 54.33±1.16efghijklmno 0.029 74.33±0.5hijklmnopq 0.024 28.33±1.15 abcdef ns 

Don. 30.00±24.50bcdefgh 21.67±2.31jklmno 40.33±7.51 no 62.00±5.12pq 31.00±173 abc 

Küm. Taze 18.75±23.93cdefgh ns 22.00±2.83hijklmno . 51.00±29.70hijklmno ns 73.00±32.53ijklmnopq . 23.00±1.41 abcdefghijklmn ns 

Don. 18.75±23.93cdefgh 24.50±0.71abcdefghijklmno 51.50±13.44ghijklmno 76.00±12.73ghijklmnopq 27.67±1.53 abcdefg 

Gran. Taze 18.75±23.93cdefgh ns 24.00±2.83cdefghijklmno . 71.50±7.79 abcdefghijklmno . 95.00±4.95abcdefghijklmnopq . 21.00±2.83abcdefghijklmnopq . 

Don. 18.75±23.93cdefgh 19.50±2.12mno 47.50±7.79jklmno 67.00±5.66mnopq 25.50±2.12 abcdefghijk 

Ovid. Taze 25.00±22.36cdefgh ns 24.50±4.36abcdefghijklmno ns 70.25±15.89abcdefghijklmno ns 94.75±19.96abcdefghijklmnopq ns 20.25±3.7 abcdefghijklmnopqx ns 

Don. 41.67±11.78abcdefgh 25.00±2.83abcdefghijklmno 64.50±12.02abcdefghijklmno 89.50±14.85abcdefghijklmnopq 21.50±3.54 abcdefghijklmno 

Kümülüs 
hücresi 

HS Taze 15.28±17.01efgh ns 21.33±3.52klmno . 52.00±9.17ghijklmno . 73.33±12.66 ijklmnopq . 25.33±1.53 abcdefghijkl ns 

Don. 16.67±23.57defgh 25.00±0.00abcdefghijklmno 62.00±0.00 abcdefghijklmno 87.00±12.93 cdefghijklmnopq 26.00±2.83 abcdefghijkl 

Küm. Taze 54.17±24.58abcdefgh ns 25.33±1.97abcdefghijklmno ns 67.00±7.69 abcdefghijklmno ns 92.33±0.31 abcdefghijklmnopq ns 25.00±4.00 abcdefghijklm ns 

Don. 52.08±33.59abcdefgh 25.00±2.83abcdefghijklmno 54.50±13.43efghijklmno 79.50±16.26 efghijklmnopq 29.00±3.85 abcde 

Gran. Taze 41.67±20.41abcdefgh ns 24.50±3.32abcdefghijklmno ns 74.75±3.44 abcdefghijklmno 0.026 99.25±6.07 abcdefghijklmnopq ns 22.00±2.31 abcdefghijklmn 0.05 

Don. 31.25±12.50abcdefgh 26.25±1.50abcdefghijklmno 62.75±7.50 abcdefghijklmno 89.00±6.00 abcdefghijklmnopq 27.00±1.41 abcdefghij 

Ovid. Taze 62.50±43.30abcdefg ns 27.25±3.78abcdefghijklmn ns 85.00±6.00abcdefghij ns 112.25±9.61 abcdefghijkl ns 16.25±2.99jklmnopqxy ns 

Don. 47.50±37.75abcdefgh 28.00±2.83abcdefghijklmn 74.75±7.85 abcdefghijklmno 102.75±10.60abcdefghijklmnop 21.00±2.82abcdefghijklmnopq 

Granolusa 

hücresi 

HS Taze 33.33±23.57abcdefgh ns 20.33±2.31lmno ns 63.67±10.79abcdefghijklmno ns 84.00±13.08 defghijklmnopq ns 23.33±3.06 abcdefghijklmn ns 

Don. 45.83±8.33 abcdefgh 21.00±2.16lmno 50.25±8.62hijklmno 71.25±10.08 jklmnopq 28.00±1.63 abcdefg 

Küm. Taze 41.67±31.91abcdefgh ns 24.33±2.89bcdefghijklmno ns 67.00±8.66 abcdefghijklmno ns 91.33±10.41 abcdefghijklmnopq ns 21.00±1.73abcdefghijklmnopq ns 

Don. 25.00±16.67cdefgh 23.33±1.53efghijklmno 56.33±12.70defghijklmno 79.67±14.15 efghijklmnopq 28.33±4.51 abcdef 

Gran. Taze 50.00±40.82abcdefgh ns 24.67±1.16abcdefghijklmno ns 73.00±1.73 abcdefghijklmno ns 97.67±2.52 abcdefghijklmnopq ns 21.67±2.08 abcdefghijklmn ns 

Don. 68.75±37.00abcdef 26.25±0.96abcdefghijklmno 63.75±8.10 abcdefghijklmno 90.00±8.12 abcdefghijklmnopq 27.00±2.45 abcdefghij 

Ovid. Taze 54.17±8.33 abcdefgh ns 27.50±3.32abcdefghijklmn ns 91.50±5.00abcdef ns 119.00±8.12 abcdefgh ns 15.50±0.58lmnopqxy ns 

Don. 29.17±20.97bcdefgh 25.33±4.04abcdefghijklmno 61.33±10.97bcdefghijklmno 86.67±15.01 defghijklmnopq 21.25±2.87 abcdefghijklmnop 

Ovidukt 

hücresi 

HS Taze 27.08±20.83bcdefgh ns 23.67±1.53defghijklmno ns 64.33±9.07 abcdefghijklmno ns 88.00±10.00 cdefghijklmnopq ns 23.33±2.08 abcdefghijklmn ns 

Don. 27.08±20.83bcdefgh 22.00±3.00hijklmno 49.33±11.01ijklmno 71.33±13.58 jklmnopq 27.67±1.15 abcdefg 

Küm. Taze 45.83±8.33 abcdefgh ns 25.75±0.96abcdefghijklmno ns 80.75±8.18abcdefghijklm ns 106.50±8.35 abcdefghijklmnop ns 18.75±5.68defghijklmnopqxy ns 

Don. 45.83±8.33 abcdefgh 25.75±1.26abcdefghijklmno 63.25±17.1 abcdefghijklmno 89.00±18.00 abcdefghijklmnopq 25.75±7.41 abcdefghijkl 

Gran. Taze 45.83±8.33 abcdefgh ns 22.00±3.56hijklmno 0.003 74.50±10.6abcdefghijklmno ns 96.50±14.15 abcdefghijklmnopq ns 20.00±3.56 cdefghijklmnopqx ns 

Don. 45.83±8.33 abcdefgh 23.75±1.00defghijklmno 58.00±8.72defghijklmno 81.75±9.67 defghijklmnopq 25.75±2.36 abcdefghijkl 

Ovid. Taze 54.17±8.33 abcdefgh ns 30.00±2.40 abcdefghijk ns 95.25±8.62abcd ns 125.25±10.87 abcd ns 10.50±3.00qxy ns 

Don. 22.50±2.89cdefgh 29.25±3.95 abcdefghijkl 81.00±9.24abcdefghijklm 110.25±13.05 abcdefghijklmn 17.25±2.36ghijklmnopqxy 

P değeri 0.05  0.001  0.001  0.001  0.001  
   a , b , c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemlidir (P<0,01). *:P<0,001                                    

ns:Önemli değil. 
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Çizelge 4.3 Embriyo oluşumu ve  kalitesi üzerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisinin devamı 

IVM  IVF IVC1 IVC2 Blastosist % T 
test 

İç Hücre Kitlesi  T 
test 

Trofekdoderm  T 
test 

Toplam Hücre Sayısı T 
test 

Apoptozis % T 
test 

K 

Hücresiz 

HS Taze 58.33±50.00abcdefgh 0.01 22.67±1.15efghijklmno ns 53.00±11.53fghijklmno Ns 75.67±10.60hijklmnopq ns 29.67±4.73 abcd ns 

Don. 8.33±16.67gh 21.00±1.25lmno 39.00±10.50o 60.00±11.67 pq 33.00±2.82 a 

Küm. Taze 33.33±43.64abcdefgh ns 27.00±0.00abcdefghijklmn ns 76.00±11.31abcdefghijklmno Ns 103.00±11.31abcdefghijklmnop ns 22.50±0.71abcdefghijklmn ns 

Don. 45.83±41.67abcdefgh 25.00±1.00abcdefghijklmno 61.00±5.57bcdefghijklmno 86.00±6.56 defghijklmnopq 27.33±0.58 abcdefgh 

Gran. Taze 56.25±51.54abcdefgh ns 22.33±4.16fghijklmno ns 69.67±2.08 abcdefghijklmno 0.05 92.00±2.65abcdefghijklmnopq 0.03 24.67±2.52 abcdefghijklm ns 

Don. 31.25±47.32abcdefgh 23.50±2.12efghijklmno 56.50±4.95defghijklmno 80.00±7.07 efghijklmnopq 29.00±2.83 abcde 

Ovid. Taze 68.75±23.94abcdef ns 28.50±1.30abcdefghijklm ns 74.50±14.82abcdefghijklmno Ns 103.00±13.88abcdefghijklmnop ns 16.50±4.20ijklmnopqxy ns 

Don. 31.25±23.94abcdefgh 27.33±0.58abcdefghijklmn 56.67±7.64defghijklmno 84.00±8.18 defghijklmnopq 22.33±3.06abcdefghijklmn 

Kümülüs 

hücresi 

HS Taze 18.75±23.94 cdefgh ns 19.00±0.00 no . 52.00±0.00ghijklmno . 71.00±0.00 jklmnopq . 25.50±0.70 abcdefghijkl . 

Don. 18.75±23.94 cdefgh 19.50±3.54mno 42.50±3.54lmno 62.005.19 pq 31.50±3.53 ab 

Küm. Taze 54.17±15.96abcdefgh ns 23.25±1.26efghijklmno ns 73.75±7.54 abcdefghijklmno Ns 97.00±8.12 abcdefghijklmnopq ns 20.25±3.20cdefghijklmnopqx ns 

Don. 37.50±8.33 abcdefgh 24.25±2.22bcdefghijklmno 58.50±10.34defghijklmno 82.75±12.50 defghijklmnopq 24.75±3.20 abcdefghijklm 

Gran. Taze 31.25±23.94abcdefgh ns 26.33±2.31abcdefghijklmno ns 82.67±0.58abcdefghijk 0.04 109.00±1.73 abcdefghijklmn ns 23.67±0.58 abcdefghijklmn 0.03 

Don. 31.25±23.94abcdefgh 26.33±2.22abcdefghijklmno 71.33±2.31 abcdefghijklmno 97.67±1.16 abcdefghijklmnopq 30.33±4.62 abc 

Ovid. Taze 62.50±8.33abcdefg ns 26.33±2.30abcdefghijklmno ns 93.00±7.67abcde Ns 124.25±7.54 abcde ns 16.00±2.83klmnopqxy ns 

Don. 33.33±27.22abcdefgh 26.33±1.15abcdefghijklmno 68.67±15.01abcdefghijklmno 99.33±17.90 abcdefghijklmnopq 21.00±1.73abcdefghijklmnopq 

Granolusa 

hücresi 

HS Taze 33.33±47.14abcdefgh ns 22.50±3.54fghijklmno . 76.50±0.71 abcdefghijklmno . 99.00±2.83 abcdefghijklmnopq . 23.33±4.04 abcdefghijklmn ns 

Don. 33.33±47.14abcdefgh 22.00±0.00hijklmno 68.50±4.95 abcdefghijklmno 90.50±4.95 abcdefghijklmnopq 25.50±6.37 abcdefghijkl 

Küm. Taze 62.50±25.00abcdefg ns 24.50±4.04abcdefghijklmno ns 69.25±16.19abcdefghijklmno Ns 93.75±20.01 abcdefghijklmnopq ns 23.00±4.24 abcdefghijklmn ns 

Don. 12.50±14.43fgh 28.00±1.41abcdefghijklmn 68.50±13.44abcdefghijklmno 96.50±12.01 abcdefghijklmnopq 21.00±2.83abcdefghijklmnopq 

Gran. Taze 54.17±31.55abcdefgh ns 25.25±2.63abcdefghijklmno ns 72.00±7.07 abcdefghijklmno Ns 97.25±9.50 abcdefghijklmnopq ns 25.00±2.83 abcdefghijklm ns 

Don. 54.17±31.55abcdefgh 21.75±3.20 ijklmno 65.50±9.95 abcdefghijklmno 87.25±10.59 cdefghijklmnopq 23.00±5.23 abcdefghijklmn 

Ovid. Taze 72.92±20.83abcd ns 29.25±1.71 abcdefghijkl ns 87.50±7.85abcdefghi Ns 116.75±8.99 abcdefghi ns 15.75±2.63lmnopqxy ns 

Don. 44.58±37.35abcdefgh 28.00±2.45abcdefghijklmn 68.50±9.95 abcdefghijklmno 96.50±11.90 abcdefghijklmnopq 21.00±3.92abcdefghijklmnopq 

Ovidukt 

hücresi 

HS Taze 20.83±25.00 cdefgh ns 18.00±1.42 o . 48.00±5.66jklmno . 66.00±4.24 nopq . 25.00±1.42 abcdefghijklm . 

Don. 16.67±19.25defgh 21.50±0.8 jklmno 44.50±4.95klmno 66.003.46 nopq 28.50±0.71 abcdef 

Küm. Taze 58.33±9.62 abcdefgh ns 25.50±3.32abcdefghijklmno ns 74.00±5.03 abcdefghijklmno Ns 99.50±6.76 abcdefghijklmnopq ns 17.50±1.00fghijklmnopqxy ns 

Don. 45.83±8.33 abcdefgh 24.00±2.31cdefghijklmno 62.25±12.26abcdefghijklmno 86.25±13.05 defghijklmnopq 22.00±3.37 abcdefghijklmn 

Gran. Taze 75.00±28.87abc ns 24.25±0.50bcdefghijklmno 0.03 68.25±4.50abcdefghijklmno Ns 92.50±4.12 abcdefghijklmnopq 0.03 25.50±2.51 abcdefghijkl ns 

Don. 43.75±42.70abcdefgh 21.25±14.29klmno 58.00±40.03defghijklmno 105.67±15.01abcdefghijklmnop 25.67±2.31 abcdefghijkl 

Ovid. Taze 58.33±31.91abcdefgh ns 33.00±1.63ab ns 98.25±6.19abc Ns 131.25±6.08 abc ns 9.75±1.50 xy ns 

Don. 20.83±15.96 cdefgh 33.33±1.16 a 82.33±5.77abcdefghijk 115.67±4.62 abcdefghij 16.00±0.82klmnopqxy 

P değeri 0.05  0.001  0.001  0.001  0.001  
a , b , c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemlidir (P<0,01). *:P<0,001                                                       
ns:Önemli değil. 
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Çizelge 4.3 Embriyo oluşumu ve  kalitesi üzerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisinin devamı 

IVM  IVF IVC1 IVC2 Blastosist % T test İç Hücre Kitlesi  T 

test 

Trofekdoderm  T test Toplam Hücre Sayısı T test Apoptozis % T test 

Gra. 

Hücresiz 

HS Taze 56.25±51.54abcdefgh 0.001 23.67±1.53defghijklmno . 70.00±6.08 abcdefghijklmno . 93.67±6.43abcdefghijklmnopq . 24.33±4.16abcdefghijklmn ns 

Don. 5.00±10.00 h 28.00±3.43abcdefghijklmn 68.00±0.00 abcdefghijklmno 96.00±5.28abcdefghijklmnopq 29.50±0.71 abcd 

Küm. Taze 33.33±47.14abcdefgh ns 21.50±0.70jklmno ns 69.00±4.24 abcdefghijklmno Ns 90.50±4.95abcdefghijklmnopq ns 21.50±2.12abcdefghijklmno ns 

Don. 43.75±42.70abcdefgh 22.67±1.53efghijklmno 57.33±6.03defghijklmno 80.00±4.58defghijklmnopq 28.33±2.52 abcdef 

Gran. Taze 50.00±57.74abcdefgh ns 19.00±0.00 no 0.05 68.00±6.33 abcdefghijklmno 0.05 87.00±0.00 cdefghijklmnopq 0.05 24.00±0.00 abcdefghijklmn 0.05 

Don. 62.50±47.87abcdefg 20.00±1.73 mno 51.33±9.24hijklmno 71.33±7.51jklmnopq 28.00±1.73 abcdefg 

Ovid. Taze 50.00±40.83abcdefgh ns 24.67±1.16abcdefghijklmno ns 73.00±8.66 abcdefghijklmno Ns 97.67±9.82abcdefghijklmnopq ns 18.33±6.35efghijklmnopqxy ns 

Don. 50.00±33.33abcdefgh 24.50±3.32abcdefghijklmno 61.50±6.40 abcdefghijklmno 86.00±7.07 defghijklmnopq 22.00±6.27 abcdefghijklmn 

Kümülüs 

hücresi 

HS Taze 58.33±50.00abcdefgh 0.01 20.33±1.53mno . 62.67±1.16 abcdefghijklmno . 83.00±2.64 defghijklmnopq . 25.67±1.15 abcdefghijk 0.00 

Don. 8.33±16.67gh 21.00±3.21 lmno 61.00±0.00bcdefghijklmno 82.00±2.22 defghijklmnopq 30.00±5.66 abc 

Küm. Taze 72.92±35.60abcde ns 22.25±2.87ghijklmno ns 72.75±14.62abcdefghijklmno Ns 95.00±17.45abcdefghijklmnopq ns 18.75±0.50defghijklmnopqxy 0.00 

Don. 64.58±41.04abcdefg 24.75±3.78abcdefghijklmno 67.00±17.15abcdefghijklmno 91.75±20.84abcdefghijklmnopq 21.25±2.6 abcdefghijklmnop 

Gran. Taze 68.75±23.94abcdef ns 27.50±1.73 abcdefghijklmn ns 68.00±10.42abcdefghijklmno 0.03 95.50±8.70 abcdefghijklmnopq ns 22.25±2.87 abcdefghijklmn ns 

Don. 43.75±42.70abcdefgh 24.67±2.89abcdefghijklmno 55.00±6.93efghijklmno 79.67±9.82 efghijklmnopq 26.67±1.15 abcdefghijk 

Ovid. Taze 83.33±19.25ab 0.01 26.50±0.58abcdefghijklmno 0.00 90.50±6.76abcdefg Ns 117.00±6.93 abcdefghi ns 10.75±3.20pqxy 0.00 

Don. 39.58±12.50abcdefgh 29.25±2.06 abcdefghijkl 78.75±5.32 abcdefghijklmno 108.00±7.35abcdefghijklmno 18.50±1.00efghijklmnopqxy 

Granolusa 

hücresi 

HS Taze 62.50±47.87abcdefg ns 20.00±1.75 mno ns 73.00±17.32abcdefghijklmno Ns 93.00±15.59abcdefghijklmnopq ns 25.00±1.73 abcdefghijklm ns 

Don. 75.00±28.87abc 21.75±2.06ijklmno 57.00±13.95defghijklmno 78.75±14.62fghijklmnopq 28.75±2.06 abcde 

Küm. Taze 50.00±10.00abcdefgh 0.00 24.00±2.45cdefghijklmno ns 69.00±6.53 abcdefghijklmno Ns 93.00±8.98 abcdefghijklmnopq ns 22.25±2.98 abcdefghijklmn ns 

Don. 41.67±9.62 abcdefgh 23.00±2.00efghijklmno 57.00±8.49defghijklmno 80.00±10.39 efghijklmnopq 27.25±2.87 abcdefghi 

Gran. Taze 33.33±38.49abcdefgh 0.00 22.00±0.00hijklmno 0.05 77.00±0.00 abcdefghijklmno 0.053 99.00±0.00 abcdefghijklmnopq 0.053 21.00±0.00abcdefghijklmnopq 0.053 

Don. 25.00±16.67 cdefgh 25.33±0.58abcdefghijklmno 63.67±7.51 abcdefghijklmno 89.00±6.93 abcdefghijklmnopq 27.00±3.29 abcdefghij 

Ovid. Taze 87.50±25.00a ns 31.25±3.20abcdef 0.02 92.75±8.62abcde Ns 124.00±11.80 abcde ns 10.50±4.36qxy ns 

Don. 67.50±39.48abcdef 30.75±1.50 abcdefgh 79.75±11.06abcdefghijklmn 110.50±12.37 abcdefghijklmn 14.50±5.45mnopqxy 

Ovidukt 

hücresi 

HS Taze 75.00±50.00abc ns 19.33±2.31 no 0.04 47.67±8.08iklmno Ns 67.00±10.39 mnopq ns 28.67±4.04 abcde 0.052 

Don. 62.50±47.87abcdefg 19.67±0.58mno 42.00±6.93mno 61.67±7.51 pq 27.67±115 abcdefgh 

Küm. Taze 58.33±28.87abcdefgh ns 26.00±250 abcdefghijklmno ns 74.75±5.19 abcdefghijklmno Ns 100.75±4.19abcdefghijklmnopq ns 21.00±2.83abcdefghijklmnopq ns 

Don. 58.33±28.87abcdefgh 24.25±2.06bcdefghijklmno 58.50±0.58defghijklmno 82.75±2.63 defghijklmnopq 26.50±2.38 abcdefghijkl 

Gran. Taze 83.33±33.33ab ns 24.50±3.00abcdefghijklmno 0.01 81.25±1.50abcdefghijkl Ns 105.75±2.06 abcdefghijklmnop ns 21.50±0.58 abcdefghijklmno 0.00 

Don. 56.25±31.46abcdefgh 25.75±0.96abcdefghijklmno 69.25±9.43 abcdefghijklmno 95.00±8.98 abcdefghijklmnopq 25.50±1.73 abcdefghijkl 

Ovid. Taze 70.83±20.97abcde ns 32.75±0.96abc ns 99.50±1.73ab Ns 132.25±2.50 ab ns 10.75±2.06pqxy ns 

Don. 40.48±17.60abcdefgh 31.50±2.65abcde 89.00±2.83abcdefgh 120.50±4.93 abcdefg 15.75±2.50lmnopqxy 

P değeri 0.05  0.001  0.001  0.001  0.001  
a , b , c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemlidir (P<0,01). *:P<0,001     
ns:Önemli değil. 
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Çizelge 4.3 Embriyo oluşumu ve  kalitesi üzerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisinin devamı 

IVM  IVF IVC1 IVC

2 

Blastosist % T test İç Hücre Kitlesi  T 

test 

Trofekdoderm  T test Toplam Hücre Sayısı T test Apoptozis % T test 

O 

Hücresiz 

HS Taze 58.33±50.00abcdefgh ns 20.33±2.31 lmno 0.05 64.67±9.7 abcdefghijklmno ns 85.00±7.55defghijklmnopq ns 23.67±2.08abcdefghijklmn ns 

Don. 33.33±47.14abcdefgh 20.00±0.00mno 50.00±8.49hijklmno 70.00±8.48 klmnopq 27.50±2.12 abcdefgh 

Küm Taze 62.50±47.87abcdefg ns 22.33±1.53fghijklmno ns 62.334.93 abcdefghijklmno ns 84.67±6.43defghijklmnopq ns 23.33±2.52abcdefghijklmn ns 

Don. 31.25±23.94abcdefgh 21.67±1.16jklmno 48.33±6.11ijklmno 70.00±7.21klmnopq 28.67±0.57 abcde 

Gran. Taze 50.00±40.83abcdefgh ns 23.67±2.52defghijklmno ns 69.67±10.12abcdefghijklmno 0.054 93.33±12.42abcdefghijklmnopq 0.043 23.67±3.51abcdefghijklmn 0.040 

Don. 50.00±40.83abcdefgh 24.00±3.61cdefghijklmno 40.67±35.28no 57.67±49.94 q 18.00±15.59efghijklmnopqxy 

Ovid. Taze 58.33±28.87abcdefgh ns 23.75±2.36defghijklmno ns 56.75±27.50defghijklmno 0.000 80.50±29.62 efghijklmnopq 0.000 20.50±6.55bcdefghijklmnopq 0.005 

Don. 56.25±31.46abcdefgh 24.75±2.36abcdefghijklmno 68.75±5.19 abcdefghijklmno 93.50±7.55 abcdefghijklmnopq 18.50±1.91efghijklmnopqxy 

Kümülüs 

hücresi 

HS Taze 20.83±25.00 cdefgh ns 20.50±2.12 lmno . 56.00±2.83efghijklmno . 76.50±0.71ghijklmnopq . 25.50±3.54 abcdefghijkl . 

Don. 20.83±25.00 cdefgh 20.50±2.12 lmno 43.50±0.71klmno 64.00±2.83opq 31.50±0.70 ab 

Küm. Taze 45.83±8.33 abcdefgh ns 27.00±1.63abcdefghijklmn 0.044 76.25±4.35 abcdefghijklmno 0.048 103.25±4.79 abcdefghijklmnop 0.044 22.50±3.59 abcdefghijklmn ns 

Don. 22.92±15.77 cdefgh 19.75±13.33mno 50.00±33.77hijklmno 69.75±47.06 klmnopq 24.67±3.05 abcdefghijklm 

Gran. Taze 43.33±8.17 abcdefgh ns 27.00±2.16abcdefghijklmn 0.049 67.00±10.23abcdefghijklmno ns 94.00±9.27 abcdefghijklmnopq ns 22.75±1.50 abcdefghijklmn ns 

Don. 23.75±20.56 cdefgh 19.00±12.68 no 48.50±35.19ijklmno 67.50±47.22 lmnopq 26.33±1.53 abcdefghijkl 

Ovid. Taze 62.50±28.45abcdefg ns 28.50±1.00 abcdefghijklm ns 85.50±2.89abcdefghij 0.01 114.00±3.56 abcdefghijk ns 13.50±3.00nopqxy ns 

Don. 35.42±17.87abcdefgh 27.50±2.52abcdefghijklmn 76.75±1.50 abcdefghijklmno 104.25±3.95 abcdefghijklmnop 18.00±2.71efghijklmnopqxy 

Granolusa 

hücresi 

HS Taze 50.00±40.83abcdefgh ns 19.67±1.16 mno ns 60.33±15.95cdefghijklmno ns 80.00±17.06 efghijklmnopq ns 25.00±1.73 abcdefghijklm ns 

Don. 18.75±23.94 cdefgh 21.00±1.42 lmno 55.50±9.19efghijklmno 76.50±10.61 ghijklmnopq 29.00±0.00 abcde 

Küm. Taze 50.00±57.74abcdefgh 0.002 24.00±0.00cdefghijklmno ns 65.50±3.54 abcdefghijklmno ns 89.50±3.54 abcdefghijklmnopq ns 24.00±4.24 abcdefghijklmn 0.035 

Don. 37.50±25.00abcdefgh 22.33±3.06fghijklmno 56.33±9.29defghijklmno 78.67±11.93 fghijklmnopq 30.67±1.52 abc 

Gran. Taze 37.50±8.33 abcdefgh ns 25.50±2.09abcdefghijklmno ns 75.75±9.50 abcdefghijklmno ns 101.25±7.81abcdefghijklmnopq ns 20.00±2.71cdefghijklmnopqx ns 

Don. 37.50±8.33 abcdefgh 26.00±1.41abcdefghijklmno 66.75±11.64abcdefghijklmno 92.75±11.67abcdefghijklmnopq 26.25±4.19 abcdefghijkl 

Ovid. Taze 47.50±41.13abcdefgh ns 30.33±2.31 abcdefghij ns 93.00±6.56abcde ns 123.33±7.23 abcdef ns 11.00±2.00opqxy ns 

Don. 30.00±24.49bcdefgh 28.00±1.00abcdefghijklmn 75.33±5.13 abcdefghijklmno 103.33±5.86 abcdefghijklmnop 16.67±2.31hijklmnopqxy 

Ovidukt 

hücresi 

HS Taze 37.50±47.87abcdefgh ns 23.00±4.24efghijklmno ns 65.50±10.61abcdefghijklmno 0. 88.50±14.85 cdefghijklmnopq 0.046 23.00±4.24 abcdefghijklmn ns 

Don. 70.83±34.36abcde 20.75±1.89 lmno 50.25±6.65hijklmno 71.00±8.25 jklmnopq 28.50±1.91 abcdef 

Küm. Taze 25.00±31.2 cdefgh 0.010 27.00±1.41abcdefghijklmn ns 90.50±3.54abcdefg ns 117.50±2.12 abcdefghi ns 19.00±0.00defghijklmnopqxy ns 

Don. 70.83±34.36abcde 25.25±2.50abcdefghijklmno 68.25±10.34abcdefghijklmno 93.50±11.79abcdefghijklmnopq 26.25±2.21 abcdefghijkl 

Gran. Taze 14.58±17.18efgh 0.001 26.00±7.07abcdefghijklmno 0.002 79.00±3.5abcdefghijklmno 0.00 105.00±35.35abcdefghijklmnop ns 21.50±3.54 abcdefghijklmno ns 

Don. 27.08±4.17bcdefgh 27.75±1.50abcdefghijklmn 74.00.45abcdefghijklmno 93.75±16.92 abcdefghijklmnopq 21.00±1.41abcdefghijklmnopq 

Ovid. Taze 47.62±10.10abcdefgh ns 32.50±1.00abcd ns 100.25±2.06a ns 132.75±2.87 ab ns 9.25±1.26 y 0.026 

Don. 24.64±3.5 cdefgh 31.00±0.82 abcdefg 80.00±1.41abcdefghijklm 111.00±1.12 abcdefghijklm 15.50±3.00lmnopqxy 

P değeri 0.05  0.001  0.001  0.001  0.001  
a , b , c Aynı sütunda ortak harf taşımayan değerler arasındaki fark önemlidir (P<0,01). *:P<0,001              
ns:Önemli değil
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Blastosist oluşumu ve embriyo canlılığını iyileştirme amacıyla çeşitli ortamlar ve ko-

kültür sistemleri kullanılmaktadır. Kimileri tanımlanmış ortamları iyileştirerek blastosist 

oluşum oranını yükseltmek için çaba gösterirken kimileri farklı somatik hücreler ile 

beraber ko-kültür uygulamasının sonucunda embriyo üretimini iyileştirmiştir. Ancak bazı 

araştırmacıların bildirişlerine uygun olarak bazı hücre hatlarının embriyo gelişimi için 

yararlı olmadığı sonucuna varılmıştır. Halbuki ko-kültür esnasında temel sorun, hem 

hücre büyümesini hem de embriyo gelişimi sağlayan karmaşık ortamın bulunmasıdır 

(Leppens vd. 1996). Zira somatik hücrelerin sağlığı ve gelişimi, birlikte kültür edilen 

oosit, zigot veya embriyoların gelişim yeteneği ve hatta hayatta kalmalarını 

belirleyebilmektedir. Bu yüzden ortam  hem somatik hücre hem de oosit veya zigot için 

uygun olmalıdır. Bu nedenle ortam yetersizliğinden dolayı somatik hücreler ile birlikte 

ko-kültür etme zaman zaman olumsuz sonuçlara yol açabileceği bilinmektedir. 

Ko-kültür sisteminde kullanılan somatik hücreler açısından blastosist oluşumu ovidukt 

hücresinde en çok olurken hücre içermeyen ortamlarda en az olarak belirlenmiştir. 

Çalışmamızda somatik hücreler ile beraber ko-kültür edilen zigotlarda belirlenen 

blastosist oluşumu sonuçları,  Yadav vd. (1998)’la ve Jamil vd. (2011) elde ettiği 

sonuçlarla uyum içindedir. Manda zigot gelişimi üzerine homolog ve heterolog ovidukt 

hücrelerinin etkisini inceleyen Yadav vd. (1998) göre keçi ve manda ovidukt hücresi 

kullanıldığında hem keçi ovidukt hücresi hem de manda ovidukt hücresi manda zigot 

kültüründe bölünme, morula, blastosist ve embriyo blokajının ortadan kaldırması üzerine 

önemli etkiye sahip olduğu kanıtlanmıştır. Ayrıca, Jamil vd. (2011) manda 

embriyolarında erken embriyo gelişimi bakımından manda ovidukt epitelyal hücreleri ile 

kültür edilen zigotların, hücre içermeyen ortamdan daha yüksek oranda geliştiğini 

göstermiştir. 
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IVM ve IVF işlemleri sırasında kullanılan farklı somatik hücreler itibarıyla gruplar 

arasında interaksiyon bulunmamıştır.  

Yapılan bazı çalışmalara göre, düşük sıcaklık metabolik hızı azaltarak besin ve oksijen 

ihtiyaçlarını düşürmekte ve foliküler direnci artırmaktadır. Ayrıca başarılı foliküler 

korumanın nedeni olarak basit ortamlardaki düşük metabolik ihtiyaçları karışlayabilecek 

taşıma ortamının bileşenleri dikkate alınabilmektedir (Gomes vd. 2012). Vücut 

sıcaklığına yakın sıcaklıklar, hücre otolizine neden olarak sığır oosit maturasyonunun 

azalmasına ve oositlerin gelişme yeteneği üzerine de olumsuz etkiye sahip olmaktadır 

(Pedersen vd. 2004). Ancak, olgunlaşan oositlerin bölünme oranı HEPES içeren 

ortamlarda daha yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlar Love vd. (2003) ve (Young vd. 1998) 

ile uyumlu iken, Wongsrikeao vd. (2005) ve Evecen vd. (2010)’nin bildirişleri ile 

örtüşmemektedir. Bu farklılığın bir kısmı araştırmalarda kullanılan uzun depolama 

süresinden kaynaklanabilirken bir kısmı da çalışmamızda kullanılan Hepes tampon 

sistemi ile ilişkilendirilebilir. Bilindiği gibi Hepes tampon sistemi pH’yı uygun fizyolojik 

aralıkta tutarak hormon ve enzimleri koruyabilmektedir. Uygun tampon sisteminin 

bulunmaması, pH düşüşünden kaynaklanan çekirdek DNA parçalanmalarının artışına yol 

açabilmektedir. Bu açıdan oosit plazma zarının H+ iyonuna son derece geçirgen olduğu, 

oosit zarının pH ayarlama mekanizmasına sahip olmadığını öne sürülmektedir. Eğer 

ortamın tampon kapasitesi pH artışını korursa, proton akımı uzun süre boyunca devam 

edebilir. Sonuç olarak hücre içi pH’nin düşüşü azalır (Salehi vd. 2004). Hücre içi pH’sının 

düşüşü hücre zarı geçirgenliğini etkileyen amino asitlerin net elektrik yükünün 

belirlenmesinde biyolojik olarak önem taşımaktadır (Patel vd. 1973). Dolaysıyla pH’nın 

azalması hücre zarının geçirgenliğini değiştirerek hücre fonksiyonlarını bozabilmektedir. 

Taşıma ortamı ve sıcaklığın morula ve blastosist oluşumunu etkilediği sonucu Wang vd. 

(2011) bildirişleri ile örtüşmektedir. Onların raporuna göre blastosist oluşum oranı taşıma 

sıcaklığından etkilenmemektedir. Ancak yedi günlük somatik hücre nükleer transferi 

yapılmış embriyolarda 15°C sıcaklıkta depolanan ovaryumlardan elde edilen 

blastosistlerde diğer sıcaklıklara göre (25ºC ve 35ºC) toplam hücre sayısı bakımından 

daha yüksek değere sahip oldukları tespit edilmiştir. Ovaryum aktarma koşullarının erken 
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embriyo gelişim yeteneği üzerine etkili olduğu görülebilmektedir (Guignot vd. 1999). 

Ancak in vitro koşullarda üretilen embriyoların kalitesi taşıma ortamı ve sıcaklığından 

etkilenmemektedir. Oosit maturasyonu için folikül sıvısı ortamında granüloza hücresi ile 

beraber kültür edilen KOK’lerin en çok C kategorisinde olması,  Leibfried vd. (1980)’nin 

elde ettiği sonuçla uyum içinde olmuştur. Folikül sıvısı ile gerçekleştirdikleri araştırmada 

granüloza tek katmanı üzerine kültür edilen domuz oositlerinde germinal vezikül break 

down önlenmiştir. Ancak folikül sıvısı veya granüloza hücreler ile temas etmeden kültür 

edilen oositlerde germinal vezikül break down gerçekleşerek mayoz yeniden başlamıştır. 

Sato vd. (1977)’ne göre granüloza hücrelerinin yüzeyindeki faktörler mayozun durmasına 

neden olmaktadır. Ancak daha sonra belirlendiği gibi hypoxanthine veya ondan 

kaynaklanan maddeler granüloza hücrelerinden gap bağlantılar vasıtasıyla oositin içine 

geçerek mayozun durmasına neden olmaktadır (Eppig vd. 1985). 

Diğer bir çalışmada ise inek kümülüs hücrelerinin genişlemesi üzerine GnRH 

uygulamasının farklı zamanlarında (0, 8 ve 20 saat) elde edilen folikül sıvısının farklı 

yoğunluklarında (kontrol, % 10, % 40) maturasyonlarını gerçekleştiren inek KOK’lerine 

de 20 saat GnRH enjeksiyonundan sonra toplanan  % 40 folikül sıvısı ortamı ve kontrol 

grubu birlikte en çok kümülüs hücre genişlemesine yol açmıştır. Ancak, GnRH 

uygulamasından hemen sonra toplanan folikül sıvısı, her iki yoğunluklarda kümülüs 

hücre genişlemesini engellemiştir (Romero-Arredondo vd. 1996). Olgunlaşma üzerine 

folikül sıvısının yavaşlatlatıcı veya mayozu durdurucu etkisinin bir nedeni küçük molekül 

ağırlıklı olan hypoxanthine ile ilişkilendirilmiştir (Eppig vd. 1985). Kimyasal bileşenleri 

serumdan daha az varyasyon gösteren büyüme faktörlerinin, hormonlar ve embriyo için 

yararlı olan diğer kimyasalları içerdiğinden (Ocana vd. 1995) oositleri direkt ve dolaylı 

olarak destekleyip olgunlaşmalarını sağlayabildiği öne sürülmektedir. Amniyotik sıvısı 

IGF-1 (Mcmurtry vd. 1997), TGF (Underwood vd. 2005) gibi hormon ve faktörleri 

içermektedir. IVM için EGF’in yararlı olduğunu birçok araştırma göstermiştir. EGF 

kümülüs hücre genişlemesini, oosit maturasyonunu ve blastosist gelişmesini 

uyarabilmekte (Lin vd. 2010) olduğundan dolayı olgunlaşma için diğer ortamlardan daha 

iyi zemin hazırlayarak söz konusu özelliklerin iyileşmesi sağlamıştır. Menezo B2 ortamı 

Vero hücre tek katmanında kullanıldığında embriyo gelişimi % 25-30 arası bulunurken 
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ortam olarak HTF(Human Tubal Fluid) ko-kültür sisteminde kullanıldığında daha az 

gelişim elde edilmiştir (Duszewska vd. 2000). Ayrıca normal üç boyutlu organizasyonun 

eksikliğinden, hücre yapısı iki boyutlu kültür sistemi ile değişmektedir. Ek olarak, bazal 

zara özgü bileşimler ile bağlantının eksikliğinin granüloza hücrelerinin yanıtlarını 

etkileyebileceği düşünülmektedir (Vanderhyden vd. 1989). 

Bölünme üzerine ovidukt hücresinin olumlu etkisi en az üç yolla gerçekleşmektedir:  

1) spermin yaşam gücünü artırması suretiyle;   

2) polisperminin azaltılması yoluyla  

3) bölünme için destekleyici maddelerin salgılanması ile (Mermillod vd. 1993).  

 

İn vivo ve in vitro koşullarda spermler geçici olarak ovidukt hücrelerine yapışarak yaşam 

süreleri artmaktadır. Ayrıca ovidukt sıvısında bulunan glikoproteinler zona pellusidaya 

yapışarak polispermiyi engellemek için zona pellusidayı düzenlemektedir. Sözü geçen 

mekanizma aracılığıyla ovidukt glikoproteinlerini ve diğer elemanları içeren zona 

pellusida ağı, oositi sararak GAG’lara bağlanma suretiyle oositi daha istikrarlı kılıp sperm 

geçişi için oositin direncini artırmaktadır. Dolayısıyla oositlerde polispermi 

engellenmektedir. Ek olarak, ovidukt kültür ortamlarında bulunan düşük molekül ağırlıklı 

(<~10 kDa) protein (veya proteinler) zigotların erken bölünmelerini (5-8 blastomer 

aşamasına kadar) desteklemektedir (Mermillod vd. 1993). 

Maturasyon üzerine farklı somatik hücreler ile beraber kültür etmenin etkisini belirlemek 

amacıyla yapılan çalışmanın sonuçlarına göre ovidukt hücreleri en iyi koşulları sağlamış 

ve en çok A kategorili hücrelerin genişlemesi görülmüştür. Granüloza hücresi içeren 

ortamda kültür edilen KOK’ler en düşük orana sahip olmuştur. Ovidukt hücre ko-kültürü 

en çok A sınıf maturasyona neden olurken bu oran granüloza hücresinde en az olarak 

tespit edilmiştir. 

Zigot gelişimi üzerinde kümülüs hücreleri ile beraber ko-kültür etmenin etkisini inceleyen 

Farouk vd. (2011) göre 2 blastomerli zigot oluşumu bakımından Cook ortamı ile ko-

kültür arasında farklılıklar bulunmamasına rağmen blastosit oluşumu açısından önemli 
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farklılıklar ortaya çıkmıştır. Bu çalışmanın sonuçlarına göre blastosit oluşum oranı hücre 

içermeyen Cook ortamında %27.3±0.06 olurken tek katman kümülüs hücreler ile beraber 

ko-kültürde ise %47.0±0.04 düzeyinde gerçekleşmiştir. 

Kümülüs genişlemesi üzerine somatik hücrelerin etkisine bakıldığında ovidukt 

hücrelerinin en iyi koşulları sağladığı belirlenmiştir. Ancak granüloza hücresi diğer 

hücrelere göre daha az maturasyona neden olmuştur. Elde edilen sonuçlar, manda oosit 

maturasyonu üzerine farklı somatik hücrelerin ko-kültürünün etkisini inceleyen Jamil vd. 

(2011)’nin sonucuyla uyumlu değidir. Jamil vd. (2011)’ne göre granüloza (%84.24) ve 

kümülüs (%83.44) hücrelerinin ko-kültürü, manda ovidukt epitelyal hücreleri (%73.37) 

ile beraber kültüründen daha fazla maturasyon oranına neden olmuştur. Ancak, granüloza 

hücreleri ile ko-kültür edilen oositlerin %36’sının GV aşamasında kaldıklarını tespit eden 

Richard vd. (1996)’ın sonucu ile uyumlu olduğu görülmektedir. 

Araştırma sonuçlarına göre bölünme oranı ovidukt hücrelerinin bulunduğu ortamda en 

fazla olurken en düşük olarak hücresiz ortamda ortaya görülmüştür. Elde edilen sonuçlar 

Romero-Arredondo vd.(1996)’ın sonuçlarıyla uyum içindedir.  

Somatik hücre faktörleri için elde edilen sonuçlar Romar vd. (2001) ve Mugnier vd. 

(2009) ile uyum içinde bulunmuştur. Domuz IVF’inde monospermi ve sperm geçişi için 

domuz oositini POEC hücreleri ile ko-kültür eden Romar vd. (2001)’nın sonuçlarına göre 

oositlerde fertilizasyonu %70’in üzerinde bulmuştur.  Ancak Mugnier vd. (2009) kısrak 

oosit IVM’inde ovidukt hücresi ile beraber kültür edilen oositlerde hücre içermeyen 

kültür sisteminkinden daha çok fertilizasyon oranı elde etmişlerdir. Ama sadece IVF 

aşamasında ovidukt hücreleri ile kültür edilen gametlerde elde edilen sonuçlar hücre 

içermeyen kültür ortamı ile önemli farklılıklar göstermemiştir. 

İn vitro embriyo üretimi üzerine keçi ovidukt epitelyal hücresi (GOEC) içeren SOF 

ortamının etkisi Rodriguez-Dorta vd. (2007) tarafından araştırılmıştır. Bu araştırmaya 

göre GOEC içermeyen SOF ortamı %28 blastosist üretirken GOEC tek katmanı ile 
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beraber kültür edilen KOK’lerde bu değer sadece % 20 olarak elde edilmiştir. Rodriguez-

Dorta vd. (2007)  tarafından gerçekleştirilmiş olan bu araştırmada SOF ortamı sadece 

3mg/mL BSA ile tamamlanmıştır. Ancak bilindiği gibi hücre kültürü için FCS’nın 

eklenilmesi kaçınılmaz olup somatik hücrelerin gelişimi ve salgısı için hayati önem 

taşımaktadır. Muhtemelen söz konusu araştırmada FCS’ın bulunmaması somatik 

hücrelerin salgı değişikliklerine hatta ölümlerin artışına sebep olabilmektedir. Sonuç 

olarak embriyo gelişiminin olumsuz yönde etkilenmesinin nedeni FCS’nın ko-kültür 

ortamına eklenmemesi olabilmektedir. 

Hücre çoğalması diğer memeliler gibi sığır IVP embriyolarında da apoptotik hücre 

ölümleri ile birleşmiş olup genellikle İHK’sinde ortaya çıkmaktadır (Byrne vd. 1999).  

Çizelge 4.3’de de görüldüğü gibi İH sayısı granüloza ortamında ovidukt hücreleri ile 

beraber kültür edilen blastosistlerde en çok olurken somatik hücre içermeyen ortamda 

kültür edilen embriyolarda en az olarak bulunmuştur (P<0.01). En fazla İHK sayısı IVM 

ortamı+ IVF + IVC1 (kümülüs+ovidukt+ovidukt) hücresinin bulunduğu ortamda 

dondurulmuş  olarak yapılanda (33.33±1.16a) olurken; İHK sayısının  IVM ortamı+ IVF 

+ IVC1 (kümülüs+ovidukt+hücresiz) taze olarak bulunduğu ortamında (18.00±1.42o)  en 

düşük değer saptanmıştır. Çalışmanın sonuçları Rexroad vd. (1988)’in sonuçları ile 

çelişki içindedir. Bu çelişkinin bir kısmı muhtemelen örneğin az olmasından veya ortam 

kıyaslamasında kullanılan istatistik metottan kaynaklanabilmektedir. Ancak Koo vd. 

(2002)’nin çalışmalarının sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir. Rexroad vd. (1988)’in 

sonuçlarına göre ovidukt hücreleri ile beraber ko-kültür etmek bir ve iki blastomerli 

koyun zigotunun inkübasyonun beşinci gününde bölünme sayısında artışa neden 

olmamıştır. Ancak %10 FCS içeren TCM-199, % 10 FCS içeren F10 ortamından daha 

çok bölünme sayısına neden olmuştur. Bu çalışmanın diğer bir bölümünde ise tek katman 

böbrek, uterus ve ovidukt hücrelerinin ko-kültürü araştırılıp ovidukt hücre tek katmanı, 

hücre içermeyen ortamdan veya diğer hücre tiplerinden daha çok bölünmeyi sağladığı 

tespit edilmiştir.   
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Blastosist oluşumu ve kalitesi üzerine serum etkisi Esfandiari vd. (2005) tarafından 

araştırılmıştır. Araştırmanın sonucuna göre kültür ortamına %10 FCS (Sığır cenin 

serumu) eklenmesi fare zigotlarında ne morula ve blastosist oluşumunu ne de toplam 

hücre sayısını ve iç hücre kümesini etkilemiştir. Daha önceki çalışmaların sonuçlarına 

göre İHK:TH oranı embriyo üretim koşullarından etkilenmektedir. Koo vd. (2002)’nin 

sonuçları İHK:TH oranı in vivo, in vitro ve nükleer transfer embriyolarında sırasıyla 

yaklaşık olarak 0.525, 0.731 ve 0.982 olarak bulmuştur. Ayrıca kültür ortamları İHK:TH 

oranı üzerine şiddetli etkiye sahip olduğu kanıtlanmıştır (Rath vd. 1995). Beş günlük in 

vivo ve in vitro fare blastosistlerinde İHK/TH oranı sırasıyla 0.55 ve 0.59 olarak 

belirlenmiştir (Brison vd. 1997). Blastosistlerin kalitesinin sadece embriyo kültür 

sisteminden etkilenmediğini aynı zamanda önceki aşamalardan ve hatta kalıtımsal 

özelliklerden dolayı ortaya çıkabildiği öne sürülebilmektedir. 

Vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen blastosist ile elde edilen ilk gebelik sonrası 

çalışmalarda elde edilen yüksek canlılık ve gebelik oranları, blastosist aşaması embriyo 

kriyoprezervasyonunda vitrifikasyon yönteminin yaygınlaşmasını sağlamıştır. Bu 

tarihten itibaren farklı araştırmacılar tarafından yayınlanan makalelerde farklı taşıyıcılar 

kullanılarak gerçekleştirilen çalışmaların hemen hemen hepsinde son derece başarılı 

canlılık ve klinik gebelik oranları elde edildiği belirtilmektedir(Choi vd. 2000, Mukaida 

vd. 2001,Vanderzwalmen 2003, Lin 2010). Ayrıca, blastosist dönemi embriyolarda 

vitrifikasyon öncesi embriyo manipulasyonu uygulanarak blastosel kavitenin yapay 

olarak boşaltılması sonrası canlılık oranlarının arttığını belirten pek çok çalışma 

mevcuttur (Vanderzwalman 2002, Son 2003, Hiraoka vd. 2004, Mukaida vd. 2006). 

Stehlik vd. yavaş dondurma teknikleri ile % 83,1 ve %16,7 canlılık ve gebelik oranı elde 

edebildikleri halde vitrifikasyon kullanımı sonrasında bu oranların sırası ile %100 ve 

%50’e ulaştığını bildirmişlerdir (Stehlik 2005). Huang vd.( 2005) her iki tekniği çözülme 

sonrası canlılık oranları yönünden karşılaştırdıkları çalışmalarında vitrifikasyon sonrası 

elde edilen canlılık oranlarının (% 84) yavaş dondurma sonrasındaki oranlara (%56,9) 

göre önemli derecede yüksek olduğunu belirtmişlerdir (Huang vd. 2005). Kuwayama 

(2005) vd. tarafından gerçekleştirilen ve 6000’den fazla blastosisti kapsayan ve her iki 
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tekniğe ait sonuçların karşılaştırıldığı bir başka çalışmada ise canlılık ve gebelik 

oranlarını sırası ile, yavaş dondurma için % 84 ve % 51, vitrifikasyon için % 90 ve % 53 

olarak bulunmuştur. Benzer şekilde Liebermann ve Tucker’ın (2006) çalışmasında 

karşılaştırılan tekniklerde elde edilen canlılık ve gebelik oranları yavaş dondurma için 

%92,1 ve %42,9; vitrifikasyon için % 96,5 ve %46,1 olarak verilmiştir (Lieberman 2006). 

Benzer bir çalışmada Taniguchi vd. (2007) vitrifiye ettikleri (%30 gliserol + %20 etilen 

glikol) sığır embriyolarında çözünme sonrası kültürde %71.8 canlılık ve %7.1 zonadan 

çıkma oranı elde ettiklerini bildirmişlerdir.  

Yapılan başka bir çalışmada, in vitro sığır embriyoları %10 gliserolde 5 dk., %10 gliserol 

+ %20 etilen glikolde 5 dk. ve %25 gliserol + %25 etilen glikolde ekilibre edildikten 

sonra vitrifiye edilmiştir. Çözdürme sonrası 0.5M ve 0.25M sakkaroz ile 

kriyoprotektanlar uzaklaştırıldıktan sonra embriyolar kültür ortamına alındığında %63 

(31/49) gelişim oranı, bunların transferinden ise % 43 (7/16) gebelik elde edildiği 

bildirilmektedir (Martinez vd. 1998). Bulunan bu değerler Lim vd. (2008)’nin bulduğu 

sonuçlarla paraleldir. Ancak her ne kadar çözdürme sonrası embriyo gelişimi %52,2 

olarak bulunsa da bu oran in vivo elde edilen dondurulup-çözdürülmüş embriyoların 

gelişim oranlarına göre düşüktür. 

Bousquet (1993) erken blastosist, blastosist ve genişlemiş blastosist safhasındaki 

embriyoları ovidukt hücreleri ile kültüre koyduktan sonra gerçekleştirdikleri 15 taze 

embriyo transferinden 2 (% 13,3) gebelik, 10 dondurulmuş embriyodan ise 5 (% 50) 

gebelik elde ettiğini bildirmektedir. 

Akkoç vd. (2009) yürüttükleri bir çalışmada farklı somatik hücre tipleri ve cinsiyetleri 

nükleer transfer çalışmasında kullanılmış ve in vitro kültür sonucu blastosist safhasına 

ulaşan embriyolar vitrifikasyon yöntemi ile dondurulup çözdürülmüş ve çözdürme 

sonucu blastosistlerin canlılık oranları araştırılmıştır. Sonuç olarak dondurulan nükleer 

transfer normal blastosistlerin çözdürme sonrasında en yüksek canlılık oranına sahip (% 
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66) olduğu görülmektedir. Genel olarak erken ve normal blastosistlerin çözdürme 

sonrasındaki canlılık oranı % 60’ı canlı kalırken, açılma (hatching) aşamasındaki 

hücrelerden %70’i canlı kalmıştır. 

Yürütülen bir çalışmada tavşan embriyoları, %20 EG ve %20 DMSO’da vitrifiye 

edilerek, çözündürme sonrası direkt olarak taşıyıcı hayvanlara nakledilmiştir. Taze olarak 

nakledilenler ile karşılaştırılmış ve % 55’e karşın % 40 gebelik oranı elde edilmiştir 

(P<0.05). Yapılan bu çalışma ile tavşan embriyolarının bu metot ile dondurulup muhafaza 

edilebileceği ve transfer için uygun olabileceği bildirilmektedir(Vicenta vd. 1996). 

Koyun embriyolarında yürütülen başka bir çalışmada; in vivo koyun embriyoları VS1 

(%25 Gliserol ), VS2 ( %10 Gliserol + %20 Etilen Glikol), VS3 (%25 Gliserol + %25 

Etilen Glikol) solüsyonları kullanılarak vitrifiye edilmiştir. Embriyolar taze olarak, 

çözündürme sonrası kriyoprotektanlar uzaklaştırılarak veya uzaklaştırılmadan üç ayrı 

grupta taşıyıcılara transfer edilmiş ve 45 gün sonra gebelik oranları karşılaştırılmıştır. 

Sırasıyla %76, %72 ve %75 gebelik oranları elde edilmiş ve vitrifiye edilen koyun 

embriyolarının çözündürme sonrası direkt olarak transfer edilebileceği bildirilmektedir 

(Sakul vd. 1993, Szell vd. 1994, Baril vd. 2001). 

Yürütülen bir çalışmada in vivo elde edilen morula ve blastosit safhasında sığır 

embriyoları iki aşamalı olarak vitrifiye edilmiş ve in vitro kültür sonrası embriyo canlılık 

oranı yaklaşık %52 olarak bildirilmiştir (Campos-Chillon vd. 2006). 

Başka bir çalışmada, in vitro sığır embriyoları %10 GL’de 5 dk., %10 GL+ %20 EG’de 

5 dk. ve %25 GL + %25 EG’de ekilibre edildikten sonra vitrifiye edilmiştir. Çalışmada 

çözdürme sonrası 0.5 M ve 0.25 M sakkaroz ile kriyoprotektanlar uzaklaştırıldıktan sonra 

kültür ortamına alındığında % 63 (31/49) gelişim oranı gösterdiği bildirilmektedir 

(Martinez vd. 1998). Sonuçlar yaptığımız çalışmanın sonuçlarıyla benzerlik içindedir. 



  

51 

 

 İn vitro embriyo üretiminde, KOK blastosist aşamasına ulaşabilme başarısının % 20-30 

arasında olduğu bildirilmektedir. Bunun yanında in vitro embriyo üretiminde en kritik 

adımın IVM olduğu ve uygun maturasyon şartları bulunmadan in vitro embriyo üretim 

başarısının in vivo üretimi düzeyine ulaşamayacağı bildirilmektedir (Thompson vd. 

1998).   

Farklı bir vitrifikasyon solüsyonu olan EFS 40’ın (EG, Fikol, Sakkaroz ) denendiği bir 

araştırmada, dondurulan sığır embriyolarında çözündürme sonrasında canlılık oranı %72 

bulunmuştur (Kasai 2000). PEG, BSA, PVP, Fikol’ün % 6’lık solüsyonları ile muamele 

sonrasında dondurulan embriyoların canlılık oranları sırasıyla, % 79.3, % 34.8, % 41.4 

ve % 57.1 olarak tespit edilmiştir (Ohboshi 1998). % 10 GL, 2.1 mol/litre GL + 0.25 

mol/litre Sakkaroz (5 dk ön dondurmalı) ve % 25 GL+% 25 EG (5 dk ön dondurmalı) 

vitrifikasyon metotlarında blastosistlerdeki canlılık oranları sırasıyla, % 68.0, % 59.0 ve 

% 65.7 bulunmuş, metotlar arasında önemli bir fark tespit edilmemiştir  (Xu 1997). VS3a 

(VS3a: 6,5 M GL ve % 6 w/v BSA PBS (Fosfat-tamponlu tuz solüsyonu içinde) ile 

vitrifiye edilen 116 embriyonun, çözdürme sonrası 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlılık 

oranları sırasıyla, % 11, % 0 ve % 0 olarak tespit edilmiş, zonadan çıkan blastosist elde 

edilememiştir (Enright vd. 2000). 1273 sığır embriyosu 1,6 M PG, 1,8 M EG, 1,4 M GL 

kullanılarak geleneksel yöntemle dondurulmuştur. Gebelik oranları sırasıyla, % 36, % 

44.7, % 48.6 ve % 46.0 olarak bulunmuştur  (Dochi vd. 1998).  

Aynı zamanda payet içindeki vitrifikasyon solüsyonunun hacmi hızlı dondurma 

yönteminde önem taşımaktadır (Papis vd. 2000, Isachenko vd. 2003). 

Çizelge 4.3’deki verilere göre bütün muameleler birlikte kıyaslandığında IVM ortamı 

granolusa hücresi, IVF ortamı granolusa hücresi ve IVC1 ortamı ovidukt hücresi ve taze 

hücrede ko-kültür edilen KOK’lerin blastosist oranı diğer muamelelerden daha yüksek 

(87.50±25.00a) bulunurken; IVM granolusa hücresi ortamı, IVF hücresiz (HS) ortamı ve 

IVC1 ortamı hücresiz ve dondurulmuş olan muamelede ise en düşük (5.00±10.00 h) 

seviyede olduğu belirlenmiştir. Elde edilen bu sonuçlar Blakewood vd. (1989) ve 

Davidson (2004)’un bildirdiği elde edilen sonuçlarla uyum içindedir. Blakewood vd. 
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(1989) ile zigot gelişimi üzerinde tavuk embriyo amniyon sisteminin etkisini araştırmıştır. 

Bu araştırmada in vivo koşullarında üretilen keçilerin bir hücreli zigotları, fibroblast tek 

katmanı, tavuk embriyo amniyon boşluğu ve kontrol grubuna aktarılarak gelişmeleri 

kaydedilmiştir. Sonuç olarak fibroblast ko-kültürü ile tavuk embriyo amniyonu arasındaki 

farklılıkların önemli bulunmamasına rağmen kontrol gruptan daha iyi embriyo gelişimine 

neden olduğu tespit edilmiştir. Davidson’nun (2004) sonuçlarına göre sığır embriyoları 

embriyotrofik ortam olan tavuk embriyo amniyonun içinde gelişebilir. Ancak bu gelişme 

yarı tanımlanmış ortamla  kıyaslandığında önemli farklılıklar göstermemiştir. 

Muamelelerin etkisi TH sayısı üzerine etkili bulunmuştur (p<0.001). Çizelge 4.3’de 

belirlendiği gibi en çok TH sayısı IVM ortamı+IVF+IVC1 (ovidukt+ovidukt+ovidukt) 

hücresinin bulunduğu ortamda taze olarak yapılanda (100.25±2.06a) olurken; TH sayısı 

IVM ortamı+IVF+ IVC1 (kümülüs+hücresiz+hücresiz) dondurulmuş olarak bulunduğu 

ortamda  (39.00±10.50o) en az TH sayısı bulunmuştur. Ortam ve somatik hücre faktörleri 

ayrı ayrı olarak incelendiğinde ortaya çıkan farklılıklar önemli bulunmuştur (p<0.001).  

Çizelge 4.3’de belirtildiği gibi IVM ortamı+ IVF + IVC1 (kümülüs+hücresiz+hücresiz) 

dondurulmuş olarak bulunan ortamda en çok (33.00±2.82a) apoptozise neden olurken, 

IVM ortamı+ IVF + IVC1 (ovidukt + ovidukt + ovidukt+ taze olarak) hücresi ile beraber 

kültür edilen embriyolarda en düşük (9.25±1.26y) olarak bulunmuştur (p<0.001). Somatik 

hücre faktörleri arasında ovidukt hücresi diğer hücrelere göre en düşük apoptozis 

isabetine yol açmıştır. Çalışmamızda belirlenen apoptozis isabet sonucu Brison vd. 

(1997)’nin sonuçları ile uyum içindedir. Brison vd. (1997)’ın araştırmasına göre iki 

hücreli fare embriyoları somatik hücre olmaksızın kültür edildiğinde hücre ölüm 

isabetinin in vivo blastosistlerinin 3 katı olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, kültür 

ortamında embriyo sayısının artması blastosistlerde hücre ölümlerinin azalmasını 

sağlayarak hücre sayısının artışına sebep olmuştur. Ayrıca blastosistlerde toplam hücre 

sayısı ile apopototik hücre ölümleri arasında negatif bağlantı olduğu Byrne vd. (1999) 

tarafından belirlenmiştir.  
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Apoptozis indeksi ovidukt hücresi içeren ortamda diğer ortamlardan daha düşük 

bulunmuştur. Apoptozisin azalması, ovidukt hücresi içeren ortamda mevcut olan TGF-α 

(Transforming growth factor alfa ) faktöründen dolayı ortaya çıkabilmektedir. Zira, TGF-

α faktörünün apoptozis indeksinin azalmasına sebep olduğu kanıtlanmıştır (Brison vd. 

1997). Ayrıca, Esfandiari vd. (2005) göre HTF ortamına protein kaynağı olarak serum 

içeriğine benzer bir içeriğe sahip olan tamamlayıcının eklenmesi embriyolarda apoptozis 

indeksinin azalışına neden olmuştur. Yorum olarak ise reaktif oksijen türlerinin ortadan 

kaldırılmasıyla hücre ölümlerinin azalması öne sürülmüştür. 

Apoptozis isabet oranı iç (hayvan türü, ırkı, yaşı) ve dış faktörler (farklı kültür ortamı, 

kültür ortamındaki embriyo yoğunluğu, apoptozis belirleme metodu) tarafından 

belirlenmektedir (Fabian vd. 2009). Ek olarak, in vitro koşullarda üretilen 

blastosistlerdeki hücre ölümlerinin artışı büyüme veya yaşayabilme faktörlerini 

salgılayan ana sistemin yokluğundan veya kültür ortamlarının optimum altında olması 

nedeniyle ortaya çıkabildiğine inanılmaktadır (Brison vd. 1997). Kültür ortamına serum 

eklenmesi apoptozis oranını azalttığı şeklinde yorumlayan Esfandiari vd. (2005)’e göre 

serum oksidatif strese neden olan reaktif oksijen türleri gibi embriyotoksik bileşenleri 

temizleyerek veya büyüme hormonlarını kültür ortamına ekleyerek in vivo koşullarına 

benzerlik sağladığı sonucuna varmıştır. Vasatlara hücresel katkının amacı ortamdaki 

serbest oksijen yoğunluğunun azaltılmasının yanında 8-16 hücre aşamasındaki 

embriyonun gelişiminin durmasını önlemektir. Bu amaçla farklı türlerdeki dokulardan 

elde edilen farklı hücre tipleri kullanılmaktadır. Yaygın olarak kümülüs granüloza, teka 

hücreleri, Sığır oviduktu epitel hücreleri, sitokinle kullanılmaktadır (Wiemer vd. 1991). 

Kümülüs hücrelerinin maturasyon vasatlarında 3-5 milyon adet bulunmasının yüksek 

oranda oositlerin in vitro fertilizasyon sonrası blastosist aşamasına ulaştığı görülmüştür 

(Polat 2005). 

Yürütülen araştırmalar göstermektedir ki, in vitro sığır embriyolarının dondurularak 

muhafazasında vitrifikasyon tekniğinin etkisi, geleneksel dondurma yöntemine göre daha 

fazladır. Bu teknik; kolay olması ve kısa sürede uygulanabilmesi, maliyetinin az olması 

ve embriyo dondurulması amacıyla kullanılan pahalı cihazlara gereksinim duyulmaması 
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gibi avantajları da göz önüne alındığında, ülkemizde sığır embriyolarının dondurularak 

muhafazasında kolaylıkla kullanılabilecektir. 

Çözdürme sonrası embriyonun yaşama kabiliyetinin, embriyonun kalitesine, gelişim 

safhasına ve türe bağlı olduğu görülmüştür. Vitrifikasyon sonrasında kültür koşulları in 

vitro fertilize embriyoların canlılığı ve kalitesini etkilemektedir. Dondurularak muhafaza 

edilen in vitro embriyolarda yüksek canlılık oranı elde etmek için kriyoprezervasyon 

metotlarından daha çok, çözdürme sonrası embriyoların bulundurulacağı kültür 

ortamlarının geliştirilmesi gerekmektedir. 

Son araştırmalar göstermektedir ki, dondurularak muhafaza edilen in vitro embriyolarda 

yüksek canlılık oranı elde etmek için kriyoprezervasyon metotlarından daha çok 

maturasyon ve kültür tekniklerinin geliştirilmesi çalışmalarına da başlanılmalıdır. Ayrıca 

blastosöl sıvısının boşaltılması da blastosist kriyoprezervasyonundaki başarıyı 

arttırmaktadır.  

Uzman ve deneyimli bir ekip, yüksek teknolojiye sahip manüplasyon olanağı, hepsinden 

önemlisi laboratuarın tüm parametre ve ortamlarının kalite kontrol stratejileri ile 

stabilizasyonun sağlanabilmesi embriyo gelişiminde ve gebelik oranlarında başarı şansını 

sürekli arttırır. Bunların sağlanamadığı ortamlarda ise düşük kalitede embriyo elde 

edilmesi ve başarısız sonuçlar ortaya çıkmaktadır. Ayrıca başarıyı belirleyen önemli 

faktörlerin başında embriyonun morfolojik değerlendirmesi gelmektedir. Doğru 

değerlendirilmeyen embriyoların işleme tabi tutulması daha işin başında başarısızlıktır. 

Bu yöndeki tecrübenin yeterli olmaması sonuçları olumsuz etkileyen faktörden biri olarak 

değerlendirilmelidir. 

Araştırmaların sonuçlarına göre in vitro koşullarında kültür etme ve kültür sisteminde 

kullanılan ortamların bileşenleri fare ve sığır embriyolarındaki hücre ölümlerinin 

isabetini sırasıyla artırmakta ve değiştirmektedir. Birçok çalışma hem maternal hem de 

embriyodan salgılanan büyüme faktörlerinin embriyo gelişimi üzerine önemli role sahip 



  

55 

 

olduğunu göstermiştir. Söz konusu büyüme faktörleri memeli embriyolarının gelişmesi 

üzerinde uyarıcı etkiye neden olabilmektedir. Kültür ortamına büyüme faktörlerinden 

olan TGF-a veya IGF-I’nın eklenmesi, muhtemelen hücre ölümlerini azaltarak, blastosist 

oluşum oranını ve blastosist hücre sayısını artırmaktadır (Betts vd. 2001). 

Bu araştırmadan elde edilen sonuçlara göre embriyoları dondurmada en başarılı yöntem 

olarak ovidukt hücrelerde ko kültür edilen yöntemi önerilebilir. Ayrıca KOK’lerin 

maturasyonu, döllenmesi, embriyo oluşumu ve kalitesi için en uygun sistemin  ko-kültür 

sistemi olduğu belirlenmiştir. 

Yapılan literatür taramalarında da bu yönde bir araştırmaya rastlanılamamış olması bu 

alanda araştırma yapmaya daha fazla motive etmiştir. Ancak, ovaryumların 

toplanmasından, oositlerin toplanması, değerlendirilmeleri, kültür ortamlarında 

matürasyonları, döllenmeleri, geliştirilmeleri ve uygun kalitede olanların dondurulmaları, 

daha sonra ise çözdürülerek tekrar incelenmeleri gibi pek çok aşamadan geçen 

embriyoların neticede yaşama güçlerinin en yüksek seviyede olabilmeleri ticari embriyo 

üretiminin esas beklentisidir. Günümüzde bu alanda faaliyet gösteren kuruluşların çoğu 

elde ettikleri bilgileri ticari bir sır olarak ellerinde tutmaktadır. Dünyada klasik embriyo 

üretimi hala önemini korurken, in vitro koşullarda embriyo üretimine olan ilgi gittikçe 

artmaktadır. Embriyo aktarımı uygulamasının yaygınlaşması ise gerek in vivo gerek in 

vitro koşullarda üretilen embriyoya talebi artıracaktır. Embriyoya olan talebin oluşması 

ise dondurulmuş ve çözdürülmüş embriyonun taşıyıcı hayvana naklinden sonra elde 

edilecek kabul edilebilir gebelik oranına bağlıdır.  Canlı hayvanlardan ovum pick up 

yöntemi ile oosit elde etmek suretiyle IVM ve IVF çalışmalarında kullanılması, daha iyi 

denetlenmiş çevre koşulları ve daha homojen oosit kaynağı oluşturması nedeniyle başarı 

oranının artırılması için önemli olacaktır. Ancak kesilmiş hayvanların ovaryumları IVM 

ve IVF çalışmaları için uzun bir süre daha önemlerini koruyacaktır. Her durumda IVM, 

IVF ve derin dondurma çalışmaları çevre koşullarının en yüksek seviyede 

denetlenebildiği laboratuarlarda, farklı alanlarda uzman ve deneyimli bir ekibin uyumlu 

çalışmasını gerektiren, sonuç olarak yüksek maliyetli faaliyetlerdir. Bu alanda yeterli ve 

kalıcı bir başarının sağlanması ise gerekli koşulların sağlanmasıyla mümkün olabilir.  
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