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Bu c¢alismanin amaci, in vitro kosullarinda yiiksek kriyotoleransa sahip embriyolari iireterek
dondurulmus embriyo iiretmektir. Calismada mezbahada kesilen sigirlarin ovaryumlari
kullanilmigtir. Aspirasyon yontemi ile elde edilen oositler (1632 adet) TCM-199°da 24 saat
stireyle %5 CO,, %5 O,, %90 N, gaz atmosferinde 38,5 °C de in vitro olarak olgunlastirilmiglardir.
Bu amagla sirastyla 4 grup olusturulmustur. Her bir IVM ortaminda maturasyonu yapilan
KOK’ler rastgele bir bigimde 4 farkli IVF ortaminin ig¢ine konularak rastgele blok tasarimi
olusturulmustur. Olgun oositler 24 saat siireyle fertilize edilmislerdir. Fertilizasyon sonrasi 48.
saatte cleavage %67,05 (865/1290) saptanmistir. Embriyolar 7 giin siireyle %5 CO,, %5 O,, %90
N, gaz karigiminda blastosist (%34,91; 302/865) asamasina kadar inkiibe edilmiglerdir. Zigot ve
embriyolar tagima ortamindan (TCM199) 500 pL vitrifikasyon soliisyon 1’in (VS1) (5 M etilen
glikol igeren tagima ortami) i¢ine aktarilip 3 dk sonra VS2’nin (7 M etilen glikol, %18 fikol 70
ve 0.5 M galaktoz iceren tasima ortami) icine aktarilarak payete doldurma zamani dahil 45 sn’lik
siire boyunca bu ortamda tutulmustur. Erken blastosist-blastosist asamasina ulasan 302 adet
embriyodan 254 tanesi vitrifikasyon soliisyonunda maruz birakilarak dondurulmuslardir. Zigot
ve embriyolar open pulled payete yiiklendikten sonra sivi nitrojen i¢ine daldirilip dondurulmustur.
Verilerin degerlendirilmesinde Z testi kullanilmigtir. Cozdiirme sonrasi, genislemis blastosist-
zona pellucida duvarindan ¢ikma safhasinda en iyi gelisim %52,2 (35/67) ile Grup 1 de
saptanirken, bunu %45,3 (29/64) ile Grup 2, %22,2 (14/63) ile Grup 3 ve %5 (3/60) ile Grup 4
takip etmistir. Grup 1 ve 2 arasinda énemli bir fark bulunmamustir. Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
fark P<0,01 diizeyinde, Grup 1 ile Grup 4 arasinda ise P<0,001 diizeyinde énemli bulunmustur.
Ovidukt hiicreleri ile ko-kiiltiire tabi tutulan ve dondurulup ¢ozdiiriilen zigotlarda maturasyon,
fertilizasyon, blastosist olusum orani ve blastosistlerin diger kalite 6zellikleri iyilesmistir.
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CO-CULTURING OF IN VITRO-PRODUCED CATTLE EMBRYOS WITH DIFFERENT
SOMATIC CELLS AND DEEP-FREEZING WITH VITRIFICATION METHOD
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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% CO,, 5% O,, and 90% N, 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 1\VF media for block design. Matured oocytes were fertilized for 24 h.

After fertilization cleavage rate was found as 67.05% (865/1290) at 48th h. Embryos were cultured
up to early blastocyst-blastocyst stage (34.91%; 302/865) for 7 days at a gas atmosphere of 5%
CO,, 5% O,, and 90% N,at 38.5 °C. Zygotes and embryos were transported from TCM199 media
into 500 pL 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. GIRIS

Embriyolarin  dondurularak saklanmasi ¢alismalari giintimiizde, biyoteknolojik
caligmalarda olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Son yillarda embriyoloji ve genetik
alaninda yapilan ¢alismalar umut verici sonuglar dogurmaktadir. Gen teknolojisi ile
embriyo transfer ¢calismalarinin beraberce yiiriitiilebilmesi ve ciftlik hayvanlarina adapte
edilebilmesi igin ihtiyag duyulan kosullarin ve pratiklerin Oncelikle laboratuar
hayvanlarinda, daha sonra giftlik hayvanlarinda saglanmasi ve teknigin uygulanabilir hale
getirilmesi gerekmektedir. Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de hayvan embriyolarinin
kiltirti ve transfer ¢aligmalar1 laboratuar ortaminda Yyani in vitro kosullarda
yapilmaktadir. Embriyo {iretimi yaninda embriyo dondurma teknolojisinin kullanilmasi,
basta biyomiihendislik alan1 olmak iizere tilkedeki mevcut hayvanciligin gelistirilmesinde

onemli katkilar saglayacaktir (Han vd. 2003, Ishigame vd. 2004).

Diinyada hayvansal iriinlere olan taleplerin artmasi sonucunda yeni teknolojlerin
zootekni biliminde kullanilmasi kaginilmaz olmaktadir. Tiim canlilar ve onlarin tiriinleri
icin pratikte kullanilabilen bilimler i¢ine yeni buluslar ve teknolojilerden zootekni
bilimine katki saglanmasi, bu bilim alaninin gelismesi agisindan gereklidir. Son yillarda
transgenik canli elde etme ve klonlama teknolojileri ile hayvan {iretimi c¢alismalari;
dondurma yontemlerinin kullanimi, biyoteknolojik ve fizyolojik c¢alismalarda giderek

onem kazanmaktadir (Charreau vd. 1996, Joan vd. 2010).

Sperma dondurma ¢aligmalarinda gliseroliin etkinliginin bulunmasi embriyolarin
dondurularak korunmalar1 {izerindeki aragtirmalar i¢in yeni ufuklar agmistir. Uzun siireli
fare embriyolarmin saklanmasinda vitrifikasyon teknigi diinya genelinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Pfaff vd. 2000, Bagis vd. 2005).

Memeli embriyolarinin dondurularak korunmasi c¢aligmalari (Whittingham vd. 1972)
geemis yillarda baslanmistir. Memeli embriyolarinin  dondurularak muhafaza

edilmesindeki basarili ilk uygulama farelerde gergeklesmistir. Fakat bu galismada



embriyolar -79°C’de 30 dk’dan uzun bir siire tutulmus ve dondurmanin embriyo
canliliklarin1  azalttigi gozlemlenmistir. Embriyolarin  vitrifikasyonla sogutularak
korunmasinda diger tekniklere gére daha iyi neticeler alinmistir. Bu teknolojinin
uygulanmas1 bir¢ok calismada yol gosterici olmustur. Fareler iizerinde yapilan bu
aragtirmalar ile kriyo-teknikler iizerinde ilerlemeler saglanmasi bir¢ok arastirmanin da

ontinti agmistir (Whittingham vd. 1972, Tsang vd. 2010).

Biyoteknolojik yontemlerle disi ve erkek gametlerinden maksimum 6l¢iide faydalanarak
dol veriminin artirilmast saglanabildigi gibi embriyonun dondurulmasi ya da
vitrifikasyonu ile yerli gen kaynaklarinin saklanmasi ve soyu tiikkenmekte olan irklarin
korunmasi da basarilabilmektedir. Memelilerde embriyonun kriyoprezervasyonu,
iiremenin denetimi i¢in kullanilan yardimer iireme tekniklerinin en 6nemli pargasidir

(Massip 2001).

Embriyo dondurma calismalarinda embriyonun yasama giiciinii dogrudan etkileyen
nedenler olarak; ortamin kimyasal kompozisyonu, dondurmada kullanilan ¢ozeltiler,
embriyo sogutma diizeyleri, dondurulmus embriyolarin saklanmasi sirasindaki sicaklik
degisiklikleri ve embriyo ¢ozdiirme diizeyleri gibi dondurarak koruma faktorleri iizerinde
durulmustur. Bu  calismalarin ~ sonucunda; fare embriyolarmin  -150°C’de
dondurulduklarinda ve -196°C’de, 8 gilinden fazla bir siire saklandiklarinda canliliklarini
yitirmedikleri ve ¢6zdlirme sonrasinda embriyolarin yiiksek yasama diizeylerine (%50-
70) sahip olduklar tespit edilmistir. Sonraki ¢aligmalarda, embriyolar -196°C’de 8 ay
kadar bir siire saklanmistir. Bu embriyolarin yasama diizeyleri ise %100’e kadar

yaklagmistir (Whittingham vd. 1972, Massip 2001).

Memeli embriyolarin kriyoprezervasyonu, klonlama, embriyo transferleri, genetik
kaynaklarin korunmasinda ve tarimsal alanda onemli yer tutmaktadir. Diinya ¢apinda
yogun aragtirma programlarinin sayesinde, 1982°de ilk IVP (In Vitro Uretim) buzaginin
dogumundan sonra, sigir IVP’s1 6nemli sekilde ilerlemekle birlikte bu {imit verici
teknigin daha genis ticari kullanimi, hala baz1 eksiklikler ile sinirlanmaktadir (Mermillod
vd. 2006).



IVP birkag yontemin beraber kullanimi olup, alt1 basamaktan olusmaktadir (Mermillod
vd.2006).

1. Oosit Toplama 4. In Vitro Kiiltiir (IVC)
2. In Vitro Maturasyon (IVM) 5. Dondurma
3. In Vitro Fertilizasyon (1VF) 6. Embriyo Transferi

Bu teknigin iyilestirilmesi yalnizca bu metotlarin biitiinlinlin saglam yiiriitiilmesi ile
miimkiindiir ve her bir asamadaki eksiklik, kusur veya kiigiik bir degisiklik, elde edilen
embriyolarin miktar1 ve kalitesi lizerinde dnemli derecede etkili olmaktadir. Bu yiizden
IVP’yi iyilestirme amaciyla yapilan ¢aligmalar bu metotta uygulanan tiim yontemleri goz

Ontine almalidir.

Yapay iireme teknolojilerinin gerekli pargasi olan embriyo kriyoprezervasyonu, in vitro
embriyo iretimiyle {iretilmis embriyolarin depolanmasina izin vererek {lilkeler arasi
embriyo aligverisine de olanak saglamaktadir. In vitro kosullarinda iiretilen embriyolarin
dondurma yetenegini iyilestirmek igin iki farkli yaklasim mevcuttur. Ilk olarak iiretilen
embriyolarinin kalitesini iyilestirmek ve digeri ise dondurma metodunu iyilestirmektir

(Tsang vd. 2010).

Donmus in vitro embriyolari ile elde edilen gebelik orani taze in vitro embriyolari ile elde
edilen sonuglardan Onemli derecede azdir. Bu nedenle giinlimiizdeki IVP’nin
yayginlagsmasini kisitlayan en 6nemli faktér dondurma isleminin oldugu belirlenmistir
(Thibier 2005). Enright vd. (2000) ve Galli’ye (1996) gore olusan embriyo sayisi
acisindan IVC ile in vivo embriyo {iretimi arasinda farklilik bulunmamasina ragmen

embriyo kalitesi bakimindan 6nemli farkliliklar elde edilmistir (Gjorret vd. 2003).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 in Vitro Embriyo Uretimi

2.1.1 Ovaryum toplama islemi ve laboratuvara aktarimi

Sigir, kegi, koyun ve mandanin ovaryum tasinmasinda yaygin 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) kullanilmaktadir.

Graniiloza hiicrelerinde apoptozisi 6nlemek i¢in kisrak folikiilleri Hepes ve Hanks tuzlari
ile tamamlanmis M 199 ortaminda 20-30 °C’de 3 saatten daha az siire kalmalidir. Ancak
kiimiiliis hiicrelerinin morfolojisini korumak i¢in ovaryumlar 0osit toplama isleminden 2
saat dnce 35-37 °C’de tutulmalidir. Ayrica, oositin kromatin bi¢im degisimini dnlemek
i¢in ovaryumlar 35-37 °C’de 6 saatten az saklanmalidir. Sonug olarak eger ovaryumlar
oosit maturasyon amagli ¢alismalarda kullanilacaksa ovaryumlarin oosit toplamadan 6nce
4-6 saat 35-37 °C’de saklanmasi gerekmektedir (Pedersen vd. 2004). Gomez vd. (2012)
tarafindan yiritilmis olan bir arastirmada kisrak ovaryum pargalari PBS (Fosfat
Tamponlu Tuz Soliisyonu) ve MEM (Minimum Esansiyel Medyum) soliisyonlarinda 4,
20 ve 39 °C sicaklikta 4, 12 ve 24 saat siire boyunca tutuldugunda morfolojik
degerlendirme sonuglarina dayanarak 4 saat siirede 4 °C sicaklikli PBS uygun
bulunmustur. Ayrica Garcia-Alvarez vd. (2011)’e gore 5-8 °C sicaklikta serum fizyolojik
ortaminda taginan Iber kirmizi1 geyik ovaryumlarinda, 20-25 °C sicaklikta tasinanlara gore
daha ¢ok boliinme (cleavage) goriilmiistiir. Ancak Di Francesco vd. (2007)’ne gore diisiik
sicaklikta serum fizyolojik ortaminda ovaryum tagima hem bdliinme oranini, hem de

blastosit oranini iyilestirmistir.

Wang vd. (2011) ¢alismalarinda mezbahadan alinan ovaryumlardan elde edilen oositler,
OPU (Ovum Pick Up) yontemiyle canli hayvanlardan elde edilenlerle karsilastirildiginda

gelisim yeteneginde bir diisliklik oldugu goriilmistir. Oositlerin kalitesindeki bu



farkliliklarin, IVP esnasinda oosit iizerine yiiklenen strese bagli olduguna inanilmaktadir.
Ovaryumlar hayvandan ayrildigi zaman stres baglar, depolama sicakliginda veya
ovaryum taginirken koruma soliisyonunda hafif bir degisim, in vitro fertilizasyonu (IVF)
veya somatik hiicre niikleer aktarimini (SCNT) izleyen oositlerin gelisimsel yetenegi

tizerinde 6nemli etki olusturur.

2.1.2 In vitro kosullarinda Kiiltiir (1VC)

Olgunlasmamis oositlerin yaklasik olarak % 90’1, kizginhik dongiisiiniin farkl
asamalarinda folikiillerinden toplandiktan sonra niikleer maturasyon gegirirler; bunlarin
yaklasik % 80’1 dollenebilir ve en az bir boliinmeyi gegirip, iki-hiicre asamasina ulasirlar.
Ancak bu zigotlarin % 30-40’1 blastosist agsamasina erisebilir. Déllenme sonrasi diisiik
blastosist iiretimi, déllenmeden sonra embriyo kiiltiir ortaminin 6nemini gosterir. Oositin
kendine 6zgii kalitesi, onlarin blastosist asamasina kadar gelisim oranlarini belirlerken,
fertilizasyon sonras1 kiiltlir ortami, blastosist kalitesi lizerinde en biiyiik etkiye sahiptir
(Rizos, ve digerleri, 2003). Fertilizasyon sonrasi kiiltiir ortami sadece embriyolari
gelistiren ortam degildir; ayrica beraber kiiltiire tabi tutulan embriyolarin sayisi, kiiltiir
ortamina embriyonun orani ve diger etmenleri de kapsamaktadir (Lonergan vd. 2006).
Fertilizasyondan sonra, varsayimsal zigotlar fertilizasyon ortamindan alinip, embriyo
kiiltir ortaminda 3 kere yikandiktan sonra ciftlik hayvanlarinda (Cizelge 2.1) 7 giin
boyunca kiiltiir ortaminda 38.5 °C’ta % 5 CO2’li nemli atmosferli havada kiiltiire birakilir.
In vitro’da embriyo gelisimi, somatik hiicreler ile beraber kiiltiir, kiiltlir ortamina
antioksidan eklenmesi ve oksijen yogunlugu gibi birka¢ faktdr tarafindan
etkilenmektedir. Kiiltiir damlaciginda mevcut embriyolarin sayist diger faktordiir;
embriyolar grup halinde kiiltiire konuldugunda, tek tek kiiltiire konan embriyolardan daha
iyi gelisirler. Embriyo gelisiminde grubun etkisi muhtemelen autokrine-parakrine
tarzinda etki eden embriyonik faktorlerin salgisindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (Pereira
vd. 2005).



Cizelge 2.1 Ciftlik hayvanlarinda IVC siiresi

Hayvan In vitro’da kiiltiir Kaynak
tiird siiresi (giin)
Sigir 7 (Galli vd.2005)
Kegi 5-7 (Samake vd. 2000, Izquierdo vd. 2002)
Koyun 7 (Baldassarre vd. 1996)
Deve 7 (Khatir ve Anouassi 2006)

In vitro tiretilmis s1gir zigotlart koyun oviduktu iginde kiiltiire konuldugu zaman blastosist
asamasina erigen oositlerin oranini etkilemeden 6nemli 6l¢iide blastosistlerin soguga
kars1 dayanikliligini iyilestirir. Bu farkliliklarin en az bir kismi, dogrudan dogruya
ultrastriiktiirel diizeydeki farkliliklara baglanabilir. Rutin in vivo embriyo kiiltiirii hem
pratikteki giicliikler hem de hayvan refahi ile ilgili kurallardan dolay1 tercih
edilmemektedir (Rizos vd. 2001).

Embriyodaki yiiksek yipranma orani biyolojik veya genetik kusurlardan dolayr ortaya
cikabilir. Bu kusurlar, kisirlik gdsteren bireylerin embriyolari, optimum olmayan kiiltiir
ortamlarinin bilesimi, kiiltiiriin fiziksel parametreleri veya bunlarin hepsinin birlesimidir
(Melin vd. 2009). Bu yiizden yiiksek kaliteli embriyo {iretimini garanti altina almak igin

in vitro kiiltiir sistemlerinin iyilestirilmesi gerekmektedir.

2.1.3 Kiiltir ortamm

In vitro déllenmis oositler i¢in farkli kiiltiir ortamlar1 vardir. Bunlar formiilasyonlaria

gore siniflanabilirler:



Tanimlanmamig ortamlar

Serum, bu kiiltiir sistemlerinin ana bilesenlerinden birisidir. In vitro embriyo iiretiminde
en cok tartisilan husus, serum kullanimidir. Ciinkii kimi aragtirmalar in vitro embriyo
tiretimi esnasinda serum bulunan kiiltiir ortaminda bazi gelisim bozukluklarinin ortaya
ciktigini  gostermislerdir (Thompson vd. 1995, Sinclair vd. 1998). Oysa ¢ogu
arastirmalarin sonucuna gore kiiltlir ortamina serum eklenmesi oositin gelisme yetenegine
ve implantasyon Oncesi embriyolarin iizerine olumlu etkisinin oldugu goriilmektedir
(Vanderhyden vd. 1989, Carolan vd. 1995, Thompson vd. 1998, Tavares vd. 2008, Leivas
vd. 2011).

Serum yerine makromolekiiller veya sentetik serum konuldugunda embriyo iiretiminin
azaldigi gosterilmistir (Wang vd. 1997, Sagirkaya vd. 2004). Ancak serum konusundaki
tartismalara ragmen, embriyo liretiminde kullanilan ortamlarin hemen hemen hepsinde
serum kullanilmaktadir (Gomez vd. 2008). BSA (Sigir serum albumini) veya serum
icermeyen kiiltiir ortamlarinda iiretilen embriyolarda metabolik faaliyetinde farkliliklar

goriilmiistiir. Ayrica daha diisiik gelisme yetenegine ve daha az hiicre sayisina sahip

olduklar1 da bildirilmistir (Duque vd. 2003).

Amino asitler, vitaminler, enerji ortamlar1 ve biiyiime faktorleri gibi embriyoya ¢ok
yararli faktorleri saglayan serumun, kiiltiir ortamlarin1 embriyotoksik faktorlerle de
bulastirabildigi sOylenilmektedir. Serum genellikle bifazik etki (ilk hiicre boliinmesini
engelleyip daha ileri embriyo gelisimini uyarir) ile blastosist oranini artirir (Camargo vd.
2006). Blastosist miktarin1 artirmasina ragmen, serum ayrica sitoplazmik lipitlerin
birikimini artirir ve kriyopreservasyondan sonra embriyonun yasama yetenegini azaltip
(Abe vd. 2002, Sudano vd. 2011), embriyo erkek/disi cinsiyet oranini erkek lehinde

artirmaktadir.

Somatik hiicreler ile beraber uygulanan Kiiltiir sistemleri de tanimlanmamis kiiltiir

sistemlerinde yer almaktadir. Somatik hiicrelerin embriyotrofik etkiye sahip oldugu



kanitlanmistir. Bu etkiler; daha hizli boélinme, daha yiliksek blastosist orani, az
pargalanma orani, blastosist hiicre sayilarinin artmasi, morfolojik goriiniis veya dereceyi
iyilestirme, genislemis blastomerlerin kalitesini iyilestirme, apoptozisin azalmasi,
hatchingi kolaylastirma, transferden O6nce yasama yetenegini koruma, gebelik oranini

iyilestirme ve canli dogumlar1 artirma gibi 6zellikleri igermektedir (Orsi vd. 2007).

Kiiltiir kosullarint iyilestirmek amaciyla uygulanan cesitli teknikler arasinda ovidukt
epitel hiicreleri, uterus fibroblastlari, kiimiiliis hiicreleri ve trofoblastik keseleri gibi
somatik hiicreler ile ko-kiiltiir sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Hosseini vd. 2008).
Ko-Kiiltiir, potansiyel olarak in vivo g¢evresini taklit eden basit bir modeldir (Orsi vd.
2007). Oositler ile somatik hiicreler beraber ko-kiiltiir edildiginde genellikle yiiksek
gelisim orani ve iyi kaliteli blastosist elde edilir. Bu blastosistler in vitroda tiretilen
embriyolarla karsilastirildiginda soguga daha dayanikli (kriyotolerans) ve daha yiiksek
gebelik oranlarina sahip olduklar1 belirlenmistir (Feugang vd. 2009). Yardimci veya
besleyici somatik hiicreler tarafindan kiiltiir ortamina ¢esitli biiyiime faktorlerinin
eklendigi kanitlanmistir. Bu hiicreler bliylime faktorleri eklemekle kalmayip ayrica kiiltiir
ortamindan toksik maddeleri uzaklastirarak morfolojik yonden saglikli embriyo

gelisimini olumlu yonde de etkilemektedir (Parikh vd. 2006).

Oosit ve zigotlar iizerine somatik hiicrelerin etkisi ¢esitli faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Somatik hiicrelerin kiltiir metodu, kiltiir ortami, somatik hiicrenin tiirii
ve somatik hiicrenin eklendigi asama (IVP asamasi) ko-kiiltiir sonuglarini etkileyen en
onemli faktorlerdendir. Tek katman (monolayer) ovidukt hiicreleri iizerine %10 FCS
(S1g1r cenin serumu) ile tamamlanmis M 199 ortamda kiiltiir edilen tek-hiicreli zigotun tek
katman olmayan siispansiyon ortamindaki zigottan daha iyi gelistigini gostermistir.
M199+FCS ve Hams-F10+FCS ortamlariyla tek katman ovidukt hiicreleri iizerine ko-
kiiltir edilen koyun zigotlarmin gelisimi arastirildiginda, M199+FCS en yiiksek diizeyde
etkili oldugu goriilmiistiir (Rexroad vd. 1988).

Somatik hiicre kaynagi ve muamelesi (6rnegin kriyoprezervasyon, hormona maruz

kalma, perflizyon gibi), temel ortamin kompozisyonu, kiiltiir metodu, serumun varligi,



mikro damlacik/agik kiiltiir, gaz/oksijen yogunlugu, sicaklik, somatik hiicre substrati ve
ortama dahil edilmis tamamlayicilar (gliitasyon, glisin, alanin, hemoglobin) gibi cesitli

parametrelerin etkilesimiyle ko-kiiltiiriin basarisini degistirmektedir (Orsi vd. 2007).

Yar1 tanimlanmig ortamlar

Embriyonik ve fetal gelisim {izerine serumun muhtemel zararli etkilerinden dolay:
serumsuz kiiltiir sistemleri incelenmistir. Yart tanimlanmis kiiltiir sistemi genellikle
serum yerine albumin katilarak yapilir. Boylece serumun potansiyel olarak zararli

bilesenlerinin ¢ogu yok edilir (Camargo vd. 2006).

Tamamen tanimlanmis ortam

Albuminin yerini polivinil alkol ve polivinil pirrolidon (PVP) gibi makromolekiillerin
aldig1, protein igermeyen ortamlar olarak tanimlanmaktadir. Daha 6nce ortaya konulmus
gortiglere gore in vitro kosullarda déllenmis sigir embriyolari protein icermeyen kiiltiir
sistemlerinde gelisebilirler. Serum, ko-kiiltiir ve albuminin olas1 zararli etkilerinin
eliminasyonu bu sistemin avantajidir. Ayrica bu sistem kiiltiir kosullarinin daha iyi
kontroliine izin vererek, embriyo kiiltiir ihtiyaglarini degerlendirme amaciyla planlanmis
arastirmalart kolaylastirir. Ancak, tam tarif edilmis kiiltiir sistemlerinin kullanimiyla
blastosist elde edilmesi ile ilgili arastirma sonuglari biribiriyle uyumlu olmayip
cogunlukla yar tarif edilmis sistemlerle kiyaslandiginda daha az embriyo iiretimi
saglamaktadir. Bu nedenle bu tiir kiiltiir sisteminin ticari kullanimi1 kisitlanmaktadir. Tam
tarif edilmis kiiltiir sisteminde ko-Kkiiltiir veya serumun koruyucu etkisi olmadigi i¢in bu

sistem toksik bulagsmaya ve oksidatif strese kars1 daha duyarlidir (Camargo vd. 2006).

2.2 Embriyo Kalitesini Belirlemek Amaciyla Kullanilan Kriterler

Basta sigir olmak iizere ¢iftlik hayvanlari ile insanlar {izerinde yapilan arastirmalarda

yiiksek kalitedeki embriyolarin aktarimindan daha yiiksek gebelik oranlari elde edilmistir.



Bu sonuglara gére embriyo morfolojisi ile ET arasinda bir iligki s6z konusudur (Pomar
vd. 2005). Ayrica, in vitro iretilen embriyolarin ET sonuglart ile in vivo embriyolarinin
ET sonuglart kiyaslandiginda oOnemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. ET’den sonra
kuzulama, buzagilama ve oglaklama oran1 in vivo embriyolarinda sirasiyla % 75, % 76
ve % 71 olurken in vitro embriyolarinda ise sirasiyla % 32, % 30 ve % 47°dir (Cognie vd.
2003, Pedersen vd. 2004). Ayrica, kromozomlarda anormal gelisimler in vivo
embriyolarinin morfolojisinde belirli degilken, IVP embriyolarinda ise daha belirgindir
(Pomar vd. 2005). Embriyolarin degerlendirilmelerinde sadece morfolojik kriterlerin
kullanilmas yeterli olmadigindan hiicre sayis1 degerli bir kriter olmaktadir. Gergekten, in
vivo blastosistlerinde kalite azalirken blastosistlerde ortalama hiicre sayist da
azalmaktadir . Bu yiizden embriyo kalitesi degerlendirilirken i¢ hiicre kiimesinin (IHK)
trofektoderm hiicrelerine (TH) orani, apoptozis, soguga kars1 dayaniklilik (kriyotolerans)

ve metabolik aktivasyon gibi kriterlerin 6l¢iimii 6nem tasimaktadir (Iwasaki vd. 1990).

2.2.1 iHK:TE oram

Yaklasik %82’si normal morfolojik goriintiiye sahip olan embriyolarin sadece % 17’sinin
normal gebelik sagladigini goésteren Papaioannou ve Ebert (1986)’e gore in vitro
kosullarinda gelisen embriyolarda hiicre sayisi in vivo iiretilen embriyolardan daha az
bulunmaktadir. Ayrica, normal implantasyon dncesi gelisim i¢in hem IHK ve hem de
TH’nin yeterli olmalar1 gereklidir (Van Soom vd. 1997). Bu yiizden embriyo Kkalitesi

6l¢limii i¢in bu deger en 6nemli kriterlerden birisi olarak dikkate alinmustir.

Plasentalilarda blastosisti olusturan hiicreler, IHK ve TH’dir. Bu hiicreler farkli
morfolojik, immiinolojik, endokrinolojik ve metabolik 6zelliklere gore tanimlanmaktadir
(De la Fuente vd. 1997). IHK embriyonun biitiin dokusunun ve dis zarlarmin bir kisminin

olusumunu saglarken, TH genellikle plasentanin dis tabakasini olusturur(Koo vd. 2002).

Bir blastosistin kalitesi; hem belirgin blastosol hem de orak sekilli hiicrelerden meydana

gelen TH ile belirlenmektedir (Ebner vd. 2003). Embriyolarda canlilik azalmasi,
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[HK’indeki hiicre sayisindaki azalmayla belirlenmektedir. Bu nedenle, IVF
blastosistleriyle elde edilen diisiik gebelik oranlar1 IHK hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunun diisiik olmasindan dolay1 ortaya ¢ikabilmekte oldugu s6ylenmektedir.
Fetiisiin basaril1 sekilde bilyiimesi, implantasyon zamanindaki IHK ve TH’nin yeterli
miktarda bulunmasina bagl olup IHK:TH oranmi embriyonun yasina, iiretim kosullarina
ve sistemlerine bagl olmaktadir. IHK ve TH’ni ayrimc1 boyama teknigi ile ayrilmasi,
embriyo kalitesini degerlendirmesi igin kullanighi bir yontem olarak oOnerilmektedir

(lwasaki vd. 1990).

2.2.2 Apoptozis

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), ¢ok hiicreli organizmalarin saglikli ve normal
sekilde gelismesinin bir parcasidir. Cesitli uyaricilarin etkisiyle hiicre Sliimii ortaya
cikmaktadir ve bu oliimler apoptozis esnasinda kontrollii olarak gergeklesmektedir.
Kontrollii hiicre 6liimiine neden olan apoptozis, hiicre Sliimlerinin diger bi¢imi olan
nekrozisten bu nedenle ayrilmaktadir. Yani, nekroziste hiicre 6liimleri kontrolsiiz olarak
ortaya ¢ikmakta, hiicrelerin ¢6ziilmesi iltihaplara neden olurken olasi veya ciddi saglik
sorunlara da yol agmaktadir. Hiicrelerin veya dokularin biiylik bir kismi nekrozisten
etkilenip hiicre sismesine ve hiicre zar1 yirtilmasina neden olmaktadir (Dash 2014).
Nekrozisin aksine apoptozis isleminde hiicreler aktif rol oynayarak kendi dliimlerine
neden olurlar. Ayrica apoptozis tipik olarak yalnizca tek hiicreyi etkilerken, nekrozis

hiicre kiimesini veya dokulari etkilemektedir (Betts vd. 2001).

Apoptozis; implantasyon 6ncesi bilyiime asamasinda olan embriyolardaki fazla hiicreler,
anormal hiicreler veya potansiyel olarak tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde
kritik bir olgudur (Gjorret vd. 2003). Ayrica, apoptotik hiicrelerin yiiksek seviyede
bulunmast anormal embriyo morfolojisi ile baglantilidir. Apoptozis indeksinin belli bir
esigi agmast  durumunda embriyonik biiylimenin devamimin tehlikeye girdigini
gostermektedir. Ayrica apoptozis isleminin gorevi, embriyolardan anormal hiicrelerin
¢ikarilmasidir. Apoptozis, in vivo embriyonik gelisimin normal bir pargasi olmasina

ragmen in vitro embriyo iretim sistemlerinde muhtemelen optimumun altindaki
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kosullardan dolay1 ortaya ¢ikabilmekte (Hardy 1999, Matwee vd. 2000) bu nedenle IVP

embriyolarmin kalitesini belirlemek amaciyla kullanilabilmektedir.

2.3 Kriyoprotektan Maddeler

Kriyobiyoloji biliminde en biiylik gelisme 1900’li yillarin ortalarinda kriyoprotektan
maddelerin bulunmasiyla kaydedilmistir. Kriyoprotektan maddeler, hiicreleri ve
membranlarini  dondurma prosesleri sirasinda meydana gelebilecek hasarlardan
korumaktadir. Bu maddeler hiicrelerin 6liimiine sebep olan veya hiicrelerde hasar
meydana getiren hiicre i¢i buz kristallerinin olusmasin hiicre igerisindeki suyu alarak
onlemektedirler (Fuller 2004). Son yillarda hiicrelerin kriyoprezervasyonunu optimize
etmek amaciyla sukroz, trehaloz ve BSA gibi, hiicre hasarint ve hiicre kaybini1 azaltan
cesitli sekerler ve proteinler, dondurma soliisyonlarina, membran stabilizatorii olarak
katilmaktadir (Shaw 1989, Fuller 2004). Kriyoprotektif maddeler her ne kadar hiicre i¢i
stvinin  digart akmasini saglayarak  donma sirasinda, kiicik ve ¢ok sayida buz
kristallerininin olugmasini saglasa da, toksik etkilerinden dolay1 embriyolarla uzun siire
muamele edilmemelidir. Kriyoprotektanlara bagli olarak hiicre membraninda ve lipid
yapisinda meydana gelen degisiklikler nedeniyle, ¢ozdiirme sonrasinda, hiicrede hizl
sisme ve suyun tekrar hiicre igine girmesi sonucu embriyolar gelisimlerine devam

edememektedirler.

2.3.1 Intraselliiler kriyoprotektan maddeler

Hiicre igerisine gecebilen donma sirasinda hiicreyi koruyan maddelerden en az biri
dondurma c¢ozeltilerinin igerisinde kesinlikle bulunmalidir. Osmotik basing farkindan
dolay1 hiicre i¢i sivi bu dondan koruyan maddeler ile yer degistirir. Boylece hiicre i¢inde
buz kristallerinin olusumu engellenmis olunur (Pedro vd. 2005). Hiicre igerisine niifuz
eden dondan koruyan maddeler; Dimetilsiilfoksit (DMSO), Gliserol (GL), Etilen Glikol
(EG), 1.2 Propanediol, 2.3 Biitanediol, Propilen Glikol ve diger baz1 alkol gesitleridir.
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Bu kriyoprotektanlar i¢cinde DMSO, Rowe karisimi ve gliserol en sik kullanilanlar
arasindadir. DMSO ve gliserol intraseliiller kriyoprotektan maddeler sinifinda yer
almaktadir. Gliserol hiicreler icin DMSO’dan daha az toksik olmasma ragmen
caligmalarda daha ¢ok DMSO tercih edilmektedir. Clinkii DMSO, GL’e gore hiicre igine
daha hizli diffiize olabildiginden daha yiiksek kriyoprezervatif 6zellige sahiptir (Fuller
2004, Kartberg vd. 2008). Rowe karigimi ise bir ekstraseliiller kriyoprotektan madde olan
sorbitol ile bir intraseliiler kriyoprotektan madde olan GL’lin karisimindan hazirlanan ve
Ozellikle eritrositlerin ~ kriyoprezervasyonunda basarili  bir sekilde kullanilan

kriyoprotektan maddedir (Pedro vd. 2005).

Blastosist sathasindaki sigir embriyolarmin dondurulmasinda etilen glikol ve gliseroliin
propilen glikolden daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmektedir (Tachikawa vd.
1993). internal &zellikli kriyoprotektan maddelerin  yamisira, bazi  eksternal
kriyoprotektanlarin (sakkaritler, antioksidanlar) hiicre disinda kriyoprotektif etki
gosterdikleri son zamanlarda anlagilmig, sperma sulandiricilarinda kullanilmaya

baslanmustir (Fuller 2004, Tsang vd. 2010).

2.3.2 Ekstraselliiler kriyoprotektan maddeler

Eksternal kriyoprotektanlar (hiicreye penetrasyon 0zelligine sahip olmayanlar)
ekstraselliiler etkilerinden dolayi, hiicre membranindaki esneklik kaybini onledikleri,
membran proteinlerinde stabilizasyon sagladiklari, ekstraselliiler ortamda gelisen

kristalizasyonu azalttiklar1 ve gelisen lipit peroksidasyonunu minimize ettikleri

bilinmektedir (Fuller 2004).

Eksternal kriyoprotektan olarak gorev yapan sakkaritlerden trehaloz, iki D-glikoz
molekiiliiniin baglanmasiyla olusmus bir disakkarit bilesigidir (Richards vd. 2002). Tam
olarak etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, spermatozoa plazma membranina penetre
oldugu, donma ve ¢oziinme esnasinda membran fosfolipitlerinin polar bag gruplartyla

hidrojen baglar1 kurarak yiizey artis1 sagladigt ve ozmotik tamponlayict goreviyle
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ozmotik soka kars1 koruyucu etkin gosterdigi, serbest oksijen radikallerinin salinimini

azalttigi ileri stiriilmektedir (Gao vd. 2000).

Bu gruptaki donmada koruyucu maddeler diisiik molekiil agirlikli ve yiiksek molekiil

agirlikli maddeler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

-Hiicre icerisine gecebilen diisiik molekiil agirlikli maddeler: Bu maddelerin temel gorevi,
hiicre icinde mevcut olan suyu disar1 ¢ikararak hiicrede suyun giderilmesini saglamaktir.
Hiicre i¢i stvinin uzaklagtirilmasi ile donma sirasinda meydana gelebilecek hiicre i¢i buz
kristallerinin olusumu engellenmis olur. Galaktoz, Siikroz, Glikoz, Trehaloz hiicre igine
niifuz eden diisiik molekiil agirlikli donmada koruyucu maddelerdir. Sekerler, donmada

korumada genellikle ozmotik tampon olusturmak amaciyla kullanilirlar (Pedro vd. 2005).

-Hiicre igerisine gegemeyen yiiksek molekiil agirlikli maddeler: Hiicrelerin dondurulmasi
ve ¢oziindiirilmesi sirasinda meydana gelen buz Kristallerinin meydana getirdigi zarari
minimum diizeye indiren maddelerdir. Buz kristallerinin sekil ve biiyiikliiklerinde
birtakim degisikliklerin olugsmasimi saglamaktadir. Bu maddelerden bazilar1 sunlardir:
Poli Vinil Pirrolidon (PVP), Poli Vinil Alkol (PVA), Sodyum Hyaluronat ve Hidroksi
Etil Nisasta ve buz kristallerinin olusumunu engelleyen antifriz proteinler (Pedro vd.
2005).

2.4 Embriyo Dondurma Yontemleri

Gelenekesel yavas sogutma ve vitrifikasyon, embriyo kriyoprezervasyonu i¢in iki ana

metottur.

2.4.1 Geleneksel yavas sogutma

Geleneksel yavas sogutmada, embriyolar daha diisik  konsantrasyonda

Kriyoprotektanlarla programlanabilir cihazda yavas prosediirle dondurulur. Geleneksel
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yontemle dondurulmus sigir embriyosundan ilk buzagi Willmut vd. (1973) tarafindan
elde edilmistir. Kriyoprotektan ¢ozeltisi olarak onceleri 1,5 M ve 2,0 M DMSO veya
1,36 M gliserol (Massip 2001) kullanilirken, sonralari embriyolarin dondurulmasi i¢in
gliserol-sukroz kombinasyonlar1 ile sogutma isleminden Once ortalama 10-15 dk
dehidrasyon gerceklestirilerek, - 7,5 °C’da seeding (kristallesmenin baglatilmasi) yapilip,
—25 °C’a kadar yavas dondurma yapilmigtir. Seeding, donma sicakligina ulasmamis
cozeltilerin de, embriyodaki soguk soku hasarin1 azaltmak igin spontan olarak
kristalizasyon sekillenmeden, -5 °C ile -7 °C sicakliklar arasinda manipiile edilerek
indiiklenmesi ve kristalizasyonun kontrol altina alinmasidir. Bdylece numuneler
arasindaki donma varyasyonu azaltilmakta, ekstraselliiler ortama hiicreden sivi gegisi igin
yeterli zaman saglanmaktadir. Seeding, geleneksel yontemle kriyoprezervasyonda
¢ozdiirme sonrasi embriyo canlilig1 i¢in gereklidir ve bu sicakliklara (-5°C ile -7,5°C) ¢ok
dikkatli gecilmesi gerekmektedir. Geleneksel yontemde embriyolarin ¢ozdiiriilmesi igin
ise havada 5-10 sn, sonra 25-28 °C’daki su banyosunda 15-20 sn tutulmasi ve
embriyolarin rehidrasyonu igin kriyoprotektan konsantrasyonu her defasinda azalan
cozeltilerde 15-20 dk gibi uzun siirede gecis gerekmektedir. Ancak bu yontemde
embriyolar, kriyoprotektan olarak adlandirilan dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sirasinda
soguk sokundan koruyan maddelerin toksik etkisine uzun siire maruz kalmakta ve
dondurma sirasinda intraselliller buz kristalizasyonu olusumundan dolay1 zona
pellusidada kirilma, hiicre membranlari ve iskelette bozulma ve metabolik bozukluklar
meydana gelmektedir. Bu tiir hasarlar hiicrenin metabolik fonksiyonlarinin aksamasina

ve dolayisiyla apoptoz ve nekrozla hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir (Leibo vd. 1993).

Geleneksel yavas sogutmanin prensibi dehidratasyona dayanir. Sogutma hizlari
embriyodan suyu ¢ikarmak i¢in en uygun hale getirilmistir. Bu sogutma, buz kristal
olusumundan dolay1r ortaya ¢ikan hasara engel oldugu halde, yiiksek tuz
konsantrasyonlarina maruz kalmadan ortaya ¢ikan ozmotik stresi ve kimyasal zehirliligi,
azaltir. Yavas sogutma metodu dnemli ozmotik etkilere sebep olmadan, hiicrenin i¢ ve
dis kisimlar arasinda soliisyon degistirmeye izin verir. Embriyonun donmaya gosterdigi
duyarlilik, gelisim asamasina ve gelistirildigi kiiltiir kosullarina baglidir. Bundan baska,

yavas sogutmanin basarist suyun hiicreleri terk edebilme hizi ile buza doniisme hizi
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arasindaki optimal dengeye baghdir. Denge, diisiik kriyoprotektant konsantrasyonlariyla
gerceklesir. Yavas sogutma hizi, sogutma esnasinda ortaya ¢ikan dehidratasyona izin
verir (Moore vd. 2006). Bu yontemde sogutma hizinin dikkatli kontrolii gerekmektedir.
Genel olarak islem, embriyonun donma noktasi etrafinda kriyoprotektantta 6n dengesi
(preekiilibrasyon), daha sonra az derecede asiri sogutma, buz tane olusumu ve sivi
nitrojenin igine embriyolarin transferinden Once embriyolarin kontrollii yavas
sogutmasini kapsamaktadir. Islemlerin karmasik tabiati ve nispeten saglayabilecegi
diisiik yararlar ve programlanabilen kontrollii sisteme gereksinim duyulmasi dikkate
alindiginda, bu yontemin genellikle embriyo kriyoprezervasyonu igin kusurlu oldugu
diistiniilir (Tsang vd. 2010). Ovum kiiltiir ortami, GL veya diger kriyoprotektantlar,
slikroz, ekilibrasyon ve sulandirmalar i¢in kullanilan soliisyonlardir. Embriyolar oda
sicakliginda 10 dk boyunca 1.4 M GL soliisyonunda ekilibre edildikten sonra hava
araliklariyla 3 kolon ovum kiiltiir ortaminin kullanimiyla 0.25 ml payetin igine yiiklenir.
Her kolon 1.4 M GL igerir. Embriyolar orta kolona yiiklendikten sonra tikag konulur.
Metal c¢ubukla -7°C’ye oOnceden ayarlanmis payetler programlanabilen derin
dondurucunun igine yerlestirilir. Sonra -0.5°C/dk’da -35 °C olan son sicakliga kadar
sogutulup, 15 dk siireyle derin dondurucunun iginde tutulduktan sonra sivilagtirilmig

azotun i¢ine daldirilir (Sekil 2.1), (Agca vd. 1998).

EarmiberyD
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Sekil 2.1 Sematik olarak 0.25 ml payetin iginde embriyo yerlesiminin gdsterimi

2.4.2 Vitrifikasyon

Vitrifikasyon olarak isimlendirilen oldukga hizli bir dondurma metodu, 1985 yilinda Rall
ve Fahy tarafindan bulmus ve bu metot daha sonra evcil hayvan embriyo teknolojisinde
yaygin bir sekilde uygulanmistir (Fahning vd. 1992, Kasai 1996, Gabor 2000).

Vitrifikasyonda embriyolar yiiksek konsantrasyonlu ¢ozeltiler ile muamele edilir. Bu
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metot, viskozitesi hizla artan soliisyonlar icerisinde buzlarin kristalize olmadan cam

benzeri katilasmasi olarak tanimlanir (Kasai 2000, Gabor 2000, Martinez vd. 2002).

Daha yeni bir metod olan vitrifikasyonda hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 buz olusumu
yok edilir ve yerini cama benzer bir goériiniim alir. Yeterince diisiik sicakliklarda
sollisyonlar ¢ok viskoz hale gelerek buz kristali olugsmadan, katilagma meydana gelir. Bu
katilagsma, dehidrasyon ve asir1 ¢abuk sogutma hizlar1 (15.000-30.000 °C/dk) ile meydana
gelen viskozitenin {ist diizeyde yiikselmesi sayesinde olur (Moore vd. 2006).
Vitrifikasyonda yiiksek kriyoprotektant konsantrasyonu, hiicre i¢i suyunun viskozitesini
artirdigi zaman, yeterli sogutma hizi temin edildiginde, hiicre igerigi katilasir. Bundan
dolay1 zararli buz kristal yapisi olusturmak i¢in su molekiilleri yeniden diizenlenemez.
Dogal olarak kriyoprezervasyon gergeklesir. Ancak hiicrenin en dis tabakasindaki cesitli
hiicresel yapilarin hayatta kalmasini garanti altina almak amaciyla donma 6nleyicisi (Anti
freeze) gerekli olmaktadir (Tsang vd. 2010). Vitrifikasyon, viskoz vitrifikasyon
sollisyonunda yapilir. Bu soliisyon, HEPES veya fosfat ile tamponlasmis temel ortam,
kriyoprotektant, makromolekiiller, sakkaridler ve proteinleri igerir. Farkh
konsantrasyonlarda ve farkli kosullar altinda, bu bilesenler gelencksel dondurma
protokoliinde de kullanilir (Moore vd. 2006). Degisik canlilarda ve degisik gelisim
safhalarindaki embriyolarin vitrifikasyonla dondurularak muhafazasi ¢alismasinda, EG,
Fikol ve Sakkarozdan olusan bir karisimin etkili oldugu tespit edilmistir (Kasai 1996,
Morris 2007). Memeli embriyolarinin vitrifikasyonunda, % 40’lik EG igeren Fikol 70’in,
PEG(Poli Etilen Glikol)’den daha az toksik oldugu tespit edilmistir (Kasai 2000, Morris
2007). Kimyasal maddelerin zararl etkilerini azaltmak i¢in, kriyoprotektanlarla muamele
zamani kisaltilmali, diisiik toksisiteli kriyoprotektanlar kullanilmali ve kriyoprotektan

yogunlugu azaltilmalidir (Ohboshi 1998, Tsang vd. 2010).

Memeli embriyolarinin dondurulmasi igin, gegirgen olan komponentlerden, GL, DMSO,
Propilen Glikol (PG) (1,2-propandiol), EG, Asetamid, gecirgen olmayanlardan, Galaktoz,
Sakkaroz, Trehaloz gibi sakkaritler ve makro molekiillerden, PEG, Polivinil pirolidon
(PVP), Sigir Serum Albumini (BSA) ve Fikol 70 kullanilmaktadir (Morris 2007, Kartberg
vd. 2008). Fare embriyolarinda kriyoprotektanlarla yapilan toksisite testinde, EG’nin en
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az toksik oldugu, bunu sirastyla GL, DMSO, PG’nin izledigi ve Asetamid’in ise toksik
oldugu bulunmustur. Vitrifikasyon soliisyonunda sakkarozun bulunmasinin toksik etkiyi

azalttig1 tespit edilmistir (Kasai 1996, Kim 2006, Kartberg vd. 2008).

Vitrifikasyon  yalnizca  olgunlasmamis  GV(Germinal  Vezikiil)  oositlerin
Kriyoprezervasyonu i¢in degil, in vitro mature edilmis sigir oositlerinin, prekompaksiyon
asamasindaki ve ileri gelisme sathasindaki sigir embriyolarinin, yiiksek lipid i¢eriginden
dolay1 dondurmaya yiiksek ol¢iide duyarli in vitro gelistirilmis embriyolarin ve in Vivo-
in vitro gelistirilmis uzamis embriyolarin dondurulmasi i¢in de uygun oldugu
goriilmistiir. Vitrifikasyon yontemi oositlerin kryoprezervasyonu kadar, geleneksel
dondurma yonteminin olumsuz sonuglara neden oldugu in vivo gelistirilmis embriyolar
kadar in vitro embriyonun ileri gelisme safhalari icin de uygun bulunmustur. in vitro
kosullar embriyonun dondurma islemlerine karsi hassasiyetini artirmaktadir (Mermillod
vd. 1993). in vitro gelistirilmis 6zellikle erken dénem embriyolar, artmis intraselliiler
lipid igerigi ve daha kii¢iik inner cell mass (ICM-Embriyonik disk hiicresi) nedeniyle, in
vivo olanlara gore sogutmaya ve diger c¢evre kosullarina daha duyarli oldugundan
vitrifikasyon in vitro gelistirilmis embriyolarin dondurulmasi i¢in en ideal yontemdir.
Hatta santrifiijle bu lipid damlaciklarinin uzaklastirilmasinin embriyonun dondurmaya
kars1 direncini artirdigi tespit edilmistir. Ciinkii vitrifikasyonda miimkiin olan en kiigiik
hacimde kullanilan vitrifikasyon soliisyonu igerisindeki embriyolar, yogun
kryoprotektanlara ¢ok kisa bir siire maruz kaldiklar gibi, vitrifikasyonla embriyolarin en
hassas olduklar1 sicaklik araligi da (15 -5°C) ¢ok hizli gecilmektedir (Dattena vd. 2000).
Ustelik OPS(open pulled payetler), cryoloop ya da cryotop ile yapilan vitrifikasyonda
kryoprotektan soliisyonunun miktar1 ¢ok diisiik oldugundan (0,5 ul), embriyolar 0,25
ml’lik payetlerde yapilan vitrifikasyon isleminden 10 kat daha hizli dondurulmus olur.
Ayrica kiigiik hacimlerde yapilan vitrifikasyon isleminden sonra, embriyonun
rehidrasyonu ¢ozdiirme soliisyonuyla temastan hemen sonra meydana gelir. Boylece
¢cozdiirme isleminin toksik ve ozmotik etkileri yok edilmis olur(Vajta vd. 1996).
Payetlerde vitrifiye edilen embriyolarda zona kirilmalar1 % 27 oraninda gergeklesirken,
kiiciik hacimlerde vitrifikasyonda % 1’1 gegcmez. Bununla beraber blastosist gibi ileri

gelisme donemindeki in vitro embriyolar geleneksel dondurma ydntemini bile tolere
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edebildigi gibi (Hasler 1998), in vitro gelistirilmis sigir blastosistlerinin
vitrifikasyonundan % 60-94 oraninda zona pellusidadan ¢ikmis (hatched) in vitro
embriyolarin, ¢6zdiirme sonrasi 24 saatlik kiiltiir sonunda % 81 reekspansiyon
yapilabilmistir (Sekil 2.2). In vivo embriyolarin kryoprezervasyonu igin gelistirilmis
prosediirler in vitro embriyolarin vitrifikasyonuna adapte edilmis, hatta in vitro kiiltiiriin
erken gelisme sathasindaki embriyolarin vitrifikasyonu ve ¢ozdiiriilmesi sonrasi yiiksek
oranda blastosiste doniistiikleri goriilmiistiir (Dinnyes vd. 2000). Ustelik vitrifikasyon
embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi alici hayvanlara direkt transferine olanak saglayan, basit

ve basaril1 bir kryoprezervasyon yontemidir.

Vitrifikasyon yontemi ile dondurma i¢in dondan koruyucu madde; hiicre igerisine alinir,
fakat kristallesme olusmaz. Bu metot ile SOgutma sirasinda hiicre igerisinde viskozite son
derece yiiksek olur. Viskozitenin yogun olmasi camsi yontem ile yapilan dondurmanin
basarisin1 dogrudan etkiler. Neticede hiicre iginde buz kristalleri sekillenmez. Bu nedenle
hiicre igerisinde vitr6z yani camsi bir goriiniim elde edilir (Dinnyes vd. 2000, Martinez
vd. 2002, Moore vd. 2006).

Vitrifikasyon yontemi ile dondurma siiresince olusabilecek zararli yan etkileri en aza
indirgemek veya Onlemek amaciyla camsi dondurma c¢dozeltilerine hiicre icerisine
gegebilen bazi makro molekiiller ve sekerlerin ilave edilmesi gerekmektedir. Ancak,
hiicre icerisine gecebilen c¢esitli dondan koruyucu maddelerin de camsi dondurma
cozeltileriyle birlikte kullanilmasi, donma islevinin saglanmasi igin gerekli ozmotik
denge siiresinin kisa tutulmasi, iki agsamali olarak uygulanmasi, olas1 zararli yan etkileri

onemli derecede engelleyecektir (Palazt vd. 1996).
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Sekil 2.2 Dondurulmus ¢6ziilmiis sigir oositlerinin kullanimiyla IVF araciligiyla elde
edilen zona pellusidadan ¢ikmis (hatched) blastosistler

Vitrifikasyon yontemi ile dondurma tekniginin uygulanmasinda en onemli amag¢ olan
hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunun ve ¢6ziindiirme sirasinda devitrifikasyonun
onlenmesi amaciyla bazi uygulamalarin yapilmasi gerekmektedir. Vitrifikasyon siireci
sirasinda hiicre igerisine gegmis ve donmus haldeki koruyucu maddelerin ¢ézdiirme
sirasinda hiicre igerisinden disariya alinmas ile hiicre igerisinde buz kristallerinin yeniden
ve daha hizli sekillenmesi dnemli bir risk olusturmaktadir. Bunu engellemek amaciyla
coziindiirme sirasinda, hiicre igerisine gecemeyen yiiksek molekiil agirlikli dondan
koruyucu maddeler kullanilmalidir. Ornegin, fikol, antifiriz proteinler (Bagis vd. 2005),
sodyum hyaluronate, rafinoz, siikroz ve trehaloz gibi sekerlerin, ¢6ziindiirme
soliisyonlarina uygun konsantrasyonlarda ilave edilmesi gerekmektedir (Palazt vd. 1996,
Dinnyes vd. 2000, Katkov vd. 2007). Bunlarin disinda ¢6zdiirme sirasinda hiicre igi buz
kristallerinin olusumunu engellemek amaciyla, uygun olan ¢6zdiirme hizlar

kullanilmalidir (Sagirkaya vd. 2004).

Diinyada vitrifikasyon yontemi ile dondurma ile ilgili yapilan son caligmalarda; bir
hiicreli, iki hiicreli ve morula fazlarindaki sican embriyolarinin dondan korunmasinda
camst yontem ile dondurma tekniginin oldukca basarili oldugu bildirilmistir. Bu
caligmalar ¢ogunlukla Wistar siganlar1 ve degisik genetik yapilara sahip diger sicanlarda
uygulanmigtir (Pfaff vd. 2000). Giiniimiizde kati1 yiizey camsi dondurma yontem ile
dondurma teknigi ¢ok farkli genetik 6zelliklere sahip sican embriyolarinda heniiz test

edilmemistir (Huang vd. 2005).

20



2.5 Dondurulmus Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Hiicrelerin dondurulmalar1 ve c¢oziilmeleri sirasinda hiicre igerisinde olusan buz
kristallerinin ve ozmotik dengenin hiicreler tizerinde Oldiiriicii etkisinin oldugu
bilinmektedir. Hiicreler tizerindeki bu oldiiriicii etkiyi ortadan kaldirabilmek veya
azaltabilmek amaciyla DMSO, gliserol, EG ve sorbitol gibi kriyoprotektan maddelerin
kullanilmasinin yanisira uygun bir dondurma ve ¢dzme metodunun da izlenmesi
gerekmektedir (McGann vd. 1991, Doyle 1995). Kriyoprezervasyon sirasinda ¢evresel
sogumayla olusan hiicresel hasarlarin ¢oguna donma sirasinda dehidrasyon, ¢ézdiirme
sirasinda da rehidrasyon sebep olmaktadir. Hem dehidrasyon hem de rehidrasyon
makromolekiil ve membranlar lizerinde mekanik stres olusturmakta ve bunun neticesinde

de hiicresel donma ve ¢6zme hasarlariyla iliskili ¢esitli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir

(Auwera 1990, Anchordoguy vd. 1991).

Hiicrelerin kriyoprezervasyonunun yavas veya hizli dondurma metodlariyla yapilmasi
hiicreler i¢in dldiiriicii olabilmektedir. Ciinkii ekstra ve intraseliiller soliisyonda 6nemli
degisiklikler dondurma sirasinda suyun uzaklasmasina sebep oldugundan, bu sirada
meydana gelen 1s1 transferleri hiicrelerin canliligini 6nemli OSlgiide etkilemektedir.
Kriyoprezervasyon sonrasi hiicrelerin ¢oziilmesinde ise miimkiin oldugunca hizli bir
¢Ozdiirme hiicre canlilig1 agisindan son derece 6nemlidir. Hizli ¢ozdiirme sirasinda hiicre
Oliimlerinin ve hasarlarinin meydana geldigi kritik rekristalizasyon fazi ¢abuk bir sekilde
gecildiginden bu sathada olusabilecek hiicre kaybi1 veya hasarlar1 minimuma

indirilebilmektedir (Pedro vd. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada farkli somatik hiicreler ile ko-kiiltiir edilen ve in vitro yontemle tiretilen
sigir embriyolarmin vitrifikasyonla dondurma islemi yapilmistir. Mezbahadan temin
edilen ovaryumlardan dilimleme yontemiyle oositler toplanip degerlendirildikten sonra 5
farkli ortamda, her birisi de 3 farkli somatik hiicre grubu ve kontrol ile beraber; somatik
hiicre igermeyen (HS), Graniiloza hiicreleri (GH), Kiimiiliis hiicreleri (KH) ve ovidukt
hiicreleri (OH)  kiiltiir edilmistir. Bu asamada IVM, IVF ve IVC sonuglar
degerlendirilerek en iyi ko-kiiltiir sistemi belirlenip c¢alismanin sonraki asamasinda

(vitrifikasyonda) kullanilmstir.

3.1 Materyal

Aragtirmanin materyali oostilerin elde edildigi sigir ovaryumlar1 hayvanlarin 1rk, yas,
agirlik ve tireme 6zelligi dikkate alinmaksizin Cubuk mezbahasinda kesilen ineklerden
toplanmistir. Kullanilan kimyasal maddeler ve ortamlar Sigma firmasindan temin

edilmistir.

3.1.1 Oosit toplama

Ovaryumlardan elde edilen oositlerin ve iiretilen embriyolarin kalitesi ve miktarim
belirlemek amaciyla sigir ovaryumlart mezbahadan toplanmistir. Kesimden hemen sonra
ovaryumlar normal salin ¢ozeltisi ile iyice yikanip, kan ve atiklardan temizlendikten sonra
500 ml tasima ortamini igeren kaplarin igine konulmustur. Ovaryumlar termos ile A.U.
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii’ndeki fizyoloji ve iireme biyolojisi laboratuvaria
aktarilmistir. Ovaryumlar tasima ortamu ile yikandiktan sonra %70 etanol ile temizlenip
dograma teknigi (Soto vd. 2003) uygulanmistir. Bu yontemde steril cerrahi bigag ile
ovaryumun ylizeyine yiizeysel kesikler agildiktan hemen sonra ovaryumlar toplama
ortaminda calkalanarak hafif vuruglarla Kiimiiliis Oosit Kompleks (KOK)’ler 200 ml’lik

beherin igine serbest biraktirilmigtir. Daha sonra KOK’ler 3-4 kere toplama ortaminda
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yikandiktan sonra ayrilmistir. KOK’lerin degerlendirmesi kiimiiliis hiicre yatirimlari ve

ooplazmanin morfolojisine (Raman vd. 2007) dayanarak yapilmstir.

3.1.2 In vitro maturasyon

Oositler kiimiiliis-korona kompleksleri degerlendirildikten sonra grup halinde 20 uygun
KOK mineral yag altinda 100ul TCM-199 temelinde maturasyon ortaminda 38,5 °C’de
%5 02, %5 CO2’li nemli atmosferli havada 24 saat kiiltiir edilerek mature edilmistir
(Gardner vd. 2004, Romaguera vd. 2010). Maturasyon ortami olarak 4 farkli ortam her
birisi de somatik hiicre icermeyen (HS) ve 3 farkli somatik hiicrelerle beraber (GH, KH,
OH) kiiltiir edilmislerdir. Bu asamada, 7 giin 6ncesinden 3 farkli somatik hiicre ortaminda

ayr1 ayr1 olarak her bir ortamda kiiltiir edilmistir.

3.1.3 in vitro fertilizasyon

IVF igin dondurulmus semen kullanildigindan dolay1 sperm se¢me, kesintili perkol
yogunluguyla yapilmistir (Paramio 2010). Kisaca, iki tabaka halinde hazirlanan Perkoliin
(% 90 ve % 45) tizerine 500 pl ¢ozlilmiis sperma bosaltilip oda sicakliginda 10 dk
boyunca 120 x g’de santrifiij edilmistir (Wolf vd. 2008). Tiiptin altinda olusmus olan
sperm pelleti, ylizen kistmdan ayrildiktan sonra SP-TALP(Sperm) eklenerek 5 ml hacme
tamamlanmistir. Tekrar 10 dk 50 x g’de santrifiij edilip, ist kismin tamamen atilmasindan
sonra dipteki pellet ayrilip sperm yogunlugu belirlenmis, her ml IVF ortami yaklasik
olarak 1x10° sperm igerebilecek sekilde IVF ortamiyla sulandirilmistir (Rosenkrans vd.
1993). 10-20 olgun oositler IVF ortaminda 3 kere yikanip, sperm igeren 200 pl
fertilizasyon ortaminda mineral yag altinda, 38.5 °C sicaklikta, % 5 O2, %5 CO2’li
ortamda 18 saat inkiibe edilmistir (Bavister vd. 1992, Galli vd. 2005). Fertilizasyon
belirtisi olarak ilk boliinme kullanilmistir. Fertilizasyondan sonrasindaki varsayimsal
zigotlar 2 dk siiresince H-SOF ortaminda vorteks edilerek kiimiiliis hiicrelerinden
ayrilmistir. KOK hiicreleri ayrilmis olan oositler incelenip kendine ait IVC ortaminda {i¢

kere yikanip morula-blastosist agamasina (Sekil 3.1) erisince 10 varsayimsal zigot 50 ul
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IVC ortaminda 38,5 °C’de %5 02, %5 CO2’li nemli atmosferli havada inkiibe edilmistir.
Tohumlamadan 48 saat sonra her kiiltiir ortamina % 10 fotal buzagi serumu eklenmistir
(Pereira vd. 2005, Romaguera vd. 2010). Bu asamada, 7 giin 6nceden 3 farkli somatik
hiicre ayr1 ayr1 olarak her bir ortamda kiiltlir edilmistir. Kiiltiir sonras1 7.giin 1yi kaliteli
morula sathasindaki embriyolar degerlendirmede kullanilmistir. Aragtirmanin bundan

sonrasinda blastosist agamasindaki embriyolar toplanip payetlere aktarilmistir.

Sekil 3.1 Farkli asamalardaki sigir embriyosu
a. Iki blastomerli zigot, b. ~6-8 blastomere sahip zigot, c. ~16 hiicreye sahip embriyo, d. Morula,
e. Blastosist

3.2 Yontem

3.2.1 Somatik hiicre ayirma ve Kkiiltiir yontemleri

3.2.1.1 Ovidukt epitelyal hiicre ayirim

Mezbahadan toplanan oviduktlar laboratuvara tagindiktan sonra iyice yikanip % 70 alkol
ile temizlenip g¢evresindeki dokulardan arindirilmigtir. Sekil 3.2°de gosterildigi gibi
hazirlanan oviduktlar steril lam araciligiyla isthmustan infundibuluma dogru hafif bir
sekilde siirtiilerek ovidukt epitelyal hiicreleri toplanmistir (Rexroad vd. 1988). Toplanan
epitelyal hiicreleri 10 ml 38°C sicaklikli kiiltiir ortami igeren cam beherin igine
konulmustur. Daha sonra 38°C sicaklikta olan 10 ml trypsin-EDTA(Etilendiamin tetra
asetik asit) eklenip karistirilarak 30-40 dk boyunca 38°C’de inkiibe edilmistir. Beher
dibinde doku pargalarinin ¢ékmesini saglamak amaciyla 2-3 dk bekletildikten sonra steril
pipet araciligiyla tek hiicreleri igeren siipernatant toplanip 50 ml’lik santrifiij tiipiiniin

icine 0.5-1.0 mm delige sahip filtreden gecirilerek kan pihtis1 ve doku parcalar
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ayrilmistir. Hiicreler 250 g’de 5 dk santrifiije edilerek toplanip tekrar 2 ml ortamda
siispanse edilmistir. Siispanse edilen hiicreler 4 ml %50 perkol’un iizerine
yerlestirildikten sonra 20 dk 250 g’de santrifiije edilerek epitelyal hiicre yiginlari,
eritrositler ve 16kositler ovidukt epitelyal hiicrelerinden ayrilmistir. Son santrifiij islemi
de 250 g’de 5 dk boyunca yapildiktan sonra pellet tekrar siispanse hale getirilmistir
(Freshney vd. 2002). Aymrma islemi bittikten hemen sonra hiicre yogunlugu

hemositometre ile belirlendikten sonra kiiltiir edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.2 Ovidukt epitelyal hiicresinin toplama metodu

Sekil 3.3 Kiiltiire konulduktan 7 giin sonra inek ovidukt epitelyal hiicrelerinin faz-
kontrast mikroskop ile goriintiilenmesi (biiylitme x 100)
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3.2.1.2 Graniiloza hiicrelerinin ayirimi

Ovaryum dilimleme yontemi ile KOK toplanmasi esnasinda toplama kabinin yiizey kismi
5 dk bekletildikten sonra santrifiij tiipiine aktarilip 250 g’de 5 dk siireyle santrifiij edilerek
ayrilmistir. Elde edilen pellet 38 °C’de % 0.2 hyaluronidase iceren 5 ml ortama eklenerek
stispanse edilip, 20-30 dk boyunca 38 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler 250
g’de santrifiij edilerek toplanip tekrar 2 ml ortamda siispanse edilip, 4 ml %50 perkol’un
tizerine yerlestirilip 20 dk 250 g’de santrifiij edilerek graniiloza hiicreleri ayrilmistir. Son
santrifiij islemi 250 g’de 5 dk boyunca yapilip, pellete tekrar ortam eklenerek ayirma
islemi tamamlanmistir (Wen vd. 2010). Ayirma islemi bittikten sonra hemositometre ile

hiicre yogunlugu belirlenip hiicre kiiltiir ortaminda hiicre yogunlugu 4x10* hiicre/cm?

olacak sekilde sulandirildiktan sonra kiiltiir edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Kiiltiir islemine konulduktan 2 giin sonra inek graniiloza hiicrelerinin faz-
kontrast mikroskop ile goriintiilenmesi (biiylitme x 100)

3.2.1.3 Kiimiiliis hiicrelerinin ayirmm

Kiimiiliis hiicreleriyle sarilan oositler 500 pg/ml hyaluronidase igeren 5 ml 38 °C’li
ortama aktarilip 2-5 dk beklettirildikten sonra vorteks edilmistir. Oositler ortamdan

ayrildiktan sonra kiimiiliis hiicrelerini iceren ortam iki kere 5 dk boyunca 250 g’de
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santrifiij edilerek yikanmistir (Totey vd. 1993). Elde edilen pellet tekrar siispanse hale
getirildikten sonra hemositometre araciligiyla hiicre yogunlugu belirlenmistir. islem
tamamlandiktan sonra tek katman kiimiiliis hiicre elde etmek amaciyla kiiltlir edilmistir

(Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Kiiltiir islemine konulduktan 7 giin sonra inek kiimiiliis hiicrelerinin faz-
kontrast mikroskop ile goriintiilenmesi (biiyiitme x 100)

3.2.1.4 Somatik hiicrelerin Kiiltiir etme yontemleri

Dokudan ayrildiktan sonra hiicreler kiiltiir flaskin i¢ine en az 4x10* hiicre/cm? aktarimiyla
primer hiicre kiiltiir islemi gergeklestirilmistir. Kiiltiir ortamina aktarilan hiicreler 38.5 °C
sicaklikta, % 5 Oz, % 5 CO2’li nemli atmosferde inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortaminin
yenileme islemi ilk 24 saat i¢inde yapilmistir. Ancak daha sonraki ortam degistirme
islemi ortamin rengine ve hiicrelerin durumuna baglh olarak yapilmistir. Hiicre pasajlama
islemi, hiicrelerin yogunlugu % 80-% 90’a eristigi zaman yapilmistir (Sekil 3.3-3.5).
Hiicre tek tabakas1 DPBS ile yikandiktan sonra hiicre tek tabakasini ortecek kadar trypsin-
EDTA (L0940, Biowest) eklenip 38 °C’de hiicrelerin flask tabanindan serbestlestigi
zamana kadar inkiibe edilmistir. Sonraki asamada uygun miktarda yeni ortam eklenerek
iyice karistirildiktan sonra uygun hiicre yogunluguna (4 x 10* hiicre/cm?) pasaj edilmistir

(Freshney vd. 2002).
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3.3 Embriyolarn Vitrifikasyonu

Kriyoprezervasyon islemi igin zigot ve embriyolar iki adimli kriyoprotektan ekleme
yontemiyle vitrifiye edilmistir. Bu yontemde zigot ve embriyolar tagima ortamindan
(TCM199) 500 pL (Sekil 3.6) vitrifikasyon soliisyon 1’in (VS1) (5 M EG iceren tasima
ortami) i¢ine aktarilip 3 dk sonra VS2’nin (7 M EG, %18 fikol 70 ve 0.5 M galaktoz
iceren tagima ortami) icine aktarilarak payete doldurma zamani dahil 45 sn’lik siire
boyunca bu ortamda tutulmustur. Zigot ve embriyolar (Sekil 3.6) OPS’a yiiklendikten
sonra sivi azot (Sekil 3.6) i¢ine daldirilarak dondurulmustur. Payetler 10 sn oda
sicakligina maruz birakilarak 20 sn 37°C su banyosuna daldirilmak suretiyle eritilmistir.
Daha sonra 37°C su banyosundan alinip kiiltiir ortaminin i¢ine yerlestirmeden dnce 4 dk
boyunca oda sicakligina tabi tutulmustur. Cozdiirme sonrasi zigotlar kendilerine ait olan
IVC medyumuna aktarilarak blastosist asamasina kadar inkiibe edildikten sonra
incelenirken, blastosist asamasinda olan embriyolar ¢6zdiirmeyi izleyen 24 saat boyunca

kendilerine ait olan IVC medyumunda inkiibe edildikten sonra incelenmislerdir .

Sekil 3.6 Vitrifikasyon soliisyonlari, dondurma payetleri (OPS) ve s1v1 azot tanki

3.4 Oosit, Zigot ve Embriyolar: Degerleme

Toplanan KOK’lerin degerlendirme islemleri faz kontrast mikroskop altinda yapilmustir.
Degerlendirmeler, kiimiiliis-korona hiicre yatirimlari ve ooplazmanin morfolojisine
(Raman vd. 2007) dayanarak yapilmistir. Bu yontemde KOK’ler bes sinifa ayrilir (Sekil
3.7):
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A smifinda 5 tam tabakadan fazla kiimiilus-ooforus ve kiimulis-korona hiicreleri ve ince

ince graniile edilmis homojen ooplazmali KOK’ler yer almaktadir (Sekil 3.7.a).

B sinifi ise 3-5 tam tabaka kiimiiliis-korona hiicreleri ve ¢ok iyi bir bicimde graniile

edilmis homojen ooplazmali KOK’leri igerir (Sekil 3.7.b).

¥y i

Sekil 3.7 Oosit siiflandirmasi

C sinifi ise 1-2 tam tabakali kiimiiliis-korona hiicreleri veya 3-5 kismen kiimiiliis-korona
hiicre tabakasiyla ortlilen ve ¢ok iyi bir bicimde graniile edilmis homojen ooplazmali
KOK’leri igermektedir (Sekil 3.7.c). D smifi eksik yatirimli kiimiiliis-korona hiicreleri
olan oositleri ve ¢ok 1yi bir bicimde graniile edilmis homojen ooplazmaya sahip oositleri

icermektedir (Sekil 3.7.d). E sinifi kotii oositleri icermektedir (Sekil 3.7.e).

3.4.1 Ayrimci niikleer boyama yontemi

Embriyolarda toplam blastomerlerin sayisi ve (I¢ Hiicre Kiimesi: Trofekdoderm Hiicresi)
[HK/TH oranini belirlemek amaciyla ayrimei niikleer boyama yontemi kullanilmistir

(Gardner vd. 2004).

Materyal ve soliisyonlar:

e PBS/PVP soliisyonu: PBS soliisyonunda 1 mg/mL PVP’nin (P0930) eklenmesi.

¢ Propidium Iodide (PI soliisyonu): %0.5 Triton X-100 (T8787) iceren PBS/PVP
soliisyonu i¢ine 100 ug/mL PI’nin (P4170) eklenmesi.
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e Hoechst 33340 (H soliisyonu): %0.5 Triton X-100 igeren PBS/PVP soliisyonu i¢ine
100 pg/mL Hoechst 33340°nin (14533) eklenmesi.

Dort kuyucuklu tablanin birinci kuyucugunun igine 500 pl H soliisyonu (1 pg/mL Hoechst
33342 (14533) floresan boyast % 4 paraformaldehid iceren PBS/PVP soliisyonunda)
yerlestirilmistir. iki, {ic ve dérdiincii kuyucuklarin igi sirastyla, 500 ul Pl soliisyonu (%
0.5 Triton X-100 (T8787) PBS/PVP soliisyonunda), PI soliisyonu (PBS/PVP
soliisyonunda 100 pg/mL Propidium iodide (P4170) ) ve 1 mg/mL PVP (P0930) iceren
PBS ile doldurulmustur. Boyama islemi baglamadan 5-10 dk 6nce dort kuyusu dolmus
olan tabla 39 °C’ye kadar 1sitilmigtir. Daha sonra 4-5 blastosist miimkiin oldugu 6l¢iide
az ortam ile kiiltiir ortamindan alinip yikandiktan sonra Pl soliisyonu i¢eren kuyucugun
igcine 30 dk siiresince yerlestirilmistir. Pl soliisyonunun iginde inkiibe edildikten sonra,
embriyolar PBS/PVP igeren dordiincii kuyucugun iginde yikanip T soliisyonu igeren
kuyucugun igine yerlestirilip bir dakika oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Embriyolar
Inkiibasyondan sonra PBS ile yikanip 35-40 sn PI soliisyonu igeren kuyucugun i¢inde
yerlestirildikten sonra tekrar PBS’de yikanmistir. Son olarak embriyolar az miktarlarda
gliserin soliisyonunun iginde mikroskop lami {izerine aktarilip lamel sabitlenmislerdir.
Embriyolar kisa zaman iginde floresan atagmanli Leica DM LED mikroskobu (Sekil 3.9)
alinda A4 (360-470 nm) ve N2.1 (515-590 nm) filtreleriyle incelenmistir. Biitiin
hiicrelerin ¢ekirdegi hoechst ile boyanirken (Sekil 3.8 a) trofektoderm hiicrelerin
cekirdegi ise kirmizi ile boyanmaktadir (Sekil 3.8 b). Mikroskop kamerasiyla fotograflar
¢ekildikten sonra Image J programu ile hiicre sayimi gerceklestirilmistir (Sekil 3.8 c, d).
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Sekil 3.8 Ayrimci boyama teknigi ile embriyo hiicrelerinin boyanarak ayriimasi

a. Hoechst ile biitiin hiicreler mavi olarak boyanmaktadir, b. PI boyasi ile kirmiz1 boyanan trofektoderm
hiicreleri, ¢ . d. Image J programinin gériintiisii (biiyiitme 400x).

Sekil 3.9 Floresan atagmanli Leica DM LED mikroskobu

3.4.2 TUNEL metoduyla apoptozisin belirlenmesi

Embriyolar kiiltir ortamindan alimip PBS/PVP’de ii¢ kere yikandiktan sonra oda
sicakliginda 1-2 saat siiresince %3.7 paraformaldehid/PBS’te sabitlestirilmistir.
Sabitlestirildikten sonra embriyolar PBS/PVP’te 2 kere yikanip oda sicakliginda % 0.5
Triton X-100/PBS’te 1 saat siiresince inkiibe edilip daha sonra 2 kere PBS/PVP'te
yikanmistir. 3-5 embriyo TUNEL etiketleme isleminden 6nce 37°C’de 20 dk siiresince
DNase’da (D5025) inkiibe edilerek pozitif kontrol grubunu olusturmustur. Embriyolar
10-15 pl dUTP-FITC (FERRO0101) etiketleme karigiminda 10 dk oda sicakligi ve
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karanlikta inkiibe edilerek On-inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra
embriyolar 10-15 ul TUNEL etiketleme karisimi olusturan dUTP-FITC (dUTP ile
birlesmis fluorescein isothiocyanate) ve TdT (terminal deoxynucleotidyl transferaz)
karanlikta 1 saat/37 °C’de inkiibe edilmistir (TdT buz iizerinde tutularak 1:9 oramiyla
TUNEL karisimina eklenir). 3-5 embriyo TUNEL yerine TdT igcermeyen etiketleme
karisiminda inkiibe edilerek negatif kontrol grubunu olusturmustur. Daha sonra
embriyolar iki kere PBS/PVP soliisyonunda yikanmistir. Islemin devaminda embriyolar
Hoechst 33342 soliisyonunda 1 saat siiresince oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
mikroskop lamu iizerine aktarilip antifade ile monte edilerek hemen floresan atagmanl
Leica DM LED mikroskobu altinda A4 (360-470 nm) ve 13 (450-515 nm) filtreleriyle
incelenmistir. Elde edilen maturasyon, béliinme, embriyo olusumu, IHK hiicre sayis1, TH
sayisi, IHK:TH oram1 ve apoptozis verileri tek yonli varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Istatistik analizinden dnce veriler normal dagilim testi olan Shapiro
w-test ile denenip gerektiginde yilizde verileri i¢in data transformasyonu yapilmustir.
Ortalamalarin kiyaslanmas1 Duncan testi ile yapilmistir (p<0.05). Istatistik analizler R
programiyla yapilip Duncan testi ise R paketi olan Agricolae ile gerceklestirilmistir
(Seefeld vd. 2007, De Mendiburu 2014). Biitiin hiicrelerin ¢ekirdegi mavi boyanmistir
(Sekil 3.10.a) ancak apoptotik hiicrelerin ¢ekirdegi ise yesil boya ile isaretlenmistir (Sekil
3.10.b). Kamera donanimli Leica DM LED mikroskobu ile fotograflar ¢ekildikten sonra
Image J programu ile hiicre sayimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.8.c, d).
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Sekil 3.10 TUNEL etiketleme metodu ile apoptozis hiicrelerin belirlemesi

a. Hoechst ile biitiin hiicrelerin ¢ekirdegi mavi goriinmektedir, b. Apoptozise ugrayan hiicreler FITC
boyasiyla boyanarak yesil goriintiilenmektedir (biiyiitme 400X).

Sekil 3.11 Embriyo gorintiileri
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada her bir gruba ait elde edilen sonuglarin istatistiksel analizinde ki-kare (%) testi
kullanild1. Aspirasyon yontemi ile 1632 adet oosit elde edilmesine karsin 1290 adet oosit
in vitro kiiltiirde kullanilmistir (%79,04). Fertilize edilen oositlerin 48. saatte 865 adedi
boliinme gosterirken, bu oran %67,05 olarak saptandi (865/1290). Boliinme gdsteren
embriyolarin 7 giinliik kiiltiir sonunda erken blastosist-blastosiste ulasma orani %34,91
(302/865) bulundu. Erken blastosist-blastosist asamasindaki 254 adet embriyo 4 gruba
ayrilarak donduruldu ve ¢oOzdiirme sonrasi, genislemis ve zonasindan ayrilan

embriyolarin gelisimleri 48 saat siireyle gézlemlendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Farkli somatik hiicrelerde iiretilerek vitrifiye edilen genislemis ve zonasindan
ayrilan embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi geligimleri.

Gruplar Dondurulan | Cozdiirme Sonrasi Gelisim (48
Embriyo saat)
Sayisi
Grup 1(Ovidukt hiicresi) 67 35 (%52,2) *
Grup 2(Graniiloza hiicresi) 64 29 (%45 3)°
Grup 3 (Kiimiiliis hiicresi) 63 14 (%22 Z)b
Grup 4 (Hiicresiz) 60 3 (%5 o)a*

a.b.¢ Ay siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0,01).
*:P<0,001

Oositlerde in vitro fertilizasyon sonrasi bolinme oram1 %67,05, erken blastosist-
blastosiste ulagsma orani ise %34,91 saptanmistir. Bulunan bu blastosiste ulasma oranlari
diinyadaki diger sonuglarla hemen hemen aynidir (Enright vd. 2000). Vitrifikasyon
yontemi ile dondurulan embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi 48. saatteki gelisim oranlarinda
en iyi sonug %52,2 ile Grup 1 de saptanirken, bunu %45,3 ile Grup 2 takip etmistir. Grup
3 ise %22,2 olarak bulunmustur. Bulunan bu degerler Lim vd. (2008) buldugu sonuglarla
paralellik gostermektedir. Ancak her ne kadar ¢ozdiirme sonrasi embriyo gelisimi %52,2
bulunsa da bu oran in vivo yontem ile elde edilen dondurulup ¢6zdiiriilmiis embriyolarin
gelisim oranlarina gore daha diisiiktiir; bu da beklenen bir sonugtur (Ohboshi vd. 1997,
Sommerfeld vd 1999, Enright vd 2000). Cozdiirme sonrasi en kotii gelisim ise % 5 ile
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Grup 4'te saptanmustir. Grup 4 i¢in bu deger, Grup 1 ile karsilastirildiginda P<0,001
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Embriyolarin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda da
embriyolarda kismen ya da tamamen dejenerasyonlar meydana gelmektedir. Ancak
bircok memeli tiirlinde in vitro olarak iiretilen embriyolar blastosist agamasina ulagmasina
ragmen, elde edilen embriyolar kalite ve say1 agisindan yeterli degildir (Bavister 2000).
Kriyoprezervasyon calismalarinda ¢ok cesitli ve degisik konsantrasyonlarda ve siklikla
birbiriyle gesitli kombinasyonlarda Kriyoprotektanlar kullanilmaktadir (Lim vd. 2008).
Embriyo dondurma c¢aligmalarinda, genis 6l¢lide tanimlanmamis proteinleri igeren BSA
ve serum gibi maddeler dondurma soliisyonlarina eklenmektedir (Ali vd. 1993, Cho vd.
2002, Lim vd. 2008). Biyolojik proteinler embriyo dondurulmasinda faydali rol
istlenseler de in vitro embriyo iiretiminde kullanilan bu proteinler iri buzagi sendromu
sikligin1 arttirirlar (Young vd. 1998, Lim vd. 2008). Ayni zamanda payet i¢indeki
vitrifikasyon soliisyonunun hacmi hizli dondurma yonteminde 6nem tagimaktadir (Papis
vd. 2000, Isachenko vd. 2003). Kriyoprotektif maddeler her ne kadar hiicre igi sivinin
disar1 akmasini1 saglayarak donma sirasinda, kii¢iikk ve ¢ok sayida buz kristallerininin
olusmasimi saglasa da, toksik etkilerinden dolayr embriyolarla uzun siire muamele
edilmemelidir. Kriyoprotektanlara bagli olarak hiicre membraninda ve lipid yapisinda
meydana gelen degisiklikler nedeniyle, ¢ozdiirme sonrasinda, hiicrede hizli sisme ve
suyun tekrar hiicre igine girmesi sonucu embriyolar gelisimlerine devam

edememektedirler (Lim vd. 2008).

4.1 Uretilen Embriyolarin Sayisi ve Kalitesi Uzerine Farkh Somatik Hiicrelerle

Beraber Kiiltiire Koymanin Etkisi

KOK maturasyon iizerine ko-Kiiltiir sisteminde kullanilan somatik hiicrelerin etkisi
cizelge 4.2°de gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara gore A kategorili KOK’lerin
maturasyon iizerine muamelelerin etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001).
Muameleler arasinda ovidukt hiicreleri ile beraber kiiltiir edilen KOK’lerde en ¢ok A siif
maturasyon goriiliirken graniiloza hiicresi ile kiiltiir edilen KOK’lerde en diisiik seviyede
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.2 IVM ve IVF ortamlarinda kullanilan farkli somatik hiicre gruplarinda
gbzlemlenen sonuglar

IVM ortamm IVF N Kategori %
ortami A B C
Kiimiiliis Hiic. K 80 |83.16 6.51 10.33
G 80 | 5081 13.83 26.36
0 80 | 79.92 8.42 11.66
HS 80 | 77.01 12.15 10.84
Ovidukt Hiic. K 80 77.52 12.67 9.81
G 80 |67.72 6.71 25.57
0 80 |89.19 5.1 5.71
HS 80 | 74.36 11.23 15.07
Hiicresiz K 80 78.99 8.00 13.01
G 80 | 65.53 19.94 14.53
0 80 | 75.31 17.71 6.98
HS 80 | 76.58 11.10 12.32
Graniiloza Hiic. K 80 74.57 6.27 19.54
G 80 | 54.04 13.53 32.43
(0] 80 | 71.23 2.27 26.50
HS 80 | 73.83 11.29 14.88
90 ab a
80 b
70 C
60
- 50 o Sif A
% 20 o Sinf B
o s0 a E Siraf C
20 b a = b
10 b b o
0]
Kuamailis Granitloza Ovidukt Hucresiz

Ko-Kultire sisteminde kullanilan hicre

Sekil 4.1 KOK’lerin maturasyonu {izerine farkli somatik hiicrelerinin etkisi

Fertilizasyon {tizerine farkli somatik hiicrelerin etkisini belirlemek amaciyla yapilan
incelemelerde cizelge 4.3’de gosterildigi gibi IVM ortami granolusa hiicresi, IVF ortami
granolusa hiicresi ve IVC1 ortami ovidukt hiicresi ve taze hiicrede ko-kiiltiir edilen
KOK lerin blastosist orani diger muamelelerden daha yiiksek (87.50+25.00%) bulunurken;

IVM granolusa hiicresi ortami, IVF hiicresiz (HS) ortami1 ve IVC1 ortami hiicresiz ve
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dondurulmus olan muamelede ise en diisiik (5.00+10.00") seviyede oldugu belirlenmistir.
Cizelge 4.3 te NS ile kisaltilarak gosterilen stitunlardaki degerler arasindaki iliski 6nemli

degildir.

4.2 TH, TH, Toplam Hiicre Sayilar1 ve IHK/TH Oram

Cizelge 4.3°de de goriildiigii gibi IH sayis1 graniiloza ortaminda ovidukt hiicreleri ile
beraber kiiltiir edilen blastosistlerde en ¢ok olurken somatik hiicre icermeyen ortamda
kiiltiir edilen embriyolarda en az olarak bulunmustur (P<0.01). En fazla IHK sayis1 IVM
ortami+ IVF + IVC1l (kiimiliistovidukttovidukt) hiicresinin bulundugu ortamda
dondurulmus olarak yapilanda (33.33+1.16°) gériiliirken; THK sayismin IVM ortami+
IVF + IVC1 (kiimiiliistoviduktthiicresiz) taze olarak bulundugu ortaminda
(18.00+1.42°) en diisiik deger saptanmistir. Muamelelerin etkisi TH sayis1 tizerine etkili
bulunmustur (p<0.001). Cizelge 4.3’de belirlendigi gibi en ¢ok TH sayis1 IVM
ortami+IVF+IVC1 (ovidukt+ovidukt+ovidukt) hiicresinin bulundugu ortamda taze
olarak yapilanda (100.25+£2.06%) olurken; TH sayisi IVM ortami+IVF+ [VC1
(kiimiiliist+hiicresizthiicresiz) dondurulmus olarak bulundugu ortamda (39.00+10.50°)
en az TH sayis1 bulunmugtur. Ortam ve somatik hiicre faktorleri ayr1 ayri olarak

incelendiginde ortaya ¢ikan farkliliklar istatistiksel olarak dnemli bulunmustur(p<0.001).

4.3 Apoptozis

T test sonuglar1 ve toplam kiyaslama sonuclar1 ¢izelge 4.3°de belirtildigi gibi [VM
ortami+ IVF + IVC1 (kiimiiliist+hiicresiz-+hiicresiz) dondurulmus olarak bulunan ortamda
en ¢ok (33.00+2.82%) apoptozise neden olurken, IVM ortami+ IVF + IVC1 (ovidukt +
ovidukt + ovidukt+ taze olarak) hiicresi ile beraber kiiltiir edilen embriyolarda en diisiik
(9.25£1.26Y) olarak bulunmustur (p<0.001).
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Cizelge 4.3 Embriyo olusumu ve kalitesi iizerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisi

IVM | IVF IVC1 | IVC2 | Blastosist % T i¢ Hiicre Kitlesi T Trofekdoderm T Toplam Hiicre Sayisi T Apoptozis % T
test test test test test
HS Taze | 55.00+52.60%% 4" [ 0.005 | 20.00+1.73™° ns 54.33+1.]65fohikimno 0.029 | 74.33+0.5Mikimnopq 0.024 | 28.33+].15 2bcdef ns
Don. | 30.00+24.50Pcdefon 21.67+2.31Kimno 40.33+7.51™ 62.00+5.12% 31.00+£173 3
Kiim. | Taze | 18.75+23.93cfn ns 22.00-2.83Nikimno 51.00+29.70Mkimno ns 73.00+32.531kimnopq 23.00=1.4] 2ocdefghijkimn ns
L Don. | 18.75+23.93¢fh 245020, 71 20cdefghijkimno 51.50+13.449nikimno 76.00+12.730Nikimnopq 27.67+1.53 2bcdefy
Hiicresiz s n [ Taze | 18.75023.93%% | s 24,002,833 %MniKImno 71.5027.79 Wedefgnikimno 95,0049 57T 21,002, 8 35Caefnmosq
Don. | 18.75+23.93¢dfh 19.50+2.12m 47.50+7.79imno 67.00+5.66™ 25.50-42. 12 abedefghiik
Ovid. | Taze | 25.00+22.36%¢W" | ns 24.50+4.363Pcdefanikimno [ g 70.25+15.8920cdefohiikimno | g 94.75+19.96e0cdefohiikimnopd | g 20.25+3.7 Bbedefghikimnopgx | g
Don. 4167i1 1 .78abcdefgh 25.00i2.83abcdefghijklmno 64.50i12.02abcdefghijklmno 89.50i14.85abcdefghijklmnopq 2150i354 abcdefghijkimno
HS Taze | 15.28+17.01°0" ns 21.33+3.52Kmne 52.00+9. ] 79niikimno 73.33+12.66 Kmnopd 25.33+].53 abedefghiid ns
Don. 16,67i23,57d9fgh 25.OOiO.Ooabcdefghijklmno 6200i000 abcdefghijkimno 8700i1293 cdefghijklmnopq 2600i283 abcdefghijkl
Kiim. | Taze | 54.17+24.58%°%fh | ng 25.33+] .973bcdefghiikimno [ g 67.00+7.69 acdefghikimno | g 92.3340.31 abcdefghiikimnopd | g 25.00-4.0( 2bedefghiskim ns
Kiimiiliis Don. | 52.08+33.592bcdefon 25.00=2,8320cdefghijkimno 54.50+13 43¢fhiikimno 79.50+16.26 ©faniikimnopq 29.00-3.85 2bcde
hiicresi Gran. | Taze | 41.67+20.412%%f" | ng 24,503 ,3280cdefghijkimno |- o 74.75+3 .44 ebedefghiikimno 10 096 [ 99 2546 ()7 2edefahijkimnopq ns 22.00-2.3 ] 2ocdefghijkimn 0.05
DOn. 31.25+1 2.50abcdefgh 26.25+1 .Soabcdefghijklmnu 62.75+7.50 abcdefghijkimno 89.00+6.00 abcdefghijklmnopq 27.00+1.41 abcdefghij
Ovid. | Taze | 62.50+43.30*%% | ng 27.25+3,780cdefghiikimn | o 85.00=6.0020cdefoni ns 112.2549.6] 2bedefohiikl ns 16.25+2.99iKImnopaxy ns
Don. 47.50137.75abcdefgh 28.0012.83abcdefghuklmn 7475i785 abcdefghijkimno 1 027511 0.6Oabcdefghuklmnup 21 .0012.82abcdefghijklmn0pq
HS HS Taze | 33.33+23.572dfh | pg 20.33+2.31'm° ns 63.67+10.7920cdefghikimno 1 g 84.00=13.08 defohiikimnopg ns 23.33+3.06 2ocdefghijkimn ns
Don. | 45.83+8.33 bcdeigh 21.00+2.16'™ 50.25+8.62"kimno 71.25+10.08 imnopq 28.00=1.63 2edefy
Kiim. | Taze | 41.67+31.91%c€f" | ng 24,332 8gbedefghijkimno |- g 67.00+8.66 2ecdefnikimo 1 g 91.33+10.4 abcdefghijkimnopa | pyq 21.00=1,7380coefohiikimnopa |- g
Granolusa Don. | 25.00+16.67°f" 23.33+].53¢fohikimno 56.33£12,7(¢efahikimno 79.6714,15 efohikimnopq 28.33+4.5] 2bedef
hiicresi Gran. | Taze | 50.00+40.823%%f" | ng 24.67+1,16coefniikimno |- po 73.00=1,73 abedefghijkimno 1 g 97.67-+2,52 abedefghijkimnopg ns 21.67+2,08 aocdefghiskimn ns
Don. 68.75i37.00abcdef 26.25i0.96abcdefghijklmno 63.75+8.10 abcdefghijkimno 90.00+8.12 abcdefghijklmnopq 27.00+2.45 abcdefghij
Ovid. | Taze | 54.17+£8.332cdfh | ng 27.50-+3,3280cdefghiikimn |- g 91.50+5.0030cf ns 119.00+8, 12 abedefan ns 15.50+0.58!mnopy ns
Don. 291 7:&20.97bcdefgh 25.33:&4.04abcdefghuklmnu 61.33+1 0.97bcdefghuklmnu 86.67+15.01 defghijklmnopq 21.25+2.87 abcdefghijkimnop
HS Taze | 27.08+20.83%%0" | pg 23.67=+1.53%fghikimno ns 64.33+9.()7 2bedefohiikimno | g 88.00=10.00 cdefonijkimnopq ns 23.33+2.08 2ocdefghijkimn ns
Don. | 27.08+20.83Pcdefon 22.00+3.00"KImno 49.33+11,011Kmno 71.33+13.58 iKimnopq 27.67+1.15 ety
Kiim. | Taze | 45.83+8.332cdfh | png 25.75+0.960cdefghiikimno |- o 80,758 ] g2bedefghijkim ns 106.50+8.3 5 2bedefohiikimnop | g 18.75+5.68%€fhikimopgxy | g
ondUkt Don. 45.83+8.33 abcdefgh 25.75+1 .26abcdefghuklmnu 63.25+17.1 abcdefghijkimno 89.00+18.00 abcdefghijkimnopg 25.75+7.41 abcdefghijkl
hiicresi | Gran. | Taze | 45.83+8.33%®Wh | pg 22.0043.56"kimo 0.003 | 74.50410.6ccefohiikimno | pg 96.50-:14. 15 2edefohikimnopg |- g 20.00:3.56 caefahiikimnopex |- g
Don. | 45.83+8.33 @cdefoh 23.75=1.0Qdfghikimno 58.00+8.724efghijkimno 81.75+9.67 defahilkimnopq 25.75+2.36 2bcdefghiikl
Ovid. | Taze | 54.17+8.33%cefh | ng 30.002.4( abedefohijk ns 95.25+8.623% ns 125.25+10.87 @ ns 10.50+3.00% ns
Don. | 22.50+2.89cdefan 29.25=+3.95 abedefghijki 81.00+9 242bcdefghijkim 110.25+13 .05 2ocdefghijkimn 17.25+2.369niKimnopaxy
P degeri 0.05 0.001 0.001 0.001 0.001

a.5.¢ Ayni siitunda ortak harf tasgimayan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0,01). *:P<0,001
ns:Onemli degil.
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Cizelge 4.3 Embriyo olusumu ve kalitesi tizerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisinin devami

VM IVF IvC1 Ive2 Blastosist % T i¢ Hiicre Kitlesi T Trofekdoderm T Toplam Hiicre Sayisi T Apoptozis % T
test test test test test
HS Taze | 58.33+50.00%%%h | 001 | 22.67+1.15%hikimo ns 53.0011.53hiikimno Ns 75.67+10.60MKmnopa ns 29.674.73 % ns
Don. | 8.33£16.67" 21.00+1.25™° 39.00£10.50° 60.00£11.67 P 33.00+2.82%
Kiim. Taze 33‘33i43'64abcdefgh ns 27'00i0‘006bcdefghijklmn ns 76.00+11.3 labcdefghijklmnu Ns 103.00+11.3 labcdefghijklmnop ns 22.50+(0.7 1 dbedefghijkimn ns
. . Don. 45.83+41 .67ahcdefgh 25.00i1.Ooabcdefghijklmno 61.00i5.57bcdefghijklmno 86.00+6.56 defghijklmnopg 27.33+(.58 2bcdefgh
Hiicresiz Gran. Taze 56.25+51 '54abcdefgh ns 22.33+4.1 6fghijk|mn0 ns 69.67+2.08 abcdefghijkimno 0.05 92.0012.65abcdefghijklmnopq 0.03 24.67+2.52 abcdefghijkim ns
Don. 31.25i47.323hcdefgh 23.50i2.12efghijklmn0 56.50i4.95defghijklmnc 80.00+7.07 efghijkimnopg 29.00+2.83 abcde
Ovid. | Taze | 68.75+23.94™% | ns | 28.50+1.30%CCWhKm | ns | 74.50+14.82%cefhikimo | Ns | 103.00-+13.88%ccefhikimnop | ng 16.50::4. 200y ns
Don. 31.25i23.94ahcdefgh 27.33i0.58abcdefghijklmn 56.67i7.64defghijklmnc 84.00+8.18 defghijklmnopg 22.33+3.062bcdefghijkimn
HS Taze | 18.75423.94 cefoh ns 19.00+0.00 ™ 52.0040.0Q9"ikimno 71.00+0.00 *imnorg 25.50:£0.70 *edefohikl
Don. | 18.75+23.94 cefoh 19.50+3.54™ 42.50+3.54'™° 62.005.19" 31.50+3.53%
Kiim. Taze 54.17+1 5.96ahcdefgh ns 23.25+1 .26efghijklmn0 ns 73.75+7.54 abcdefghijkimno Ns 97.00+8.12 ijkimnopq ns 20,2532 0cdefghijkimnopgx ns
Kiimiiliis Don. 37.50+8.33 abcdefgh 24'25i2‘22bcdefghijklmnu 58.50+1 0.34defghijklmn0 82.75+12.50 defghijkimnopq 24.75+3.2() abedefghijkim
hiicresi Gran. Taze 31.25i23.94ahcdefgh ns 2633423 labcdefghijklmno ns 82.67i0.58abcdefghijk 0.04 109.00+1.73 abcdefghijkimn ns 23.67+0.58 abcdefghijkimn 0.03
Don. 31 .25i23.94ahcdefgh 26.33i2.22abcdefghijklmno 71.33+2.31 abcdefghijkimno 97.67+1.16 abcdefghijkimnopg 3(0.33+4.62 3¢
Ovid. | Taze | 62.50+833™%W | ns | 26.33+2.3(%ccklhikimno [ ns | 93 00+7.67% Ns | 124.25+7.54 % ns 16.00+:2.83Kmopy ns
Don. 33.33i27_223bcdefgh 26_33i1isabcdefghijklmno 68_67i15.0labcdefghijklmno 99.334+17.90 abcdefghijkimnopg 21.00=1,732bcdefghijkimnopg
« HS Taze | 33.33447.14%00 | ng 22.5043.54ohilkimno 76.5040.71 @cdefohijkimno 99.00+2.83 ijkimnopg 23.33+4.04 ebedefghijidmn ns
Don. 33.33+47. 14abcdefgh 22_00i0.00hijklmnc 68.50+4.95 abcdefghijkimno 90.50+4 .95 abcdefghijkimnopg 25.50+6.37 abedefghijki
Kim. Taze 62.50125.00abcdefg ns 24.50i4‘04abcdefghijklmno ns 69.25+16.1 9abcdefghijklmnu Ns 93.754+20.01 abcdefghijkimnopq ns 23.00+4.24 abcdefghijkimn ns
Granolusa Don. 12.50+1 4.43fgh 28.00+1 ‘41abcdefghijklmn 68.50+1 3.44abcdefghijklmnu 96.50+12.01 abcdefghijklmnopq 21_Ooiz_83abcdefghijklmnopq
hiicresi | Gran. | Taze | 54.17+31.55%0h | ns | 252542 3ecceloikimmo | g | 73 007,07 edefahikimno | Ns | 97.25+9.50 fikimnopa | ns 25.00<2.83 2ecefoniiim ns
Don. 54.17+31 .55adeEfgh 21.75+£3.20 ijklmno 65.50+9.95 abcdefghijkimno 87.25+10.59 cdefghijklmnopq 23.00+5.23 abcdefghijkimn
Ovid. | Taze | 72.92+20.83% ns | 29.2541.7] eedefghi ns 87.50:+7.853cdefaN Ns | 116.75+8.99 2bcdefoni ns 15.75+2.63MoP%Y ns
Don. 44.58137.35abcdefgh 28.00i2‘45abcdefghijklmn 68.50+9.95 abcdefghijkimno 96.50+11.90 abcdefghijklmnopq 21_00i3_923bcdefghijklmnopq
HS Taze | 20.83+25.00 cefon ns 18.00+1.42° 48.00+5.66Imm 66.00+4.24 P4 25.00=1.42 @bcdefghijkim
Don. | 16.67+19.25%" 21.50:£0.8 imno 44.50+4.95Kmn 66.003.46 " 28.500.71 2!
Kim. Taze 58.334+9.62 abcdefgh ns 25.50i3‘32abcdefghijklmno ns 74.00+5.03 abcdefghijkimno Ns 99.50+6.76 ijkimnopq ns 17.50+1 _Oofghijklmnopqu ns
Ovidukt Don. 45.83+8.33 abcdefgh 24.00+2.3 lcdefghijklmno 62_25i12.26abcdefghijklmn0 86.25+13.05 defghijkimnopq 22.00=+3.37 abedefghijkimn
hiicresi Gran. | Taze | 75.00+28.87° ns 24.2540.500cdefohikime 10 03 | 68,2544, 5(3cdefghijkimno Ns 92.50+4.12 ijkimnopq 0.03 | 25.50-2.5] odefahiki ns
Don. 43.75i42_70ahcdefgh 21_25i14.29klmn0 58.00i40.03defghijklmno 105.67:{:1S.Olabcdefghijklmnop 25.67+2.3 ] abedefghijki
Ovid. | Taze | 58.33+31.91%cfh | ng 33.00£1.63% ns 98.2546.19% Ns 131.25+6.08 3 ns 9.75£1.50 ns
Don. | 20.8315.96 cefon 33.33£1.16% 82.33+5.7730ccefohik 115.67:4.62 cdefoni 16.00-£0.82KMoPxy
P degeri 0.05 0.001 0.001 0.001 0.001

a.2.¢ Ay siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (P<0,01). *:P<0,001

ns:Onemli degil.
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Cizelge 4.3 Embriyo olusumu ve kalitesi lizerine embriyo kriyoprezervasyonun etkisinin devami

IVM IVF IVC1 IVC2 | Blastosist % Ttest | i¢ Hiicre Kitlesi T Trofekdoderm T test | Toplam Hiicre Sayisi T test | Apoptozis % T test
test
HS Taze 56.25+51.5420cdefoh 0.001 23.67+1,53¢fgniikimno 70.00-6.08 20cdefghijkimno 93.67+6.432cdefghijkimnopg 24,3341 620cdefghiikimn ns
Don. 5.00£10.00" 28.00::3.432bcdefghijkimn 68.00:£0.00 #>cdefghijkimno 96.00:5.282bedefghijkimnopg 29.50+0.71 %%
Kim. | Taze 33.33447.]42bcdefoh ns 21.5040.70Imno ns 69.00+4.24 abedefghijkimno Ns 90.50+4.952bcdefghijkimnopg ns 21.5042. 1 22bcdefghijkimno ns
. Don. 43.75442,700cdefoh 22.67+1.53¢fhikimno 57.33:6.03%fahikimno 80.00:£4, 58defghijkimnopq 28.33+2,52 abedef
Hileresiz  I=Gran | Taze | 50005577479 | s 19.000.00™ 0.05 | 68.00+6.33 Bekeiammo 0.05 | 87.00+0.00 “eehirimea 0.05 | 24.0020.00 PG 0.05
Don. 62.50+£47.8720%f 20.00£1.73 ™ 51.33£9.24hiikimno 71.33+7.51Imnopa 28.00£1.73 3cdefy
Ovid. Taze 50.00+£40.8330cdefoh ns 24.67=1. 1 6bcdefahnizkimno ns 73.00:8.66 ocdefghijkimno Ns 97.67+9.822bedefghijkimnopg ns 18.33+6.3 5¢fnikimnopaxy ns
Don. 50.00133'333bcdefgh 24‘5013‘32ab0defghijklmno 61.50+6.40 abcdefghijkimno 86.00+7.07 defghijkimnopg 22.00+6.27 abcdefghijklmn
HS Taze 58.33+50.0030cdefoh 0.01 20.33+£1.53m° 62.671.16 cdefghijkimno 83.00:£2.64 defgniikimnopg 25.67+1.15 bcdefghifk 0.00
Don. 8.33£16.67" 21.00+3.21 M 61.00:£0,0(Pedefghiikimno 82.00:£2,22 defahiikimnopg 30.00+5.66 2
Kiim. Taze 72.92+35.6020%% ns 22.25+2.879NiKimno ns 72.75:14.6220cdefghiikimno Ns 95.00:+17.4520cdefghijKimnopg ns 18.7520.50¢%fghiikimnopaxy 0.00
Kiimiiliis Don. 64.58+41 .O4abcdefg 24.75i3'78abcdefghijklmno 67.00+17.1 5abcdefghijklmno 91 .75i20.84abcdefghijklmnopq 21.2542.6 abcdefghijkimnop
hiicresi Gran. | Taze 68.75423.942bcdef ns 27.5041.73 2bedefghijkimn ns 68.00+10.4220cdefghijkimno 0.03 95.50+8.70 2bedefghijkimnopq ns 22.2542.87 2bedefghijkimn ns
Don. 43'75i42'70abcdefgh 24.67i2'89abcdefghijklmno 55.00i6.93efghijklmno 79.67+9.82 efghijkimnopq 26.67+1.15 abcdefghijk
Ovid. Taze 83.33£19.25%® 0.01 26.50£0. 5g20cdefahizkimno 0.00 90.50£6.76200€f Ns 117.00:6.93 ebedefoni ns 10.7543.20P% 0.00
Don. 39.58+12.50%0cdefoh 29.25+2.06 20cdefohiiki 78.75:5.32 #bcdefghijkimno 108.00=7.3 520cdefghijkimno 18.501.008foniikimnopaxy
Gra. HS Taze 62.50+£47.87200%f0 ns 20.00£1.75 ™ ns 73.00:£17.3230cdefghijkimno Ns 93.00£15.592bcdefghijKimnopg ns 25.001,73 2ocdefghijkim ns
Don. | 75.00+£28.87%¢ 21.75+2.06iKmno 57.0013.95dfahiikimno 78.75%14.62ohiiKimnopq 28.75+2.06 #cde
Kim. Taze 50.00£10.00%0cdefoh 0.00 24.00£2.4/5defghijkimno ns 69.00:£6.53 ebcdefghijkimno Ns 93.00:8.98 2bcdefghijkimnopg ns 22.25:42.98 2bedefghijkimn ns
Granolusa Don. 41.6749.62 2bcdefon 23.002.00¢fohikimno 57.00::8.49¢fahijkimno 80.00:£10.39 efohijkimnopg 27.252,87 bcdefghi
hiicresi Gran. Taze 33.33+£38.49%0cdefoh 0.00 22.00+£0.00"1kImno 0.05 77.00:£0.00 #bcdefghijkimno 0.053 99.000.00 2bcdefghijkimnopg 0.053 21.000.002bedefghijkimnopg 0.053
Don. 25.00+16.67 cdefgh 25.33i0.58ab0defghijklmno 63.67+7.51 abcdefghijkimno 89.00+6.93 abcdefghijkimnopq 27.00+3.29 abcdefghij
Ovid. Taze 87.50+25.00° ns 31.25+3.2(20ccef 0.02 92.75+8.6220cd Ns 124.00+11.80 0cde ns 10.50+4.36%Y ns
Don. | 67.50+39.4820cdf 30.75+1.50 @bedefan 79.75%11.06bcdefohijkimn 110.5012.377 abodefghijkimn 14.50+5.45mopexy
HS Taze 75.0050.00%%¢ ns 19.33£2.31™ 0.04 47.67+8.08KImno Ns 67.00+10.39 mnord ns 28.67+4.04 2cde 0.052
Don. | 62.50+47.872%f 19.67+0.58™° 42.00+6.93™° 61.67+£7.51P9 27.67+115 ebodefen
Kiim. Taze 58.33+28,8720cdefoh ns 26.0025(0 2bedefghijkimno ns 74.75+5.19 2cdefghijkimno Ns 100.754. 1 93bedefghijkimnopg ns 21.002,832bedefghijkimnopq ns
Ovidukt Don. 58.33+28,8720cdefoh 24.25+2,06Pcdefghiikimno 58.50£0. 58 %fahijkimno 82.75:+2.63 defniikimnopg 26.502.38 2bcdefghiiki
hiicresi Gran. Taze 83.33+33.33%® ns 24.50+£3.0(20cdefghijkimno 0.01 §1.25:£],500cdefohijki Ns 105.75:2.06 2bedefghijkimnop ns 21.50£0.58 2cdefghijkimno 0.00
Don. 56.25+31 '46abcdefgh 25.75i0.96ab0defghijklmno 69.25+9.43 abcdefghijkimno 95.00+8.98 abcdefghijkimnopq 25.50+1.73 abcdefghijkl
Ovid. | Taze 70.83+20.9720¢d ns 32.75+0.96%¢ ns 99.50+1.73% Ns 132.25+2.50 % ns 10.7542.06P%Y ns
Don. | 40.48+17.6030cdefoh 31.50+£2.652 89.00::2.83abcdefon 120.50::4.93 2bcdefy 15.75+2.50!mnopaxy
P degeri 0.05 0.001 0.001 0.001 0.001

a.2.¢ Ay siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (P<0,01). *:P<0,001

ns:Onemli degil.
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Cizelge 4.3 Embriyo olusumu ve kalitesi tizerine embriyo kKriyoprezervasyonun etkisinin devami

IVM IVF IVC1 IvC Blastosist % Ttest | I¢ Hiicre Kitlesi T Trofekdoderm Ttest | Toplam Hiicre Sayisi T test | Apoptozis % T test
2 test
HS Taze | 58.33+50.00%cdefdh ns 20.33+2.31 '™ 0.05 64.67+9.7 ebedefohijkimno ns 85.00=7.559fghiiKimnopg ns 23.67:£2,0820cdefghijkimn ns
Don. 33.33:47.14%cdefoh 20.00:£0.00™° 50.00:£8.49hiKimno 70.00::8.48 KImnopd 27.50£2.12 2bcdefoh
Kiim Taze | 62.50+47.87%cf ns 22.33:].53hiikimno ns 62.334,93 bcdefghijkimno ns 84.67+:6.434efghiikimnopg ns 23.33:2,523bcdefghijkimn ns
Hiicresi Don. 31.25:£23.942bcdefgh 21.67+1.16Km0 48.33+6.111Kimno 70.00£7.21Kmnopq 28.67+0.57 e
uerestz Gran. Taze | 50.00:+£40.83%ccefh ns 23.672.52%fahijkimno ns 69.67+10.1 0.054 93.33:£12.4230cdefghikimnopg 0.043 23.67+3.5 | 2bcdefghijkimn 0.040
Don. 50.00::40.8320cdefgh 24.00:3.6 1 cefghiikimno 40.67+£35.28"™ 57.67+£49.94¢ 18.00£15.59¢fghiikimnopaxy
Ovid. Taze | 58.33+28.872bcdefeh ns 23.75+2.36%fohiikimno ns 56.75:+27.50%foni 0.000 80.50::29.62 efohiikimnopq 0.000 20.50:£6.55Pcdefghiikimnopg 0.005
Don. 56.25+31 '4(’abcdefgh 24'75i2.36abcdefghijklmno 68.75+5.19 abcedefghijkimno 93.50+7.55 abedefghijkimnopq 18.50+1 .91efghijklmnopqu
HS Taze | 20.83+25.00 <o ns 20.50+2.12 ™o 56.00:£2,83¢fohijkimno 76.50:£0.7 1 9hiiKimnopg 25.50:£3.54 2bcdefghiikl
Don. | 20.83+25.00 cdfoh 20.50+2.12 ™o 43.50+0.71Kmne 64.00+2.83%9 31.50+0.70 2
Kiim Taze | 45.83+8.33 abcdefon ns 27.00:£1,630cdefghijkimn 0.044 76.25:4.35 2bcdefghijkimno 0.048 103.25:-4,79 2bedefghijkimnop 0.044 22.503.59 2bcdefghikimn ns
Kiimiiliis Don. | 22.92:415.77 cdefoh 19.75+13.33™° 50.00:£33.77"ikimno 69.75+47.06 KImnora 24.67:£3.05 2bcdefghijkim
hiicresi Gran. Taze | 43.33+8.17 2bcdefon ns 27.00:2. 1 GRocdefghijkimn 0.049 67.0010.2330cdefghijkimno ns 94.00:£9.277 3bcdefghijkimnopg ns 22.751.50 bcdefghijkimn ns
Don. | 23.75+20.56 cdefon 19.00£12.68 ™ 48.50+35.191kimno 67.50::47.22 'mnopq 26.33£1.53 bcdefghiikl
Ovid. | Taze | 62.50+28.45%df ns 28.501.00 20cdefghijkim ns 85.50:£2,8920cdefohii 0.01 114.00-3.56 2edefahiik ns 13.50£3.00MP%Y ns
Don. 35.42+1 7'87abcdefgh 27'50i2'52abcdefghijklmn 76.75+1.50 abcedefghijkimno 104.25+3.95 abcedefghijkimnop 18.00+2.71 efghijkimnopgxy
o HS Taze | 50.00+40.8320cdefeh ns 19.67+1.16 ™ ns 60.33+15.95¢defghiikimno ns 80.00::17.06 Efohiikimnopq ns 25.00:£].73 2bcdefghijkim ns
Don. 18.75423.94 cdefoh 21.00+1.42 '™ 55.50:£9, 1 9efohijkimno 76.50::10.61 9hiikimnopg 29.00:£0.00 2cde
Kiim Taze | 50.00:£57.74%bcdefoh 0.002 24.00:£0.00¢defghikimno ns 65.503.54 bcdefghijkimno ns 89.50-:3. 54 abedefghijkimnopq ns 24.00:£4.24 2cdefghikimn 0.035
Granolusa Don. | 37.50+25.0020cdefoh 22.33+3.069hikimno 56.33:£9.299%fehijkimno 78.67:£11.93 fhiikimnopg 30.67£1.52%¢
hiicresi Gran. Taze | 37.50+8.33 abcdefon ns 25.50:£2.092bcdefchijkimno ns 75.759.5( 2bcdefghijkimno ns 101.25:7.8130cdefghijkimnopg ns 20.00:£2.7 | cdefghijkimnopax ns
Don. 37.50+8.33 abcdefgh 26.00+1 '41abcdefghijklmno 66.75+1 1'64abcdefghijklmno 92.75+1 1.67abcdefghijklmnupq 26.25+4.19 abcdefghijkl
Ovid. | Taze | 47.50+41.1320cdefoh ns 30.33:£2.31 2bcdefohii ns 93.00+6.562% ns 123.3347.23 2bedef ns 11.00£2.00%%Y ns
Don. 30.00::24.49Pcdefon 28.00:£1,00?0cdefghijkimn 75.33:5, 13 2bedefghijkimno 103.335.86 ebedefahijkimnop 16.672.3 1 Miikimnopaxy
HS Taze | 37.50+47.87%bcdefeh ns 23.004.24¢fhiikimno ns 65.50£10.6120cdefghiikimno 0. 88.50::14.85 defohiikimnopq 0.046 | 23.00:4.24 2bcdefghijidmn ns
Don. | 70.83+34.362%% 20.75+1.89 'm0 50.25+6.65Nikimno 71.0048.25 JKimnopa 28.5041.91 abcdef
Kiim. Taze | 25.00:+£31.2 cdefoh 0.010 27.00:£1 .4 ] 2bcdefghijkimn ns 90.50-+3.542bcdef ns 117.5042. 12 2bcdefghi ns 19.00=0.00¢efanikimnopaxy ns
Ovidukt Don. 70.83:£34.36%0 25.2542,5(2bedefohijkimno 68.25+10.340cdefghijkimno 93.50:£1 1.7920cdefghiikimnopg 26.25:£2.2 2cdefghiikl
hiicresi Gran. Taze 14.58+17.18%9 0.001 26.00:£7.0720cdefehijkimno 0.002 79.00:3, 53bcdefghijkimno 0.00 105.00+35.35 i ns 21.50:3.54 2bcdefghijkimno ns
Don. 27.08+4.1 7bcdefgh 27.75+1 'SOabcdefghijklmn 74l00_45abcdefghijklmno 93.75+16.92 abcedefghijkimnopq 21.00+1.41 abcdefghijkimnopq
Ovid. | Taze | 47.62+10.102cdefoh ns 32.50:£1.002 ns 100.25+2.062 ns 132.75+2.87%® ns 9.25+1.26Y 0.026
Don. | 24.6443.5 cdefoh 31.00:£0.82 2bcdefy 80.00:£ 1.4 1 20cdefghijkim 111.00<1, 12 2bedefghijkim 15.50+3.00 mnopaxy
P degeri 0.05 0.001 0.001 0.001 0.001

a.2.¢ Ay siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark énemlidir (P<0,01). *:P<0,001

ns:Onemli degil
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5. TARTISMA VE SONUC

Blastosist olusumu ve embriyo canliligini iyilestirme amaciyla ¢esitli ortamlar ve ko-
kiiltiir sistemleri kullanilmaktadir. Kimileri tanimlanmis ortamlari iyilestirerek blastosist
olusum oranii yiikseltmek igin ¢aba gosterirken kimileri farkli somatik hiicreler ile
beraber ko-kiiltiir uygulamasinin sonucunda embriyo tiretimini iyilestirmistir. Ancak bazi
aragtirmacilarin bildirislerine uygun olarak bazi hiicre hatlarinin embriyo geligimi i¢in
yararli olmadig1 sonucuna varilmistir. Halbuki ko-kiiltiir esnasinda temel sorun, hem
hiicre biliylimesini hem de embriyo gelisimi saglayan karmasik ortamin bulunmasidir
(Leppens vd. 1996). Zira somatik hiicrelerin sagligi ve gelisimi, birlikte kiiltiir edilen
oosit, zigot veya embriyolarin gelisim yetenegi ve hatta hayatta kalmalarinm
belirleyebilmektedir. Bu yiizden ortam hem somatik hiicre hem de oosit veya zigot i¢in
uygun olmalidir. Bu nedenle ortam yetersizliginden dolayr somatik hiicreler ile birlikte

ko-kiiltiir etme zaman zaman olumsuz sonuglara yol agabilecegi bilinmektedir.

Ko-kiiltiir sisteminde kullanilan somatik hiicreler a¢isindan blastosist olusumu ovidukt
hiicresinde en ¢ok olurken hiicre icermeyen ortamlarda en az olarak belirlenmistir.
Calismamizda somatik hiicreler ile beraber ko-kiiltiir edilen zigotlarda belirlenen
blastosist olusumu sonuglari, Yadav vd. (1998)’la ve Jamil vd. (2011) elde ettigi
sonuglarla uyum igindedir. Manda zigot gelisimi iizerine homolog ve heterolog ovidukt
hiicrelerinin etkisini inceleyen Yadav vd. (1998) gore ke¢i ve manda ovidukt hiicresi
kullanildiginda hem kegi ovidukt hiicresi hem de manda ovidukt hiicresi manda zigot
kiiltiiriinde boliinme, morula, blastosist ve embriyo blokajinin ortadan kaldirmasi iizerine
onemli etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Ayrica, Jamil vd. (2011) manda
embriyolarinda erken embriyo gelisimi bakimindan manda ovidukt epitelyal hiicreleri ile
kiiltir edilen zigotlarin, hiicre igermeyen ortamdan daha yiiksek oranda gelistigini

gostermistir.
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IVM ve IVF islemleri sirasinda kullanilan farkli somatik hiicreler itibariyla gruplar

arasinda interaksiyon bulunmamuistir.

Yapilan bazi ¢alismalara gore, diisiik sicaklik metabolik hizi1 azaltarak besin ve oksijen
ihtiyaclarimi diisiirmekte ve folikiiler direnci artirmaktadir. Ayrica basarili folikiiler
korumanin nedeni olarak basit ortamlardaki diisiik metabolik ihtiyaglari kariglayabilecek
tasima ortaminin bilesenleri dikkate alinabilmektedir (Gomes vd. 2012). Viicut
sicakligina yakin sicakliklar, hiicre otolizine neden olarak sigir oosit maturasyonunun
azalmasina ve oositlerin gelisme yetenegi iizerine de olumsuz etkiye sahip olmaktadir
(Pedersen vd. 2004). Ancak, olgunlasan oositlerin boliinme oran1 HEPES igeren
ortamlarda daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar Love vd. (2003) ve (Young vd. 1998)
ile uyumlu iken, Wongsrikeao vd. (2005) ve Evecen vd. (2010)’nin bildirisleri ile
ortismemektedir. Bu farkliligin bir kismi aragtirmalarda kullanilan uzun depolama
stiresinden kaynaklanabilirken bir kismi da ¢alismamizda kullanilan Hepes tampon
sistemi ile iliskilendirilebilir. Bilindigi gibi Hepes tampon sistemi pH’y1 uygun fizyolojik
aralikta tutarak hormon ve enzimleri koruyabilmektedir. Uygun tampon sisteminin
bulunmamast, pH diisiisiinden kaynaklanan ¢ekirdek DNA parcalanmalarinin artigina yol
acabilmektedir. Bu agidan oosit plazma zarinin H" iyonuna son derece gegirgen oldugu,
oosit zarinin pH ayarlama mekanizmasina sahip olmadigini 6ne siiriilmektedir. Eger
ortamin tampon kapasitesi pH artisin1 korursa, proton akimi uzun siire boyunca devam
edebilir. Sonug olarak hiicre i¢i pH nin diisiisii azalir (Salehi vd. 2004). Hiicre igi pH’sinin
diisisii hiicre zar1 gecirgenligini etkileyen amino asitlerin net elektrik yiikiiniin
belirlenmesinde biyolojik olarak 6nem tagimaktadir (Patel vd. 1973). Dolaysiyla pH’ nin

azalmasi hiicre zariin gegirgenligini degistirerek hiicre fonksiyonlarini bozabilmektedir.

Tagima ortami ve sicakligin morula ve blastosist olusumunu etkiledigi sonucu Wang vd.
(2011) bildirisleri ile ortiismektedir. Onlarin raporuna gore blastosist olusum orani tagima
sicakligindan etkilenmemektedir. Ancak yedi giinliikk somatik hiicre niikleer transferi
yapilmis embriyolarda 15°C sicaklikta depolanan ovaryumlardan elde edilen
blastosistlerde diger sicakliklara gore (25°C ve 35°C) toplam hiicre sayisi bakimindan

daha yiiksek degere sahip olduklari tespit edilmistir. Ovaryum aktarma kosullarinin erken
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embriyo gelisim yetenegi tizerine etkili oldugu goriilebilmektedir (Guignot vd. 1999).
Ancak in vitro kosullarda iiretilen embriyolarin kalitesi tagima ortami ve sicakligindan
etkilenmemektedir. Oosit maturasyonu igin folikiil sivisi ortaminda graniiloza hiicresi ile
beraber kiiltiir edilen KOK’lerin en ¢ok C kategorisinde olmasi, Leibfried vd. (1980)’nin
elde ettigi sonugla uyum iginde olmustur. Folikiil sivisi ile ger¢eklestirdikleri arastirmada
graniiloza tek katmani iizerine kiiltiir edilen domuz oositlerinde germinal vezikiil break
down Onlenmistir. Ancak folikiil s1vis1 veya graniiloza hiicreler ile temas etmeden kiiltiir
edilen oositlerde germinal vezikiil break down ger¢ekleserek mayoz yeniden baglamustir.
Sato vd. (1977)’ne gore graniiloza hiicrelerinin yiizeyindeki faktorler mayozun durmasina
neden olmaktadir. Ancak daha sonra belirlendigi gibi hypoxanthine veya ondan
kaynaklanan maddeler graniiloza hiicrelerinden gap baglantilar vasitasiyla oositin igine

gecerek mayozun durmasina neden olmaktadir (Eppig vd. 1985).

Diger bir caligmada ise inek kiimiiliis hiicrelerinin genislemesi {lizerine GnRH
uygulamasinin farkli zamanlarinda (0, 8 ve 20 saat) elde edilen folikiil sivisinin farkl
yogunluklarinda (kontrol, % 10, % 40) maturasyonlarin1 gergeklestiren inek KOK’lerine
de 20 saat GnRH enjeksiyonundan sonra toplanan % 40 folikiil sivis1 ortami1 ve kontrol
grubu birlikte en ¢ok kiimiiliis hiicre genislemesine yol agmistir. Ancak, GnRH
uygulamasindan hemen sonra toplanan folikiil sivisi, her iki yogunluklarda kiimiiliis
hiicre genislemesini engellemistir (Romero-Arredondo vd. 1996). Olgunlasma {izerine
folikdil sivisinin yavaslatlatict veya mayozu durdurucu etkisinin bir nedeni kiigiik molekiil
agirlikli olan hypoxanthine ile iligkilendirilmistir (Eppig vd. 1985). Kimyasal bilesenleri
serumdan daha az varyasyon gosteren biiyiime faktorlerinin, hormonlar ve embriyo igin
yararli olan diger kimyasallar1 i¢erdiginden (Ocana vd. 1995) oositleri direkt ve dolayli
olarak destekleyip olgunlagsmalarin1 saglayabildigi 6ne siiriilmektedir. Amniyotik sivisi
IGF-1 (Mcmurtry vd. 1997), TGF (Underwood vd. 2005) gibi hormon ve faktorleri
icermektedir. IVM i¢in EGF’in yararli oldugunu birgok arastirma gostermistir. EGF
kiimiiliis hiicre genislemesini, oosit maturasyonunu ve blastosist gelismesini
uyarabilmekte (Lin vd. 2010) oldugundan dolay1 olgunlasma i¢in diger ortamlardan daha
1yl zemin hazirlayarak s6z konusu 6zelliklerin iyilesmesi saglamistir. Menezo B2 ortami

Vero hiicre tek katmaninda kullanildiginda embriyo gelisimi % 25-30 aras1 bulunurken
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ortam olarak HTF(Human Tubal Fluid) ko-kiiltiir sisteminde kullanildiginda daha az
gelisim elde edilmistir (Duszewska vd. 2000). Ayrica normal ii¢ boyutlu organizasyonun
eksikliginden, hiicre yapis1 iki boyutlu kiiltiir sistemi ile degismektedir. Ek olarak, bazal
zara Ozgli bilesimler ile baglantinin eksikliginin graniiloza hiicrelerinin yanitlarini

etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Vanderhyden vd. 1989).

Boliinme tizerine ovidukt hiicresinin olumlu etkisi en az ii¢ yolla ger¢eklesmektedir:
1) spermin yasam giiciinii artirmasi suretiyle;
2) polisperminin azaltilmasi yoluyla

3) boliinme igin destekleyici maddelerin salgilanmasi ile (Mermillod vd. 1993).

In vivo ve in vitro kosullarda spermler gegici olarak ovidukt hiicrelerine yapisarak yasam
slireleri artmaktadir. Ayrica ovidukt sivisinda bulunan glikoproteinler zona pellusidaya
yapisarak polispermiyi engellemek i¢in zona pellusiday: diizenlemektedir. S6zii gegen
mekanizma aracilifiyla ovidukt glikoproteinlerini ve diger elemanlar1 iceren zona
pellusida agi, oositi sararak GAG’lara baglanma suretiyle oositi daha istikrarli kilip sperm
gecisi icin oositin  direncini artirmaktadir. Dolayisiyla oositlerde polispermi
engellenmektedir. Ek olarak, ovidukt kiiltiir ortamlarinda bulunan diisiik molekiil agirlikli
(<~10 kDa) protein (veya proteinler) zigotlarin erken bdliinmelerini (5-8 blastomer
asamasina kadar) desteklemektedir (Mermillod vd. 1993).

Maturasyon iizerine farkli somatik hiicreler ile beraber kiiltiir etmenin etkisini belirlemek
amaciyla yapilan ¢aligmanin sonuglarina gére ovidukt hiicreleri en iyi kosullar1 saglamig
ve en ¢ok A kategorili hiicrelerin genislemesi goriilmiistiir. Graniiloza hiicresi iceren
ortamda kiiltiir edilen KOK’ler en diisiik orana sahip olmustur. Ovidukt hiicre ko-kiiltiirii
en ¢ok A sinif maturasyona neden olurken bu oran graniiloza hiicresinde en az olarak

tespit edilmistir.

Zigot gelisimi iizerinde kiimiiliis hiicreleri ile beraber ko-kiiltiir etmenin etkisini inceleyen
Farouk vd. (2011) goére 2 blastomerli zigot olusumu bakimindan Cook ortami ile ko-

kiiltiir arasinda farkliliklar bulunmamasina ragmen blastosit olusumu agisindan 6nemli
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farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore blastosit olusum orani hiicre
icermeyen Cook ortaminda %27.3+0.06 olurken tek katman kiimiiliis hiicreler ile beraber

ko-kiiltiirde ise %47.0+0.04 diizeyinde ger¢eklesmistir.

Kiimiiliis genislemesi iizerine somatik hiicrelerin etkisine bakildiginda ovidukt
hiicrelerinin en iyi kosullar1 sagladigi belirlenmistir. Ancak graniiloza hiicresi diger
hiicrelere gore daha az maturasyona neden olmustur. Elde edilen sonuglar, manda oosit
maturasyonu tizerine farkli somatik hiicrelerin ko-kiiltiiriiniin etkisini inceleyen Jamil vd.
(2011)’nin sonucuyla uyumlu degidir. Jamil vd. (2011)’ne gore graniiloza (%84.24) ve
kiimilis (%83.44) hiicrelerinin ko-kiiltiirii, manda ovidukt epitelyal hiicreleri (%73.37)
ile beraber kiiltiiriinden daha fazla maturasyon oranina neden olmustur. Ancak, graniiloza
hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen oositlerin %36’sinin GV asamasinda kaldiklarini tespit eden

Richard vd. (1996)’1n sonucu ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Arastirma sonuglarina gére boliinme orani ovidukt hiicrelerinin bulundugu ortamda en
fazla olurken en diisiik olarak hiicresiz ortamda ortaya goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar

Romero-Arredondo vd.(1996)’in sonuglariyla uyum igindedir.

Somatik hiicre faktorleri i¢in elde edilen sonuglar Romar vd. (2001) ve Mugnier vd.
(2009) ile uyum ig¢inde bulunmustur. Domuz IVF’inde monospermi ve sperm gegisi igin
domuz oositini POEC hiicreleri ile ko-kiiltiir eden Romar vd. (2001)’nin sonuglarina gore
oositlerde fertilizasyonu %70’in {izerinde bulmustur. Ancak Mugnier vd. (2009) kisrak
oosit IVM’inde ovidukt hiicresi ile beraber kiiltlir edilen oositlerde hiicre igermeyen
kiiltir sisteminkinden daha ¢ok fertilizasyon orani elde etmislerdir. Ama sadece IVF
asamasinda ovidukt hiicreleri ile kiiltiir edilen gametlerde elde edilen sonuglar hiicre

igermeyen kiiltiir ortami ile 6nemli farkliliklar géstermemistir.

In vitro embriyo iiretimi {izerine kegi ovidukt epitelyal hiicresi (GOEC) igeren SOF
ortaminin etkisi Rodriguez-Dorta vd. (2007) tarafindan arastirilmistir. Bu arastirmaya

gore GOEC igermeyen SOF ortami %28 blastosist iiretirken GOEC tek katmani ile
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beraber kiiltiir edilen KOK’lerde bu deger sadece % 20 olarak elde edilmistir. Rodriguez-
Dorta vd. (2007) tarafindan gergeklestirilmis olan bu arastirmada SOF ortam1 sadece
3mg/mL BSA ile tamamlanmistir. Ancak bilindigi gibi hiicre kiltirii icin FCS’nin
eklenilmesi kagmilmaz olup somatik hiicrelerin gelisimi ve salgisi i¢in hayati 6nem
tagimaktadir. Muhtemelen s6z konusu aragtirmada FCS’in bulunmamasi somatik
hiicrelerin salg1 degisikliklerine hatta oliimlerin artisina sebep olabilmektedir. Sonug
olarak embriyo gelisiminin olumsuz yonde etkilenmesinin nedeni FCS’nin ko-kiiltiir

ortamina eklenmemesi olabilmektedir.

Hiicre ¢ogalmasi diger memeliler gibi sigir IVP embriyolarinda da apoptotik hiicre

oliimleri ile birlesmis olup genellikle IHK ’sinde ortaya ¢ikmaktadir (Byrne vd. 1999).

Cizelge 4.3°de de goriildiigii gibi IH sayis1 graniiloza ortaminda ovidukt hiicreleri ile
beraber kiiltiir edilen blastosistlerde en gok olurken somatik hiicre igermeyen ortamda
kiiltiir edilen embriyolarda en az olarak bulunmustur (P<0.01). En fazla IHK sayis1 IVM
ortami+ IVF + IVC1 (kiimilistovidukt+ovidukt) hiicresinin bulundugu ortamda
dondurulmus olarak yapilanda (33.33+1.16%) olurken; IHK sayisinin IVM ortami+ IVF
+ IVC1 (kiimiiliistovidukt-+hiicresiz) taze olarak bulundugu ortaminda (18.00+1.42°) en
diisiik deger saptanmistir. Calismanin sonuglart Rexroad vd. (1988)’in sonuglart ile
celigki icindedir. Bu c¢eliskinin bir kism1 muhtemelen 6rnegin az olmasindan veya ortam
kiyaslamasinda kullanilan istatistik metottan kaynaklanabilmektedir. Ancak Koo vd.
(2002)’nin ¢alismalarinin sonuglartyla benzerlik gostermektedir. Rexroad vd. (1988)’in
sonuglarina gore ovidukt hiicreleri ile beraber ko-kiiltiir etmek bir ve iki blastomerli
koyun zigotunun inkiibasyonun besinci giliniinde bdliinme sayisinda artisa neden
olmamistir. Ancak %10 FCS igeren TCM-199, % 10 FCS igeren F10 ortamindan daha
cok boliinme sayisina neden olmustur. Bu ¢alismanin diger bir boliimiinde ise tek katman
bobrek, uterus ve ovidukt hiicrelerinin ko-kiiltiirli arastirilip ovidukt hiicre tek katmani,
hiicre icermeyen ortamdan veya diger hiicre tiplerinden daha ¢ok bdliinmeyi sagladigi

tespit edilmistir.
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Blastosist olusumu ve kalitesi lizerine serum etkisi Esfandiari vd. (2005) tarafindan
arastirilmistir. Aragtirmanin sonucuna goére kiiltlir ortamina %10 FCS (Sigir cenin
serumu) eklenmesi fare zigotlarinda ne morula ve blastosist olusumunu ne de toplam
hiicre sayisini ve i¢ hiicre kiimesini etkilemistir. Daha 6nceki ¢alismalarin sonuglarina
gore THK:TH orani embriyo iiretim kosullarindan etkilenmektedir. Koo vd. (2002)’nin
sonuglar1 THK:TH orani in vivo, in vitro ve niikleer transfer embriyolarinda sirasiyla
yaklasik olarak 0.525, 0.731 ve 0.982 olarak bulmustur. Ayrica kiiltiir ortamlar1 IHK:TH
orani iizerine siddetli etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Rath vd. 1995). Bes giinliik in
vivo ve in vitro fare blastosistlerinde IHK/TH oram sirasiyla 0.55 ve 0.59 olarak
belirlenmistir (Brison vd. 1997). Blastosistlerin kalitesinin sadece embriyo kiiltiir
sisteminden etkilenmedigini aym1 zamanda onceki asamalardan ve hatta kalitimsal

ozelliklerden dolay1 ortaya ¢ikabildigi one siirtilebilmektedir.

Vitrifikasyon teknigi ile dondurulup ¢o6ziilen blastosist ile elde edilen ilk gebelik sonrasi
calismalarda elde edilen yliksek canlilik ve gebelik oranlari, blastosist asamasi embriyo
kriyoprezervasyonunda vitrifikasyon yonteminin yayginlagsmasini saglamistir. Bu
tarihten itibaren farkli aragtirmacilar tarafindan yayinlanan makalelerde farkli tasiyicilar
kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalarin hemen hemen hepsinde son derece basarili
canlilik ve klinik gebelik oranlari elde edildigi belirtilmektedir(Choi vd. 2000, Mukaida
vd. 2001,Vanderzwalmen 2003, Lin 2010). Ayrica, blastosist donemi embriyolarda
vitrifikasyon Oncesi embriyo manipulasyonu uygulanarak blastosel kavitenin yapay
olarak bosaltilmas1 sonrasi canlilik oranlarimin arttifini belirten pek c¢ok calisma

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

Stehlik vd. yavas dondurma teknikleri ile % 83,1 ve %16,7 canlilik ve gebelik oran1 elde
edebildikleri halde vitrifikasyon kullanimi sonrasinda bu oranlarin sirasi ile %100 ve
%50’e ulagtigini bildirmislerdir (Stehlik 2005). Huang vd.( 2005) her iki teknigi ¢6ziilme
sonrasi canlilik oranlar1 yoniinden karsilastirdiklar1 ¢calismalarinda vitrifikasyon sonrasi
elde edilen canlilik oranlarinin (% 84) yavas dondurma sonrasindaki oranlara (%56,9)
gore onemli derecede yliksek oldugunu belirtmislerdir (Huang vd. 2005). Kuwayama
(2005) vd. tarafindan gergeklestirilen ve 6000’den fazla blastosisti kapsayan ve her iki
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teknige ait sonuglarin karsilastirildigi bir bagka calismada ise canlilik ve gebelik
oranlarini sirast ile, yavas dondurma i¢in % 84 ve % 51, vitrifikasyon i¢in % 90 ve % 53
olarak bulunmustur. Benzer sekilde Liebermann ve Tucker’in (2006) c¢alismasinda
karsilastirilan tekniklerde elde edilen canlilik ve gebelik oranlari yavas dondurma igin
%92,1 ve %42,9; vitrifikasyon i¢in % 96,5 ve %46,1 olarak verilmistir (Lieberman 2006).

Benzer bir ¢alismada Taniguchi vd. (2007) vitrifiye ettikleri (%30 gliserol + %20 etilen
glikol) s1g1ir embriyolarinda ¢éziinme sonrasi kiiltiirde %71.8 canlilik ve %7.1 zonadan

¢ikma orani elde ettiklerini bildirmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, in vitro sigir embriyolar1 %10 gliserolde 5 dk., %10 gliserol
+ %20 etilen glikolde 5 dk. ve %25 gliserol + %25 etilen glikolde ekilibre edildikten
sonra vitrifiye edilmistir. Cozdirme sonrast 0.5M ve 0.25M sakkaroz ile
kriyoprotektanlar uzaklastirildiktan sonra embriyolar kiiltlir ortamina alindiginda %63
(31/49) gelisim orani, bunlarin transferinden ise % 43 (7/16) gebelik elde edildigi
bildirilmektedir (Martinez vd. 1998). Bulunan bu degerler Lim vd. (2008)’nin buldugu
sonuclarla paraleldir. Ancak her ne kadar ¢ézdiirme sonrasi embriyo gelisimi %52,2
olarak bulunsa da bu oran in vivo elde edilen dondurulup-¢6zdiiriilmiis embriyolarin

gelisim oranlarina gore diisiiktiir.

Bousquet (1993) erken blastosist, blastosist ve genislemis blastosist safhasindaki
embriyolar1 ovidukt hiicreleri ile kiiltiire koyduktan sonra gergeklestirdikleri 15 taze
embriyo transferinden 2 (% 13,3) gebelik, 10 dondurulmus embriyodan ise 5 (% 50)
gebelik elde ettigini bildirmektedir.

Akkog vd. (2009) vyiiriittiikleri bir caligmada farkli somatik hiicre tipleri ve cinsiyetleri
niikleer transfer ¢alismasinda kullanilmis ve in vitro kiiltiir sonucu blastosist sathasina
ulasan embriyolar vitrifikasyon yontemi ile dondurulup ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozdiirme
sonucu blastosistlerin canlilik oranlari arastirilmistir. Sonug¢ olarak dondurulan niikleer

transfer normal blastosistlerin ¢ozdiirme sonrasinda en yiiksek canlilik oranina sahip (%
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66) oldugu goriilmektedir. Genel olarak erken ve normal blastosistlerin ¢ozdiirme
sonrasindaki canlilik orant % 60’1 canli kalirken, agilma (hatching) asamasindaki

hiicrelerden %70°1 canli kalmistir.

Yiiriitilen bir ¢alismada tavsan embriyolari, %20 EG ve %20 DMSO’da vitrifiye
edilerek, ¢oziindiirme sonras1 direkt olarak tagiyict hayvanlara nakledilmistir. Taze olarak
nakledilenler ile karsilastirilmigs ve % 55°e karsin % 40 gebelik orani elde edilmistir
(P<0.05). Yapilan bu ¢aligsma ile tavsan embriyolarinin bu metot ile dondurulup muhafaza

edilebilecegi ve transfer i¢in uygun olabilecegi bildirilmektedir(Vicenta vd. 1996).

Koyun embriyolarinda yiiriitiilen bagka bir ¢alismada; in vivo koyun embriyolar1 VSI
(%25 Gliserol ), VS2 ( %10 Gliserol + %20 Etilen Glikol), VS3 (%25 Gliserol + %25
Etilen Glikol) soliisyonlar1 kullanilarak vitrifiye edilmistir. Embriyolar taze olarak,
¢oziindiirme sonrast kriyoprotektanlar uzaklastirilarak veya uzaklastirilmadan ii¢ ayri
grupta tastyicilara transfer edilmis ve 45 gilin sonra gebelik oranlar karsilastirilmistir.
Sirastyla %76, %72 ve %75 gebelik oranlart elde edilmis ve vitrifiye edilen koyun
embriyolarinin ¢oziindlirme sonrasi direkt olarak transfer edilebilecegi bildirilmektedir

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

Yiritiilen bir calismada in vivo elde edilen morula ve blastosit sathasinda sigir
embriyolari iki agamali olarak vitrifiye edilmis ve in vitro kiiltlir sonras1 embriyo canlilik

orani yaklasik %52 olarak bildirilmistir (Campos-Chillon vd. 2006).

Bagka bir ¢alismada, in vitro sigir embriyolar1 %10 GL’de 5 dk., %10 GL+ %20 EG’de
5 dk. ve %25 GL + %25 EG’de ekilibre edildikten sonra vitrifiye edilmistir. Caligmada
¢Ozdiirme sonras1 0.5 M ve 0.25 M sakkaroz ile kriyoprotektanlar uzaklastirildiktan sonra
kiltiir ortamina alindiginda % 63 (31/49) gelisim orami gosterdigi bildirilmektedir

(Martinez vd. 1998). Sonuglar yaptigimiz ¢calismanin sonuglariyla benzerlik i¢indedir.
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In vitro embriyo iiretiminde, KOK blastosist asamasina ulasabilme basarisinin % 20-30

arasinda oldugu bildirilmektedir. Bunun yaninda in vitro embriyo iiretiminde en kritik
adimin IVM oldugu ve uygun maturasyon sartlari bulunmadan in vitro embriyo iiretim
basarisinin in vivo tretimi diizeyine ulasamayacagi bildirilmektedir (Thompson vd.
1998).

Farkl1 bir vitrifikasyon soliisyonu olan EFS 40’ (EG, Fikol, Sakkaroz ) denendigi bir
arastirmada, dondurulan si8ir embriyolarinda ¢6ziindiirme sonrasinda canlilik oran1 %72
bulunmustur (Kasai 2000). PEG, BSA, PVP, Fikol’liin % 6’lik soliisyonlar1 ile muamele
sonrasinda dondurulan embriyolarin canlilik oranlari sirastyla, % 79.3, % 34.8, % 41.4
ve % 57.1 olarak tespit edilmistir (Ohboshi 1998). % 10 GL, 2.1 mol/litre GL + 0.25
mol/litre Sakkaroz (5 dk 6n dondurmali) ve % 25 GL+% 25 EG (5 dk 6n dondurmali)
vitrifikasyon metotlarinda blastosistlerdeki canlilik oranlari sirastyla, % 68.0, % 59.0 ve
% 65.7 bulunmus, metotlar arasinda dnemli bir fark tespit edilmemistir (Xu 1997). VS3a
(VS3a: 6,5 M GL ve % 6 w/v BSA PBS (Fosfat-tamponlu tuz soliisyonu iginde) ile
vitrifiye edilen 116 embriyonun, ¢6zdiirme sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik
oranlar1 sirastyla, % 11, % 0 ve % 0 olarak tespit edilmis, zonadan ¢ikan blastosist elde
edilememistir (Enright vd. 2000). 1273 sigir embriyosu 1,6 M PG, 1,8 M EG, 1,4 M GL
kullanilarak geleneksel yontemle dondurulmustur. Gebelik oranlar sirasiyla, % 36, %

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

Ayn1 zamanda payet ic¢indeki vitrifikasyon sollisyonunun hacmi hizli dondurma

yonteminde 6nem tasimaktadir (Papis vd. 2000, Isachenko vd. 2003).

Cizelge 4.3’deki verilere gore biitiin muameleler birlikte kiyaslandiginda IVM ortami
granolusa hiicresi, IVF ortami1 granolusa hiicresi ve IVC1 ortami ovidukt hiicresi ve taze
hiicrede ko-kiiltiir edilen KOK’lerin blastosist oran1 diger muamelelerden daha yiiksek
(87.50+25.00%) bulunurken; IVM granolusa hiicresi ortami, IVF hiicresiz (HS) ortam1 ve
IVCI ortanmu hiicresiz ve dondurulmus olan muamelede ise en diisiik (5.00+£10.00 ")
seviyede oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar Blakewood vd. (1989) ve
Davidson (2004)’un bildirdigi elde edilen sonuglarla uyum igindedir. Blakewood vd.
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(1989) ile zigot gelisimi lizerinde tavuk embriyo amniyon sisteminin etkisini arastirmistir.
Bu arastirmada in vivo kosullarinda iiretilen kegilerin bir hiicreli zigotlari, fibroblast tek
katmani, tavuk embriyo amniyon boslugu ve kontrol grubuna aktarilarak gelismeleri
kaydedilmistir. Sonug olarak fibroblast ko-kiiltiirii ile tavuk embriyo amniyonu arasindaki
farkliliklarin 6nemli bulunmamasina ragmen kontrol gruptan daha iyi embriyo gelisimine
neden oldugu tespit edilmistir. Davidson’nun (2004) sonuglarina gore sigir embriyolari
embriyotrofik ortam olan tavuk embriyo amniyonun i¢inde gelisebilir. Ancak bu gelisme

yar1 tamimlanmis ortamla kiyaslandiginda 6nemli farkliliklar géstermemistir.

Muamelelerin etkisi TH sayisi iizerine etkili bulunmustur (p<0.001). Cizelge 4.3’de
belirlendigi gibi en ¢ok TH sayisi IVM ortami+IVF+IVC1 (ovidukt+ovidukt+ovidukt)
hiicresinin bulundugu ortamda taze olarak yapilanda (100.25+2.06%) olurken; TH sayis1
IVM ortami+IVF+ IVC1 (kiimiiliist+hiicresizthiicresiz) dondurulmus olarak bulundugu
ortamda (39.00+10.50°) en az TH sayis1 bulunmustur. Ortam ve somatik hiicre faktorleri

ayri ayr1 olarak incelendiginde ortaya ¢ikan farkliliklar Gnemli bulunmustur (p<0.001).

Cizelge 4.3°de belirtildigi gibi IVM ortami+ IVF + IVC1 (kiimiiliisthiicresiz+hiicresiz)
dondurulmus olarak bulunan ortamda en ¢ok (33.00+2.82?%) apoptozise neden olurken,
IVM ortami+ IVF + IVC1 (ovidukt + ovidukt + ovidukt+ taze olarak) hiicresi ile beraber
kiiltiir edilen embriyolarda en diisiik (9.25+1.26%) olarak bulunmustur (p<0.001). Somatik
hiicre faktorleri arasinda ovidukt hiicresi diger hiicrelere gore en diisiikk apoptozis
isabetine yol agcmistir. Calismamizda belirlenen apoptozis isabet sonucu Brison vd.
(1997)’nin sonuglart ile uyum i¢indedir. Brison vd. (1997)’1n arastirmasia gore iki
hiicreli fare embriyolar1 somatik hiicre olmaksizin kiiltlir edildiginde hiicre olim
isabetinin in vivo blastosistlerinin 3 kati oldugunu gdstermislerdir. Ayrica, kiiltiir
ortaminda embriyo sayisinin artmasi blastosistlerde hiicre oliimlerinin azalmasini
saglayarak hiicre sayisinin artisina sebep olmustur. Ayrica blastosistlerde toplam hiicre
sayisi ile apopototik hiicre 6liimleri arasinda negatif baglanti oldugu Byrne vd. (1999)

tarafindan belirlenmistir.
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Apoptozis indeksi ovidukt hiicresi i¢eren ortamda diger ortamlardan daha diisiik
bulunmustur. Apoptozisin azalmasi, ovidukt hiicresi i¢eren ortamda mevcut olan TGF-a
(Transforming growth factor alfa ) faktériinden dolayi ortaya ¢ikabilmektedir. Zira, TGF-
a faktoriiniin apoptozis indeksinin azalmasina sebep oldugu kanitlanmistir (Brison vd.
1997). Ayrica, Esfandiari vd. (2005) gore HTF ortamina protein kaynagi olarak serum
icerigine benzer bir i¢erige sahip olan tamamlayicinin eklenmesi embriyolarda apoptozis
indeksinin azalisina neden olmustur. Yorum olarak ise reaktif oksijen tiirlerinin ortadan

kaldirilmasiyla hiicre 6liimlerinin azalmasi 6ne siirtilmiistiir.

Apoptozis isabet orani i¢ (hayvan tiirdi, 1rk1, yasi) ve dis faktorler (farkll kiiltiir ortamu,
kiiltiir ortamindaki embriyo yogunlugu, apoptozis belirleme metodu) tarafindan
belirlenmektedir (Fabian vd. 2009). Ek olarak, in vitro kosullarda iiretilen
blastosistlerdeki hiicre Oliimlerinin artist biiylime veya yasayabilme faktorlerini
salgilayan ana sistemin yoklugundan veya kiiltiir ortamlarinin optimum altinda olmasi
nedeniyle ortaya ¢ikabildigine inanilmaktadir (Brison vd. 1997). Kiiltiir ortamina serum
eklenmesi apoptozis oranini azalttigi seklinde yorumlayan Esfandiari vd. (2005)’e gore
serum oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirleri gibi embriyotoksik bilesenleri
temizleyerek veya biiylime hormonlarini kiiltiir ortamina ekleyerek in vivo kosullarina
benzerlik sagladigr sonucuna varmistir. Vasatlara hiicresel katkinin amaci ortamdaki
serbest oksijen yogunlugunun azaltilmasinin yaninda 8-16 hiicre asamasindaki
embriyonun gelisiminin durmasin1 6nlemektir. Bu amagla farkli tiirlerdeki dokulardan
elde edilen farkli hiicre tipleri kullanilmaktadir. Yaygin olarak kiimiiliis graniiloza, teka
hiicreleri, Sigir oviduktu epitel hiicreleri, sitokinle kullanilmaktadir (Wiemer vd. 1991).
Kiimiiliis hiicrelerinin maturasyon vasatlarinda 3-5 milyon adet bulunmasinin yiiksek

oranda oositlerin in vitro fertilizasyon sonrasi blastosist agamasina ulastig1 goriilmiistiir

(Polat 2005).

Yiriitiilen aragtirmalar gostermektedir ki, in vitro sigir embriyolarinin dondurularak
muhafazasinda vitrifikasyon tekniginin etkisi, geleneksel dondurma yontemine gore daha
fazladir. Bu teknik; kolay olmasi1 ve kisa siirede uygulanabilmesi, maliyetinin az olmasi

ve embriyo dondurulmasi amaciyla kullanilan pahali cihazlara gereksinim duyulmamasi
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gibi avantajlar1 da goz Oniine alindiginda, iilkemizde s1gir embriyolarinin dondurularak

muhafazasinda kolaylikla kullanilabilecektir.

Cozdirme sonrasi embriyonun yasama kabiliyetinin, embriyonun kalitesine, gelisim
safhasina ve tiire bagh oldugu goriilmiistiir. Vitrifikasyon sonrasinda kiiltiir kosullar1 in
vitro fertilize embriyolarin canlilig1 ve kalitesini etkilemektedir. Dondurularak muhafaza
edilen in vitro embriyolarda yiiksek canlilik orani elde etmek icin kriyoprezervasyon
metotlarindan daha c¢ok, ¢Ozdiirme sonrasi embriyolarin bulundurulacag: kiiltiir

ortamlarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Son aragtirmalar gostermektedir ki, dondurularak muhafaza edilen in vitro embriyolarda
yiiksek canlilik orani elde etmek icin kriyoprezervasyon metotlarindan daha cok
maturasyon ve kiiltiir tekniklerinin gelistirilmesi ¢alismalarina da baslanilmalidir. Ayrica
blastos6l sivisinin  bosaltilmast da blastosist kriyoprezervasyonundaki basariy1

arttirmaktadir.

Uzman ve deneyimli bir ekip, yiiksek teknolojiye sahip maniiplasyon olanagi, hepsinden
Oonemlisi laboratuarin tiim parametre ve ortamlarmin kalite kontrol stratejileri ile
stabilizasyonun saglanabilmesi embriyo gelisiminde ve gebelik oranlarinda basari sansini
stirekli arttirir. Bunlarin saglanamadigi ortamlarda ise diisiik kalitede embriyo elde
edilmesi ve basarisiz sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica basartyr belirleyen onemli
faktorlerin baginda embriyonun morfolojik degerlendirmesi gelmektedir. Dogru
degerlendirilmeyen embriyolarin isleme tabi tutulmasi daha isin basinda basarisizliktir.
Bu yondeki tecriibenin yeterli olmamasi sonuglar1 olumsuz etkileyen faktorden biri olarak

degerlendirilmelidir.

Aragtirmalarin sonuglarina gore in vitro kosullarinda kiiltiir etme ve kiiltiir sisteminde
kullanilan ortamlarin bilesenleri fare ve sigir embriyolarindaki hiicre oliimlerinin
isabetini sirasiyla artirmakta ve degistirmektedir. Bircok ¢alisma hem maternal hem de

embriyodan salgilanan biiytime faktorlerinin embriyo gelisimi tizerine 6nemli role sahip
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oldugunu gostermistir. S6z konusu biiylime faktdrleri memeli embriyolarinin gelismesi
tizerinde uyarici etkiye neden olabilmektedir. Kiiltlir ortamina biiylime faktorlerinden
olan TGF-a veya IGF-I’nin eklenmesi, muhtemelen hiicre 6liimlerini azaltarak, blastosist

olusum oranin1 ve blastosist hiicre sayisin1 artirmaktadir (Betts vd. 2001).

Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore embriyolart dondurmada en bagarili yontem
olarak ovidukt hiicrelerde ko kiiltiir edilen yontemi oOnerilebilir. Ayrica KOK’lerin
maturasyonu, déllenmesi, embriyo olusumu ve kalitesi i¢in en uygun sistemin ko-kiiltiir

sistemi oldugu belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda da bu yonde bir arastirmaya rastlanilamamis olmasi bu
alanda arastirma yapmaya daha fazla motive etmistir. Ancak, ovaryumlarin
toplanmasindan, oositlerin toplanmasi, degerlendirilmeleri, kiiltiir ortamlarinda
matilirasyonlari, dollenmeleri, gelistirilmeleri ve uygun kalitede olanlarin dondurulmalari,
daha sonra ise c¢ozdiiriilerek tekrar incelenmeleri gibi pek cok asamadan gecen
embriyolarin neticede yasama giiglerinin en yiiksek seviyede olabilmeleri ticari embriyo
tiretiminin esas beklentisidir. Giinlimiizde bu alanda faaliyet gosteren kuruluslarin ¢ogu
elde ettikleri bilgileri ticari bir sir olarak ellerinde tutmaktadir. Diinyada klasik embriyo
tretimi hala 6nemini korurken, in vitro kosullarda embriyo iiretimine olan ilgi gittik¢e
artmaktadir. Embriyo aktarimi uygulamasinin yayginlasmasi ise gerek in vivo gerek in
vitro kosullarda iiretilen embriyoya talebi artiracaktir. Embriyoya olan talebin olugsmasi
ise dondurulmus ve ¢ozdiirlilmiis embriyonun tasiyict hayvana naklinden sonra elde
edilecek kabul edilebilir gebelik oranina baglidir. Canli hayvanlardan ovum pick up
yontemi ile oosit elde etmek suretiyle IVM ve IVF ¢alismalarinda kullanilmasi, daha iy1
denetlenmis ¢evre kosullart ve daha homojen oosit kaynagi olusturmasi nedeniyle basari
oraninin artiritlmasi i¢in 6nemli olacaktir. Ancak kesilmis hayvanlarin ovaryumlar1 IVM
ve IVF ¢alismalari i¢in uzun bir siire daha 6nemlerini koruyacaktir. Her durumda IVM,
IVF ve derin dondurma g¢alismalart ¢evre kosullarinin en yiiksek seviyede
denetlenebildigi laboratuarlarda, farkli alanlarda uzman ve deneyimli bir ekibin uyumlu
caligmasini gerektiren, sonug olarak yiiksek maliyetli faaliyetlerdir. Bu alanda yeterli ve

kalic1 bir bagarinin saglanmasi ise gerekli kosullarin saglanmasiyla miimkiin olabilir.
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