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TESEKKUR

‘Farklr vitrifikasyon yontemleri ile dondurulan sigir oositlerinin ¢dzdiirme
sonrast in vitro maturasyon basarilari’ baslikli tez c¢alismamda yardimlarini
esirgemeyen Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yunus
CETIN, Dog¢. Dr. Reha Ali AGAOGLU ve diger Ogretim Uyesi hocalarima
tesekkiirlerimi sunarim. Calismamda biitlin igtenligi ile yardimlarini esirgemeyen
Zootekni Anabilim Dali Dog. Dr. Ozgecan KORKMAZ AGAOGLU hocama ve
Hayvan Sagligi Ekonomisi ve Isletmeciligi Anabilim Dali Dr. Ogr. Uyesi Cevat
SIPAHI hocama tesekkiirlerimi sunarim. Calismamda her daim yanimda olan kiz
kardesim Ziraat Yiiksek Miihendisi Sevda GULER basta olmak iizere babam
Siileyman GULER e, annem Umran GULER e, erkek kardesim Osman GULER’e ve

meslektasim Veteriner Hekim Evren PEKSEN’e siikranlarimi sunarim.



ETIK BEYAN

~

Farkl: vitrifikasyon yontemleri ile dondurulan sigir oositlerinin ¢ozdiirme
sonrast in vitro maturasyon bagarilart baglikli tez ¢alismamdaki biitiin bilgi ve
belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim
bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu, kullandigim
verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar
disinda 6zgiin oldugunu, Dr. Ogr. Uyesi Afsin KOKER damsmanlhiginda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kilavuzuna

gdre yazildigin1 beyan ederim.

3 u
\];y;t‘h————_” -

Sohret GULER

28.11.2018




ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI
KABUL ve ONAY
TESEKKUR
ETiK BEYAN
ICINDEKILER
SEKILLER
TABLOLAR
SIMGELER ve KISALTMALAR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
1.1. Kriyoprezervasyonun Tarihi Gelisimi
1.2. Kriyoprezervasyonun Onemi
2. GENEL BILGILER
2.1. Kriyoprezervasyonda Kullanilan Malzemeler
2.1.1. Laboratuvar Cihazlari ve Demirbas Nitelikli Materyal
2.1.2. Sarf ve Diger Malzemeler
2.1.3. Kriyoprotektan Ozellikteki Maddeler
2.1.4. Medyum Katki Maddeleri
2.2. Sigir Oositlerinin Kriyobiyolojik Ozellikleri
2.2.1. Soguga Kars1 Hiicresel Duyarhhk

2.2.2. Dondurma ve Cozdiirme Asamalarinda Karsilasilan Hiicresel Hasarlar

2.3. In Vitro Oosit Toplama Yéntemleri

2.3.1. Aspirasyon Yontemi

2.3.2. Folikiil Diseksiyon Yontemi

2.3.3. Ovaryum Dilimleme Yo6ntemi
2.4. Kriyoprezervasyon I¢in Uygun Oositlerin Se¢ilmesi
2.5. Oositlerin Kriyoprezervasyon Yontemleri

2.5.1. Yavas Dondurma Yontemleri

2.5.2. Hizh Dondurma Yontemleri

2.5.3. Vitrifikasyon

2.5.4. Yavas dondurma ve Vitrifikasyon Sonrasinda Oositlerin Kurutulmasi

Xi
XV

Xvii
1
1
6
8
8
8

10
19
25
27
28
30
33
33
34
34
35
36
36
42
43
57

2.6. Giiniimiiz Itibari ile Kriyobiyolojik Uygulamalarda Vitrifikasyon Yontemleri 59



2.6.1. Acik Uclu Modifiye Payet (OPS, Open Pulled Straws ) Yontemi
2.6.2. Kapah Uclu Modifiye Payet (CPS, Close Pulled Straws ) Yontemi
2.6.3. Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu (SSV, Solid Surface Vitrification ) Yontemi
2.6.4. Minimum Damla Hacmi (MDS, Minimum Drop Size ) Yontemi
2.6.5. Kriyotop (CT, Cryotop) Yontemi
2.6.6. Kriyoloop (CL, Cryoloop) Yontemi
2.6.7. Sarah Vitrifikasyon Yontemi
2.7. In Vitro Oosit Maturasyonu
2.7.1. Oositlerde Maturasyon Kriterleri
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Tasinmasi
3.2. Folikiillerin Aspirasyonu ve Oositlerin Seleksiyonu
3.3. Deney Diizenegi
3.3.1. Medyumlarin Hazirlanmasi
3.3.2. Oositlerin Vitrifikasyonu
3.3.3. Oositlerin Cozdiiriilmesi
3.3.4. In Vitro Maturasyon
3.3.5. Maturasyon Kriterlerinin Degerlendirilmesi
3.4. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Vitrifikasyon ve Cozdiirme Sonras1 Elde Edilen Bulgular
4.2. Maturasyon Sonrasi Elde Edilen Bulgular
5.TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR
EKLER
OZGECMIS

Vi

59
60

62
63
63
65
66
77
81
81
82
85
86
88
92
95
96
97
98
99
99
105
114
116
144
152



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 2.9.
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Vitrifikasyon yiizey tasiyici sistemleri. (1) Elektron mikroskobik
1zgara, (2) minimum damla hacmi, (3) kriyotop, (4) kriyoloop,
(5) yarim payet, (6) kriyoleaf, (7) fibre plug, (8) direct cover
vitrification, (9) vitrifikasyon spatulasi, (10) naylon mesh, (11)
plastic blade, (12) vitri-inga.

Vitrifikasyon tiiplii tasiyic sistemleri. (1, a) Plastik payet, (1, b)
acik uclu modifiye payet, (1, c) superfine OPS, (1, d) flexipet-
denuding pipet, (2) kriyotip, (3) yiiksek- giivenilir vitrifikasyon,
(4) pipet ucu, (5) miihiirlenmis modifiye payet, (6) kriyopette,
(7) rapid-i ve (8) JY payet.

Sarah cihazinin iki resmi. A) LCD ekranlh kapali cihaz, B) Payet
ile birlikte robotik kolu, soliisyonlar1 ve sivi azot konteyneri ile
birlikte donen metal plagi gosteren acik cihaz.

Farkli kalitelerdeki immatir sigir KOK’larm goriinimii. A-
KOK, agik ve kompakt bir kumulus ve saydam ooplazma varhigi
sergiler; B-KOK, koyu ve kompakt kumulus ve koyu ooplazma
sergiler ve C-KOK, koyu ve yayillmis kumulus ve koyu
ooplazma sergiler.

Intraseliiler buz olusumu iizerine sogutma oraninimn etkisi.
Vitrifiye ve liyofilize edilmis oositler. Vitrifikasyon ve
kurutulduktan sonra kriyotop tastyicisindaki kuru oositler ve sag
tarafta rehidrasyon sonrasi canli/6lii floresan boyasi ile boyanan
oositler.

Acik uclu modifiye payet (OPS) yontemi. (a) Oositlerin veya
embriyolarm, OPS payetine yiiklenmesi, (b) OPS payetinin sivi
azot i¢cine daldirilmasi, (c) OPS payetinin ¢ozdiiriilmesi.

Kapal1 u¢lu modifiye payet (CPS) yontemi. (a) Oositlerin CPS
payetine yiiklenmesi, (b) CPS payetinin sivi azot igine
daldirilmasi, (c) CPS payetinin ¢ozdiiriilmesi.

Kat1 ylizey vitrifikasyonu (SSV) yontemi.
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Kriyotop (CT) yontemi.

Kriyoloop (CL) yontemi. (A) Bir ilmek i¢inde tutulan sekiz-
hiicreli s1gr embriyolarmi géstermektedir. (B) ilmek dogrudan
stv1 azot i¢ine daldirilir ve ilmek sivi azotun altindayken kapagi
kapatilir. (C) Vitrifikasyon ve ¢ozdiirme sonrast normal olarak
gelisen hamster embriyolarini gdstermektedir.

Sarah vitrifikasyon yonteminde kullanilan 0.25 ml'lik bir payetin
ucuna tutturulmus 6zel kapsiil.

Ug farkli derecede kumulus ekspansiyonu gdsteren sigir kumulus
oosit kompleksleri, (a) 0 Derece: Taze toplanmis kumulus oosit
komplekslerine kiyasla morfolojik bir degisiklik gézlenmeyen;
(b) 1 Derece: Kumulus ooforusu biraz genisleyen fakat hala
hiicrelerin  birbiriyle baglanmasi nispeten siki olan ve
kiimelenmis hiicreler gozlenen (c) 2 Derece: Kumulus ooforusu
genislemis ve kumulus hiicreleri homojen olarak yayilmstir.

M II asamasindaki sigir oositinin sematigi.

Sigir oositlerinin niikleer maturasyonun asamalari.

Hazirlanan tasima medyumunun termos igine aktarilmasi (a) ve
termos i¢inde bekletilen ovaryumlar (b).

Serviyet iizerine siralanan ovaryumlar (a), aspirasyon igleminde
ignenin pozisyonu (b) ve ovaryumlardaki folikiillerin aspirasyon
islemi (c).

Aspirasyon sonrasinda tiipiin manipiilasyon medyumu ile
tamamlanmasi (a), yikama islemindeki siipernatantin enjektor ile
cekilerek uzaklastirilmasi (b), oositlerin yikama Oncesi (sag
taraftaki) ve yikama sonrasindaki (sol taraftaki) tiipteki
goriintimleri (c).

90 ml’lik petri i¢indeki oositlerin aranmasi (sol) ve tabani dig
taraftan 1 cm aralikla ¢izilmis 60 ml’lik petri igindeki oositlerin
sayimi (sag).

Oositlerin siniflandirilmasi.

Calisma deney diizeneginin sematigi.
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Maturasyon damlasi olusturma. Maturasyon medyumundan 30
ul’lik damla olusturma (a), 30 ul’lik olusturulan damlanin
mineral yag ile kaplanmasi (b), mineral yag ile kaplanan 30
ul’lik damlanin igine 70 pl’lik maturasyon medyumunun
eklenmesi (c).

Insiilin enjektorii yardimryla OPS payetine oositlerin ¢ekilmesi.
OPS vitrifikasyon yonteminin sematigi.

SSV vitrifikasyon yonteminin sematigi.

OPS vitrifikasyon yonteminde ¢6zdiirme sematigi.

SCS 1 damlasma aktarilmis SSV damlacigi (a), SCS 1
damlasinda karistirilarak ¢oziinen SSV damlacigi (b) ve SCS 1
damlasinda ¢6ziinen oositlerin modifiye pastor pipetiyle alinmasi
(c).

SSV yonteminin ¢ézdiirme sematigi.

Oositlerin maturasyon medyumunda yikanmasi (a) ve yikanan
oositlerin IVM damlasina aktarilmasi (b).

Ug farkli derecedeki kumulus ekspansiyonunun
degerlendirilmesi. (a) O derece: Immatiir oositlere kiyasla
morfolojik bir degisim goézlenmedi, (b) 1 derece: Kumulus
hiicreleri genisledi fakat hiicreler arasindaki bag hala goéreceli
olarak sikiydi, (c¢) 2 derece: Kumulus hiicreleri daha ¢ok
genigleyerek homojen sekilde yayildi.

Gruplardaki kumulus ekspansiyonu dagilim grafigi.

Perivitellin boslugu normal sekilde olusmus ve bu bosluga polar
body atan matiir oosit (a), perivitellin boslugu ¢ok genislemis
oosit (b), ooplazmasi elips seklinde olan oosit (c), heterojen
ooplazma goériintimlii oosit (d).

Gruplardaki polar body ve dejenerasyon oranlarinin grafigi.
Maturasyon Oncesi immatiir oositlerin  gOriinimii  (a),
maturasyon sonrast kumulus ekspansiyon goriinimii (b),
kumulus hiicreleri soyulan ve perivitellin bosluga polar body

atan oositlerin goriiniimii (c).
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TABLOLAR

Memeli oositlerin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu
sonrasinda meydana gelen ilk dogumlar.

Donmug embriyodan dogan yavrularin tarihsel gelisimi.

Yiizey Sistem Vitrifikasyon Geregleri.

Tiiplii Sistem Vitrifikasyon Geregleri.

Vitrifikasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari.
Kriyoprotektanlarin avantajlar1 ve dezavantajlari.

Farkli agsamalardaki oositlerin dondurulmaya kars1 6zellikleri.
Hiicrelerin karsilastigi stres olusturucu durumlar ve hiicrenin
verdigi potansiyel yanitlar.

Biyolojik sistemlerde hiicre hasarma ve Oliime neden olan
sogutma ve kriyoprezervasyonla iliskili faktorler.

Memeli oositlerin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu
sonrasinda meydana gelen ilk dogumlar.

Calismada  kullanilan  inek, ovaryum, folikiill ve
folikiilaspirasyon sayilar.

Calismada kullanilan oosit sayilari.

Maturasyon sonrast  gruplardaki kumulus ekspansiyon
bulgulari. Ayni siitunda farkli harfler ile gosterilen degerler
istatistiki agidan 6nemli derecede farklidir (p<0.001).
Maturasyon sonrasi gruplardaki polar body bulgulari. Ayni
stitunda farkli harfler ile gosterilen degerler istatistiki agidan

onemli derecede farklidir (p<0.001).
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OZET

Bu calismanin amaci; immatiir sigir oositlerinin OPS ve SSV vitrifikasyon
yontemleriyle dondurulmasi ve bu yontemlerin maturasyon {iizerine etkilerinin
arastirtlmasidir. Mezbahada kesilen hayvanlarin ovaryumlarindan toplanan oositler
stereomikroskop altinda incelendi ve etrafi en az 3 kat siki1 kumulus hiicreleriyle
cevrili 450 oosit kullanildi. Vitrifikasyon yontemine gore OPS, SSV ve kontrol grubu
olarak 3 grup olusturuldu. OPS grubundaki oositler; %20 CS, %10 EG ve %10
DMSO igeren TCM199 medyumunda 30-45 sn bekletildi ve %20 CS, %20 EG, %20
DMSO ve 0.5M siikroz igeren TCM199 medyumunda 20 sn bekletilerek OPS
yontemiyle vitrifiye edildi. SSV grubundaki oositler; %20 CS ve %4 EG iceren
TCM199 medyumunda 12-15 dk bekletildi ve %20 CS, %35 EG, %5 PVP ve 0.4 M
trehaloz igeren TCM199 medyumunda 25-30 sn bekletilerek SSV yontemiyle
vitrifiye edildi. Vitrifiye edilen oositler, sivi azot icerisinde en az 1 ay saklandiktan
sonra ¢ozdiiriilerek IVM’a alindi. Kontrol grubundaki oositler, vitrifiye edilmeksizin
IVM’a alindi. IVM islemi, %10 FCS, 5 ng/ml LH, 0.5 pg/ml FSH, 27.5 pg/ml Na-
piruvat ve antibiyotik iceren TCM199 medyumu kullanilarak, 38.5°C’deki %5
CO2’li etiivde 24 saatte yapildi. Maturasyon sonrasinda kumulus ekspansiyonu
incelendiginde, OPS grubunda 146 oositten 118’ inde (%80.82) 2 derecede, 22’sinde
(%15.07) 1 derecede ve 6’sinda (%4.11) 0 derecede kumulus ekspansiyonu gozlendi.
SSV grubunda 144 oositten 113’iinde (%78.47) 2 derecede, 20’sinde (%13.89) 1
derecede ve 11’inde (%7.64) ise 0 derecede kumulus ekspansiyonu gézlendi. Kontrol
grubunda 150 oositten 144’tinde (9%96.00) 2 derecede, 4’tinde (9%2.67) 1 derecede ve
2’sinde (%1.33) ise 0 derecede kumulus ekspansiyonu gézlendi. Soyulan oositlerde
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polar body incelendiginde, OPS grubunda 138 oositten 32’sinde (%23.19) polar body
bulundugu, 96’sinda (%69.56) polar body bulunmadigi ve 10 oositin (%7.25) ise
dejenere oldugu belirlendi. SSV grubunda 134 oositten 28’inde (%20.90) polar body
bulundugu, 95’inde (%70.90) polar body bulunmadigi ve 11 oositin (%8.20) ise
dejenere oldugu belirlendi. Kontrol grubunda 137 oositten 108’inde (%78.83) polar
body bulundugu, 25’inde (%18.25) polar body bulunmadigi ve 4 oositin (%2.92) ise
dejenere oldugu belirlendi. OPS ve SSV gruplar1 arasinda 6nemli derecede bir fark
bulunmadi (p>0.05). Vitrifikasyon gruplari, kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede
diisiik bulundu (p<0.001). Caligmanin sonucunda, immatiir sigir oositlerinin OPS ve
SSV vitrifikasyon yontemleriyle vitrifiye edilebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cozdiirme, In vitro maturasyon, Sigir oositleri, Vitrifikasyon

yontemleri
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ABSTRACT

The purpose of this study; is freezing of immature bovine oocytes with vitrification
methods of OPS and SSV and investigating the effects of these methods on
maturation. The oocytes collected from the ovaries of the animals slaughtered in the
local abattoir were examined under a stereomicroscope and 450 oocytes were used
surrounded by at least 3 layers cumulus cells. According to the vitrification method,
OPS, SSV and control groups were formed. Oocytes in the OPS group; were exposed
TCM199 medium containing 20% CS, 10% EG and 10% DMSO for 30-45 seconds
and vitrified by OPS method exposed TCM199 medium containing 20% CS, 20%
EG, 20% DMSO and 0.5M sucrose for 20 seconds. Oocytes in the SSV group; were
exposed TCM199 medium containing 20% CS and 4% EG for 12-15 minutes and
vitrified by SSV method exposed TCM199 medium containing 20% CS, 35% EG,
5% PVP and 0.4 M trehalose for 25-30 seconds. The vitrified oocytes were thawed
after storage in liquid nitrogen for at least 1 month and incubated for IVM. Oocytes
in the control group were subjected to IVM without vitrified. The IVM procedure
was performed in a 5% CO2 incubator at 38.5 © C for 24 hours using IVM medium
(TCM199 medium containing 10% FCS, 5 pg/ml LH, 0.5 pg/ml FSH, 27.5 pg/ml
Na-pyruvate and antibiotics). When examined to cumulus expansion after
maturation, in the OPS group, 118 (80.82%) of 146 oocytes are degree 2, 22
(15.07%) oocytes are degree 1 and 6 (4.11%) oocytes are degree 0 cumulus
expansion. In the SSV group, 113 (78.47%) of 144 oocytes are degree 2, 20
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(13.89%) oocytes are degree 1 and 11 (7.64%) oocytes are degree O cumulus
expansion. In the control group, 144 (96.00%) of 150 oocytes are degree 2, 4
(2.67%) oocytes are degree 1 and 2 (1.33%) oocytes are degree O cumulus
expansion. When examined the polar body in the denuded oocytes, in the OPS group,
32 (23.19%) of 138 oocytes had polar body, 96 (69.56%) oocytes had no polar body
and 10 (7.25 %) oocytes were degenerated. In the SSV group, 28 (20.90%) of 134
oocytes had polar body, 95 (70.90%) oocytes had no polar body and 11 oocytes
(8.20%) were degenerated. In the control group, 108 (78.83%) of 137 oocytes had
polar body, 25 (18.25%) oocytes had no polar body and 4 (2.92%) oocytes were
degenerated. There was no significant difference between OPS and SSV groups
(p>0.05). Vitrification groups were significantly lower than the control group
(p<0.001). The result of the study shows that immature bovine oocytes can be
vitrified with OPS and SSV methods.

Keywords: Thawing, In vitro maturation, Bovine oocytes, Vitrification methods.
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1. GIRIS

Oositlerin kriyoprezervasyonu biyoloji, tarim ve tipta dnemli bir teknoloji
haline gelmistir. In vitro embriyo iiretimi (IVEP) icin oositlerin in vitro maturasyonu
(IVM), in vitro fertilizasyonu (IVF) ve in vitro kiiltiirii (IVC) i¢in optimal kosullarin
olusturulmasinda 1980'lerin basindan bu yana 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bu
in vitro sistemler, ¢ozdiiriilmiis oositlerin ve embriyolarm kullanilmasina 6nemli
Olciide katkida bulunmustur ve bu tiir biyomateryalleri daha etkin bir sekilde
kriyoprezerve etmek i¢in tasarlanan protokollerin degerlendirilmesini miimkiin
kilmustir. Insan, fare ve ciftlik hayvanlar1 gibi tiirlerden elde edilen preimplantasyon
donemi embriyolarin kriyoprezervasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmis olsa
da, ¢ogu memeli tiirlinden elde edilen oositlerin kriyoprezervasyonu, suboptimal
kosullara asir1 duyarhiliklarindan dolay1 kriyoprezervasyon calismalar1 ¢ok daha zor
olmustur (Kumar, 2007). Kriyoprezervasyon terimi genel olarak yavas, hizli
dondurma yontemleri ile 6zellikle son donemlerde 6n plana ¢ikan vitrifikasyon

tekniklerini kapsamaktadir.

Sunulan tez g¢aligmasi ile immatiir sigir oositlerinin iki farkl vitrifikasyon
yontemiyle dondurulup-¢6zdiiriilmesini miiteakip IVM’e tabii tutularak vitrifikasyon
yontemlerinin IVM basar1 oranlarmnin karsilastirilmas1 amaglanmistir. Bu calisma,
iilkemiz genelinde reproduktif biyoteknoloji kapsaminda, IVEP prosediirlerinin
cesitli asamalarinda manipiilasyonu saglayabilmek, daha sonraki in vitro embriyo
iretiminde yeterli sayida matiir oosit ihtiyacin1 karsilayabilmek i¢in yapilmustir.
Calismanin devaminda Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) veya klasik IVF
ile in vitro embriyo lretiminin yapilmasi ve iiretilen embriyolarin transfer edilmesi

hedeflenmektedir.

1.1. Kriyoprezervasyonun Tarihi Gelisimi

Kriyobiyoloji canli organizmalar tizerinde diisiik sicakliklarin etkilerini
incelemektedir. Insanlar uzun yillar boyunca diisiik sicakliklarin hiicreler ve dokular
iizerinde yalnizca olumsuz etkilere neden olacagma inaniyordu. Kriyobiyoloji

alanindaki ilerlemeler ve olanaklar hayal bile edilemezdi. Kriyobiyolojinin tarihi



1600'li yillarin sonlarina dayanir. Henry Power, bir kavanoz igerisindeki tuzlu suda
yilan baligin1 dondurup-¢ozdiirdiikten sonra, yilan baliginin dondurulmadan 6nceki
hali kadar aktif oldugunu goézlemlemistir. Bu gézlem sonucunda sogugun oldiiriicii
Ozelliginin, asir1 1stya maruz kalan canlilar kadar olmadigi teorisini ilk defa
benimseyen kisi olmustur. Robert Boyle,1683 yilinda, yasayan hayvanlar {izerinde
sogugun etkilerini tanimlayan “New Experiments and Observations Touching Cold
(Soguk temas: iizerine yeni deneyler ve gozlemler)” adinda bir monografi
yaymlamistir. Kriyobiyolojideki diger bir dncii olan Lazzaro Spallanzani, 1700’1u
yillari sonlarinda bir¢ok tiiriin dokusunda genis ¢aligmalar yaparak dokularin diisiik

sicakliklardaki reaksiyonlarini incelemistir (Luster, 2004).

Kriyobiyoloji i¢in en dnemli y1l 1938 yili olmustur; Basile J.Luyet ve Eugene
L.Hodapp ilk bagarili sperm vitrifikasyonunu yaymlamislardir. Ayrica Basile J.Luyet
ve Eugene L. Hodapp, kii¢iik damlalar ve 2 mol/L siikroz kullanarak ilk defa basarili
bir sekilde kurbaga spermlerinin vitrifikasyonunu gerceklestirmislerdir. Luyet
kolloidler (jelatin, siit veya agar gibi) ile yaptigi arastirmaya gore vitrifikasyonun
basar1 olasiligmin kolloidlerin su igerigine bagli oldugunu ortaya koymustur (Arav,
2014).

B.J. Luyet ve Marie Pierre Gehenio, kriyobiyoloji i¢in gerekli temel
komponentleri Ozetleyerek, “Life and Death at Low Temperatures (Diisiik 1s1
derecelerinde yagsam ve 6liim)” adindaki kitaplarimi 1940 yilinda yaymlamislardir
(Luyet ve Gehenio, 1940). S6z konusu kitapta bahsi gecen biiyiik Fransiz kimyager
ve fizik¢i Joseph Louis Gay-Lussac, minimum damla hacmi (MDS), bir baska
deyisle diisiik hacimli vitrifikasyon yontemini 19. yiizyilin baslarinda tarif ederek
dikkate aldig1 bilinmektedir. Gay Lussac, gaz yasalar1 ve alkol-su karigimlari
konusundaki ¢aligmalar1 ile bilinmektedir. Vitrifikasyon ilkelerinin kesfi ile suyun
dondurulmaksizin -12°C’ye sogutulabilecegini Gay Lussac 1836 yilinda bildirmistir
(Arav 2014).

Christopher Polge ve Cambridge Universitesindeki meslektaslar1 1940’larin
sonunda yanls etiketlenmis kimyasal sigeleri kullanarak tesadiifen gliseroliin
koruyucu oOzelligini kesfetmislerdir. Bu tesadiifi kesif, horoz ve sigir

spermatozoalarinin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonuna olanak vermistir (Polge



ve ark., 1949). Donma hasarina kars1 gliseroliin hiicreleri koruma yeteneginin kesfi,
kriyobiyoloji biliminin tliretilmesini saglamistir. Dondurulup-¢ozdiiriilen sigir
spermatozoalarmin suni tohumlamada kullanilmasi ile iiretilen ilk buzagi 1951
yilinda dogmustur. Peter Mazur, diisiik sicakliklara maruz kalan ve donan
mikroorganizmalarm yanitlarint modellemek i¢in 1960 yilinda kapsamli deneyler
yapmistir. Bu ¢aligmalar su anda kriyobiyoloji olarak bilinen bilim dalinin

gelismesine neden olmustur (Mazur, 1963; Mazur, 2004).

Ureme fizyolojisi alaninda, gamet ve embriyolarin kriyoprezervasyonunda
kapsamli  arastirmalar  yapilmistr. En  eski c¢aligmalar, spermatozoanin
kriyoprezervasyonunu icermektedir. Spermatozoanin basarili bir sekilde saklanmasi,
bircok tiirde suni tohumlama yOnteminin kullanimmi pratiklestirmistir. Sigir
yetistiricilerine ait sivi azot (LN;) tanklarinda dondurulmus sperma payetlerinin
muhafazasi diinyanin bir¢ok yerinde yayginlasmistir. Kriyobiyolojideki ilerlemeler,

stiriler arasinda genetik ¢esitliligin artmasmi da kolaylastirmistir. (Luster, 2004)

Whittingham ve ark. (1972) fare embriyolarini1 dondurup-¢6zdiirdiikten sonra
alic1 farelere transfer ederek yavrular elde etmistir. Bahsi gegen arastirmacilar bu
calisma ile hayvan tiirii embriyosunu basarili sekilde donduran ilk kisiler olmustur.
Sagirkaya (2001)’nin bildirdigine gore, 1973 yilinda Wilmut ve Rawson tarafindan
dondurulmus sigir embriyosundan buzagi elde edilmistir. Bu ¢alismalardan sonra,
embriyo kriyoprezervasyonu diger tiirlerde de uygulanmaya baslanmistir. Bu
uygulama 1980'lerde sigir iireticileri i¢cin standart bir prosediir haline gelmistir.
Kriyoprezerve insan embriyolarindan elde edilen gebelik kendiliginden abortus ile
sonuglanmasina ragmen, insanlarda gebelik ilk kez Trounson ve Mohr (1983)
tarafindan bildirilmistir. Dondurulmus insan embriyolarmin transfer edilmesi ile
gerceklesen ilk dogumlar Zeilmaker ve ark. (1984) tarafindan bildirilmistir. Bu
basarilar embriyo kriyoprezervasyonunun beseri hekimlik alaninda da
yaygmlasmasma olanak saglamistir. Oositlerin ve embriyolarin dondurulmasi igin

yillar boyunca gesitli protokoller olusturulmustur (Rall, 1992).

Oositlerin dondurulmasi iizerine yapilan ilk calismalar, fare ve hamster
oositleri ile yapilmistir (Martino ve ark., 1996b). Bu ilk ¢alismalar kapsaminda,

yavas dondurma yontemiyle dondurulmus oositlerin %6 ile %14'tinden, vitrifikasyon



yontemiyle dondurulan oositlerin ise %20 ile %38’inden fetiis veya yavru tiretilmistir
(Rall, 1992). Vitrifikasyon yontemi, yavas dondurma yontemine alternatif olarak
gelistirilmigtir. Rall ve Fahy (1985) tarafindan ilk kez vitrifikasyon yOontemiyle
memeli embriyolar1 dondurulmustur. Sigir embriyolar1 ise ilk kez 1987 yilinda
vitrifikasyon teknigi ile dondurulmustur (Massip ve ark., 1987). Nakagata (1989),
Miyake ve ark., (1993) fare oositlerini vitrifikasyon yontemi ile bagarili bir sekilde
dondurmuslardir. 1lk kez Lim ve ark. (1991) metafaz Il (M II) dénemindeki sigir
oositlerini dondurup-¢ézdiirmiis ve blastosist donemine kadar kiiltiire etmistir.
Dondurulan oositlerden elde edilen ilk canli buzagi ise Fuku ve ark., (1992)
tarafindan bildirilmistir. Arav ve ark., (1993b) immatiir sigir oositlerinin
vitrifikasyonuna uygun bir soliisyon bulmak i¢in ¢alismalar yapmistir. Otoi ve ark.,
(1994) ise s1g1r oositlerinin gelisme yetenegi ve sogutma oranlar1 arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. Immatiir oositlerin kriyoprezervasyonu ele alindiginda, farelerde
(Eroglu ve ark., 1998a), sigirlarda (Suzuki ve ark., 1996a), mandalarda (Wani ve
ark., 2004), domuzlarda (Isachenko ve ark., 1998), insanlarda (Tucker ve ark., 1998)
ve diger tiirler genelinde, temel arastirma ve ticari uygulamalarda onemli Glgiide
ilerlemistir (Liang ve ark., 2012). Oosit kriyoprezervasyonu sonrasinda meydana
gelen ilk dogumlarin listesi tablo 1.1.'de verilmistir (Kumar, 2007).

Vajta ve ark., (1998) acik u¢lu modifiye payet (OPS) yontemiyle, Lane ve
ark. (1999) kriyolop yontemiyle, Papis ve ark., (2000) minimum damla hacmi
yontemiyle, Dinnyes ve ark. (2000), kat1 ylizey vitrifikasyon (SSV) yontemiyle ve
Kuwayama ve ark.,, (2005b) kriyotop yoOntemiyle blastosist elde etmeyi
basarmislardir (Aksu, 2010). Dondurulmus embriyolardan elde edilen yavrularla

ilgili tarihsel gelisim siireci tablo 1.2.’de 6zetlenmistir.



Tablo 1.1. Memeli oositlerin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu sonrasinda

meydana gelen ilk dogumlar (Kumar, 2007).

Tiirler Yil Yontem Arastirmacilar
- 1976 Yavas dondurma Parkening ve ark.,
are
1991 Vitrifikasyon Kono ve ark.,
1989 Yavas dondurma Al-Hasani ve ark.,
Tavsan _ i
1989 Vitrifikasyon Vincent ve ark.,
- 1992 Yavas dondurma Fuku ve ark.,
121r — .
1998 Vitrifikasyon Vajta ve ark.,
] 1986 Yavas dondurma Chen
Insan —
1999 Vitrifikasyon Kuleshova ve ark.,
At 2002 Vitrifikasyon Maclellan ve ark.,

Tablo 1.2. Donmus embriyodan dogan yavrularin tarihsel gelisimi (Gordon, 2003;

Kaymaz, 2015).

Yil Tiir Arastirmacilar
1972 Fare Whittingham ve ark.,
1973 Inek Wilmut ve Rawson
1974 Tavsan Bank ve Maurer
1974 Koyun Willadsen

1975 Rat Whittingham

1976 Keci Bilton ve Moore
1982 At Yamamoto ve ark.,
1984 Insan Zeilmaker ve ark.,
1985 Hamster Ridha ve Dukelow
1988 Kedi Dresser ve ark.,
1989 Domuz Hayashi ve ark.,
1989 Rhesus Maymunu Wolf ve ark.,




1.2. Kriyoprezervasyonun Onemi

Oositlerin kriyoprezervasyonu tam olarak optimize edildiginde, hayvanlar ve
insanlar i¢in bircok uygulama alanlar1 olusacaktir. Ozellikle ¢iftlik hayvanlari
baglaminda, prepubertal, infertil ve gebe olan hayvanlardan oositler Ovum Pick-Up
(OPU) yontemi ile alinabilmektedir (Jin ve ark., 2016). Ayrica oositler, 6lmiis olan
degerli hayvanlarin ovaryumlarindan in vitro yoOntemler ile alinabilmektedir.
Herhangi bir kaynaktan toplanan oositler, oosit bankalari seklinde depolar
olusturmak i¢in kriyoprezerve edilebilir. Oosit Kkriyoprezervasyonu sayesinde
disilerden elde edilen degerli genetik materyal saf bir sekilde korunabilmektedir ve
bu yiizden dondurulmus embriyolar yerine oositler tercih edilebilir. Ayrica, iistiin
gamet plazmasinin daha hizli ¢ogaltilmasi i¢in canli yavru iiretiminde, klonlama veya
transjenik ciftlik hayvanlarmin tiretimi gibi yardimci iireme teknolojilerinde ve
embriyonik kok hiicrelerin liretiminde kullanilmak iizere dondurulup-¢ozdiiriilmiis
oositler istenilen uygun zaman dilimlerinde kullanilabilir (Kumar, 2007). Bununla
birlikte, kesilmis veya 6lmiis disi hayvanlardan elde edilen oositler kisa siirede
dejenere olmaktadir. Bu yiizden oositlerin kriyoprezervasyonu, embriyo iiretimi

stirecinde hazir oosit teminini kolaylastiracaktir (Paytner, 2000).

Nesli tikenmekte olan hayvan tiirlerinin disi genetik materyalinin, oosit
kriyoprezervasyonu sayesinde muhafaza edilmesi ile geriye kalan popiilasyon
neslinin devam etmesi saglanabilir (Holt ve ark., 2004). Su anda, tiim nesli
tilkenmekte olan tiirlerin kriyobiyolojisi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu
nadir tiirlerin oosit kriyoprezervasyonu, yardimci iireme teknolojilerin (ART)
kullanim1 hazir hale gelene kadar oositlerin korunmasina izin verecektir. Ayrica,
oosit kriyoprezervasyonu, transgenik hayvan soy hatlarinin uzun 6miirlii olmasina ve
iiretilmesine yardimci olabilir. Transgenik fareler zayif iireme kabiliyetine sahip
olma egilimindedir ve bu farelerin iiretimi uzun ve maliyetli bir islemdir (Cecim ve
ark., 1995). Degerli transgenik fare tiirleri gibi laboratuvar hayvanlarindan alinan
oositler, kriyoprezerve edilerek korunabilir. insanlarda, embriyolar yerine oositlerin
uzun siireli depolanmasi, embriyolarin depolanmasiyla ilgili yasal, etik ve ahlaki
sorunlarmn azaltilmasina yardimci olacaktir (Gosden ve Nagano, 2002). Oositlerin

depolanarak daha sonra kullanilmasi, esi olmayan kanser hastalarmin genetik



materyallerinin muhafazasina olanak saglayacaktir (Fabbri ve ark., 2001; Porcu ve
ark., 2004). Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu, konjenital infertilite bozukluklari,
turner sendromu, kist, endometriozis gibi hastaliklarda ve erken menopoz riski

tastyan kadinlarda oositlerin dondurulmasi1 énemli bir avantaj saglamaktadir (Kumar,
2007; Porcu ve ark., 2000).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kriyoprezervasyonda Kullanilan Malzemeler

Kriyoprezervasyonda kullanilan malzemeler laboratuvar cihazlar1 ve
demirbas nitelikli materyal, sarf ve diger malzemeler, kriyoprotektan (KP) &zellikteki

maddeler ve medyum katki maddeleri basliklar1 altinda incelenmistir.

2.1.1. Laboratuvar Cihazlan ve Demirbas Nitelikli Materyal

Azot tanki; -196°C’deki sivi azotu iceren ve dondurulmus oositlerin

saklanmas1 amaciyla kullanilan tanktir.

Steromikroskop; oositlerin veya embriyolarin aranmasi, seleksiyonu,
vitrifikasyonu ve c¢ozdiiriilmesi gibi islemlerin manipiilasyon prosediirleri igin
kullanilan mikroskoptur. Steromikroskop tablasinin istenilen sicakliga ayarlanabilir
olmasi, oosit ve embriyolarin 1s1 stresine girmemesi i¢in dnemlidir. Ayrica konum
bakimindan steromikroskobun hava filtrelerinin hemen altinda bulunmasi, 1s1

dalgalanmalarina neden olacagindan istenmez (Weikert ve ark., 2012).

Laminar flow kabin; bir ¢esit laminar akis kabinidir ve steril kabin olarak da
bilinmektedir. Laminar flow kabin, steromikroskop ile deneylerde ¢alisirken HEPA-
filtre ile tozdan ve partikiilden armndirilmis hava saglamak amaciyla kullanilir. Oda
icerindeki hava, kabin i¢ine almir ve bir HEPA filtreden ge¢mesiyle filtrelenen hava,
laminar flow kabin igerisinden gegerek odaya geri doner. Dolayisiyla laminar flow
kabin icerisindeki cihaz ve malzemelerin yani sira oosit ve embriyolarda toz ve
partikiillerden korunmus olur (Anonim, 2016). Laminar flow kabin igerisinde
kullanilan filtrelerde olusan delikler, filtrelerin partikiil tutma 6zelliklerini ortadan
kaldirir. Bu yiizden filtrelerin tiretici firmanin tavsiye ettigi siireler (ortalama 6.000

ile 10.000 saat) i¢inde degistirilmesi gereklidir (Ozatik, 2011).

Etliv; medyumlarin gazlanmasi (medyumlarin pH’smin dengelenmesi) ve
isinmasinda, immatiir oositlerin maturasyonu, matiir oositlerin fertilizasyonu,

embriyolarin gelisiminden transferine kadar gegen tiim siire neredeyse etiiv i¢inde



gegmektedir. Bu yiizden etiivler, laboratuvarin en Onemli cihazlarindandir. Tek
kapakli etiivler, ¢cok bolmeli i¢ kapakli etiivler ve masa {istli tek veya ¢ok kapakli
etiivler mevcuttur. Cok bdlmeli i¢ kapakli etiivler, tek kapakli etiivlere gore daha ¢ok
avantajli ve kullanighdir. Cok bolmeli i¢ kapakli etiivlerde her bdlmenin ayr1 bir
kapagmin olmasi, kullanilmayan diger boliimlerin atmosferini etkilemez ve bdylece
etiivde bulunan hiicrelerin gelisimi, olumsuz yonde etkilenmemis olur. islem yapilan
bdlmenin i¢ hacmi kii¢iik oldugu i¢in kapak kapandiginda bdlme icinde istenen
atmosfer diizeyi saniyeler iginde optimum diizeye ulagsmaktadir (Ozatik, 2011).
CO’li etiivlerde CO; dijital degeri gostergesinin dogru gosterip gostermedigi diizenli
bir sekilde kontrol edilmelidir. Etiiv igerisindeki gercek gaz igerigini izlemek i¢in bir
gaz analizorii kullanilir. Gaz analizoriinde dl¢giilen deger, etiiv lizerinde goriintiilenen
dijital degerle karsilastirilir ve gerektiginde ayarlamalar yapilir. Etiiviin ayarlarini
belirlemek i¢cin gaz analizorii ile birlikte pH metre de kullanilir. Ticari olarak
hazirlanmis medyumlarin pH's1t genellikle 7.2 ile 7.4 araligindadir. Etiiv igerisinde
kiiltiirlenen medyum pH’simnin istenilen diizeyde olup olmadigindan emin olmak i¢in
medyumun diizenli olarak pH’sma bakilmalidir. Bu pH degerleri, bir etiiviin CO;

ayarinin ana belirleyicisi olmalidir (Weikert ve ark., 2012).

Su aritma sistemi, etliviin nemlendirilmesi ve medyum hazirlanmasinda

kullanilmasi i¢in simirsiz ultra saf su tiretir.

Osmometre, soliisyonlarin osmolaritesini 6lgmek i¢in kullanilir. Ticari olarak
hazirlanan medyumlarin osmolaritesi genellikle 260 ile 290 arasindadir. Osmolarite
cogu laboratuvarda yaygin olarak yapilan bir test degildir; bununla birlikte yilda iki
defa yapilan yeterlilik testi, kiiltiir medyumu i¢in gerekli bir testtir (Weikert ve ark.,
2012).

pH metre; hazirlanan medyumlarin pH’sinin 6l¢iilmesinde kullanilir.

Hassas terazi; medyum igerisine katilacak toz kimyasallarin tartilmasi icin

kullanilir.

Mikropipetler; medyum i¢ine katilacak sivi kimyasal miktarinin belirlenmesi,
damla hazirlanmasi ve kaplar arasinda sivi kimyasallarin aktarilmasi gibi bir¢ok

yerde kullanilmaktadir. Mikropipet hacim miktarlar1 0.2 ul ile 1.000 pl arasinda



degismektedir. Kullanilacak miktarlar mikrolitre cinsinden oldugu i¢in lgiimlerin
cok hassas olmasi gerekir. Bu nedenle mikropipet kalibrasyonlarinin diizenli ve

dikkatli bir sekilde yapilmasi gerekir.

Vorteks; yiiksek hizda titresim prensibiyle ¢alisan bir cihazdir. Vitrifikasyon
medyumlarmm karistirilmasinda ve medyumun bir 6rnek haline getirilmesinde

kullanilir (Ozatik, 2011).

Bunzen beki; cam pastor pipetlerinin modifiye edilmesinde kullanilir.

2.1.2. Sarf ve Diger Malzemeler

Ovaryum tasima kaplari; mezbahadan elde edilen ovaryumlarin laboratuvara

tasinmasinda kullanilan kapali termoslardir.

Oosit aspirasyon igneleri; genelde 18 veya 19 Gauge (G)’luk ignelerdir ve
oositlerin aspirasyon isleminde folikiillerden folikiil sivisiyla birlikte oositleri aspire

etmek i¢in kullanilir.

Konik tabanli 15 ml ve 50 ml’lik plastik tlipler; oosit aspirasyonu sirasinda
aspire edilen folikiil sivisinin toplanmasi, oositlerin yikanmasi ve medyum

hazirlanmasi gibi islemlerde kullanilan tiiplerdir.

Mikropipet uglari; medyumlarm hazirlanmasinda ve damla olusturmak igin

kullanilir.

Pastor pipetleri; oositlerin manipiilasyonlarinda ve oositlerin bir medyumdan

diger medyuma aktarilmasinda kullanilir.

Petri kaplar1 (60, 90 mm’lik) oositlerin seleksiyonu, vitrifikasyonu ve

cozdiiriilmesi gibi islemlerde medyumlarin tasima kabi olarak kullanilir.

Cryostore cane; kriyotiiplerin sivi azot tankina dizili ve diizenli bir sekilde

konulmasini saglayan metal tagiyici kaplardir.

Payetler (0.25 ml’lik); kolay manipiile edilebilmeleri, ucuz olmalar1 ve kolay

bulunabilmeleri nedeniyle oositlerin ve embriyolarin dondurulmasinda birgok
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arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir. Payet iclerinin dondurma igleminden 6nce
medyumlarla yikanmasi, payetlerde olabilecek olasi toksik maddelerin giderilmesi

saglanmaktadir (Cetin, 2004).

Oosit veya embriyolar vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezerve edildiginde buz
kristali olusumu, yiiksek konsantrasyonlu kriyoprotektan ve yiiksek soguma ve
isinma oranlar1 kullanilarak Onlenir. Vitrifikasyon tekniginde sicakligin hizli bir
sekilde diismesi iki avantaj saglayabilmektedir. Bu avantajlardan biri soguma hizinin
arttirilmasina bagl olarak kriyoprotektan konsantrasyonunun azaltilmasi sonucunda
hiicredeki osmotik ve toksik etkilerin minimal diizeye indirilmesidir. Diger bir
avantaj ise tehlikeli sicaklik araligindan (+15 ile -5 °C) hizli bir sekilde gegildigi i¢in
soguk hasarmin daha az sekillenmesidir. Vitrifikasyon tekniginde, embriyolarin
dondurulmasi, depolanmasi ve c¢ozdiiriilmesinde standart Fransiz mini payetler
kullanilmaktadir. Ancak bu payetlerde maksimum soguma ve i1sinma oranlar1 2.000
°C/dk ile smirlanarak yetersiz kalmistir. Sivi azot igerisine embriyolarin dogrudan
damlatilmast (Riha ve ark., 1991) veya sofuma ve i1smnma silirecinde embriyolari
desteklemek icin elektron mikroskobik 1zgaralarin kullanilmasi1 (Martino ve ark.,
1996b) gibi embriyoyu igeren medyum ile sivi azot (soguma ve 1sSinma oranlarini
artiran) arasinda dogrudan temas saglayan alternatif teknikler yaymlanmistir. Vajta
ve ark. (1998), vitrifikasyon teknigindeki soguma ve 1sinma oranlarini artirmak igin
OPS ad1 verilen yeni bir teknik gelistirmistir. OPS payetleri, klasik 0.25 ml’lik
payetlerin 1sitilip, ¢ekilerek uzatilmasi ile elde edilen modifiye payetlerdir. OPS
payetleri, klasik payetlere gore daha kiigiik hacimli ve daha ince bir ¢epere sahiptir.
Modifiye payetler (OPS gibi) yaklasik olarak 22.500°C/dk’lik soguma orani
saglayabilmektedir. Fakat OPS payetin iki ucu agik oldugundan dolay1 kriyoprezerve
edilen materyalin kontaminasyon riski bulunmaktadir. Bu risk, bakteri ve mantarlar
(0.2 pum gozenek boyutu) i¢in uygun olan filtreden gegirilen sivi azotun
kullanilmasiyla ve daha sonra tikali bir normal payet igine OPS payetinin dar ug
kismindan yerlestirilerek diger ucunun miihiirlenmesiyle indirgenebilir. Tiim bu
manipiilasyonlar siv1 azot veya sivi azotun buharmda yapilmalidir. Normal payet
OPS payetinin acik ucunu kapattigi i¢in daha sonraki depolama veya i1simnma
islemlerinde steril siv1 azota gerek yoktur (Vajta ve ark., 1998). Hurtt ve ark. (2000),

hem immatiir hem de matiir at ve sigir oositlerinin, OPS payetleri kullanilarak
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basarili bir sekilde vitrifikasyonunu bildirmistir. Bununla birlikte hayatta kalma

oranlarinin s1gir oositlerine kiyasla at oositlerinde daha diisiik oldugunu bildirmistir.

Tablo 2.1. Yiizey Sistem Vitrifikasyon Geregleri (Kumar Paul, 2014).

Gerec Ad1 Referans
Steponkus ve ark., 1990; Martino ve ark.,
Elektron mikroskobik (EM) 1zgara
1996b; Cho ve ark., 2002
Arav ve Zeron, 1997; Yavin ve Arav,
MDS
2001; Arav ve ark., 2002
) Kuwayama ve ark., 2005a; Roy ve ark.,
Kriyotop
2014; Wu ve ark., 2017a
Kriyoloop Lane ve ark., 1999
Yarim payet Vanderzwalmen ve ark., 2000
SSV Dinnyes ve ark., 2000
Naylon mesh Matsumoto ve ark., 2001
Kriyoleaf Chian ve ark., 2005
Direct cover vitrifikasyonu Chen ve ark., 2006
Fibre plug Muthukumar ve ark., 2008; Saylan, 2011
Vitrifikasyon spatulasi Tsang ve Chow, 2009
Kriyo-E Petyim ve ark., 2009
Plastic blade Sugiyama ve ark., 2010
Vitri-Inga Almodin ve ark., 2010

Arav ve ark. (2002), Yavin ve Arav’in (2007) gozlemlerine gore daha kiigiik
soliisyon hacmi, vitrifikasyon olasiligmni arttirmistir. Hacimlerin daha kiiciik olmasi,
1s1 transferinin daha iyi olmasini saglar ve boylece daha yiiksek soguma oranlar1 elde
edilir. Aragtirmacilar, 6rnek hacmini azaltmak ve hiicrelerin canliligni arttirmak igin
yontemleri kendi aralarinda uyumlandirmaya ¢alismistir. Yontemler genellikle yilizey
(Tablo 2.1, Sekil 2.1) ve tiiplii (Tablo 2.2, Sekil 2.2) yontemler olarak iki kategoriye
ayrilabilir. Yontemlerde kullanilan gereclerin avantaj ve dezavantajlari tablo 2.1° da

tartistlmistir (Kumar Paul, 2014).
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Tablo 2.2. Tipli Sistem Vitrifikasyon Geregleri (Kumar Paul, 2014).

Gerec¢ ad1

Referans

Plastik payet

Cetin, 2004; Bagis ve ark., 2005; Zhao
ve ark., 2007

OPS

Vajta ve ark., 1998; Chen ve ark., 2001;
Wu ve ark., 2017b

Kapali uclu modifiye payet (CPS)

Chen ve ark., 2001

Flexipet-denuding pipet

Liebermann ve ark., 2002

Superfine OPS Isachenko ve ark., 2003
o Kuwayama ve ark., 2005a; Portmann ve
Kriyotip
ark., 2010
Pipet ucu Sun ve ark., 2008

Yiiksek giivenilir vitrifikasyon

Camus ve ark., 2006

Miihiirlenmis modifiye payet

Yavin ve ark., 2009

Kriyopette Portmann ve ark., 2010
Rapid-i Larman ve Gardner, 2010
Hollow fiber Matsunari ve ark., 2012
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Sekil 2.1.Vitrifikasyon ylizey tastyict sistemleri. (1) Elektron mikroskobik 1zgara, (2)
minimum damla hacmi, (3) kriyotop, (4) kriyoloop, (5) yarim payet, (6) kriyoleaf, (7)
fibre plug, (8) direct cover vitrification, (9) vitrifikasyon spatulasi, (10) naylon mesh,
(11) plastic blade, (12) vitri-inga (Saragusty ve Arav, 2011).
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Sekil 2.2. Vitrifikasyon tiiplil tasiyici sistemleri. (1, a) Plastik payet, (1, b) acik uclu
modifiye payet, (1, c) superfine OPS, (1, d) flexipet-denuding pipet, (2) kriyotip, (3)
yiiksek-giivenilir vitrifikasyon, (4) pipet ucu, (5) miihiirlenmis modifiye payet, (6)
kriyopette, (7) rapid-i ve (8) JY payet (Saragusty ve Arav, 2011).
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Tablo 2.3. Vitrifikasyon yontemlerinin avantajlari

ve dezavantajlart (Kumar Paul,

2014).
Vitrifikasyon
Avantajlan Dezavantajlan
Yontemi
) ) -Pahalidir (yaklasik 40 USD/
Kriyotop -Medyum hacmi kolayca

gereg).

(Kuwayama ve edilir. . '
-Kriyotop tlizerinden medyum
Kato, 2000) -Kullanilmasi pratiktir.
ile numunenin akmasidir.
) -Kilifin yiiklenmesi,
o -LNj ile daha az
Kriyotip miihiirlenmesi, ayarlanmasi ve

(Kuwayama ve
ark., 2005a)

kontaminasyon ihtimalinin
olmasidir.

-Coziirdiirmesi pratiktir.

daldirilmasi i¢in gereken
stiredir.

-Pahali ekipman gerektirir.

SSV (Dinnyes ve

-Yiiksek sogutma orani
saglar.

-Nispeten ucuzdur.

-Genis Olciide yapilan pratiklilik
gerektirir.

-Oositler bazen i¢ yiizeye

ark., 2000)
-Kisa siirede ¢ok sayida yapisir.
numune korunabilir. -Oosit kaybi olasiligr yiiksektir.
] -Yiksek sogutma orani -Pahalidir (yaklasik 30 USD/
Kriyoloop . )
) saglar. gerec).
(Oberstein ve . o
-Kii¢iik halkadan dolay1 -Daha fazla pratiklilik gerektirir.
ark., 2001)
soliisyon hacmi en aza iner. -Oosit kaybi olasilig1 yiiksektir.
-En yiiksek sogutma oranini -COzme sirasinda kirilma
saglar. thtimali yiiksektir.
-iki boyutu mevcuttur (0.30 -Daha fazla pratiklilik gerektirir.
ve 0.65 mm i¢ ¢ap) -Bazen zamani saglanmasi
OPS (Vajta ve -OPS’in kapillar kuvvetleri zordur.
ark., 1998) sayesinde “otomatik -Daraltmas1 zordur.

yiikleme” seklinde yiikleme
islemi kolaydir.
-OPS payetinin hazirlanmasi

kolaydir.

-Modifiye payetin ucu agik
oldugundan dolay1
kontaminasyon riski vardir

(Vajta ve ark., 1998).
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Tablo 2.3. Vitrifikasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (devamu).

Vitrifikasyon

Avantajlan Dezavantajlan
Yontemi
-Bir seferde ¢ok sayida
] embriyo korunabilir. -Pahal1 bir ekipman gerektirir.
Hollow fiber

(Matsunari ve
ark., 2012)

-Yiiksek sogutma orani
saglar.
-Embriyo sagkalim orani

yiiksektir.

-Yiikleme sirasinda
embriyolarm mekanik hasar

gorme olasilig1 yiiksektir.

Minimum Damla
Hacmi

(Papis ve ark.,

-Yiksek sogutma orani
saglar.

-Ekstra gere¢ gerektirmez.

-Oosit kaybi olasilig yiiksektir.
-LN; icine yerlestirmek ve

damlatmak i¢in daha fazla

2000) -Kriyovial ile korunabilir. pratiklilik gerektirir.
Vitrifikasyon

-Pahali ekipman gerektirir.
spatulasi -Yiikleme kolaydir.

-Sogutma orani nispeten
(Tsang ve Chaw, | -Tasima kolaydir.

2009)

distktir.

Vitri-inga
(Almodin ve ark.,
2010)

- Yiksek sogutma orani
saglar.

-Fare embriyolarmnin
vitrifikasyonu i¢in yaygin

olarak kullanilir.

-Pahali ekipman gerektirir.
-Tasima sirasinda ince
parcalarin kirilma olasiligi

yiiksektir.

Kriyoleaf
(Chian ve ark.,
2005)

-Hizl1 sogutma orani saglar.
-Daha fazla pratiklilik

gerektirmez.

-Pahali ekipman gerektirir.

-Yikleme biraz zordur.

Hemi-payet
(Vanderzwalmen
ve ark., 2000)

-Yiiksek sogutma orani
saglar.

-Sabit sonuglar verir.

-Pahalidir.
-Numune, ¢6zdiirme sirasinda
kaybolabilir.

-Tasmma sirasinda kirilabilir.
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Vitrifikasyon i¢in bircok farkli protokoliin ve tasiyici sistemlerin olmasi,
vitrifikasyon sonuglarini daha da karmasiklastirmaktadir. Basarili bir vitrifikasyon
programi i¢in anahtar olan ek degiskenler (a) kriyoprotektanlarin tiri ve
konsantrasyonu, (b) oosit ve embriyonun maruz kaldigi sicaklik ve zaman, (c)
sogutma ve 1sinma oranlari, (d) oosit veya embriyolarin sivi azot ile dogrudan temas
edip etmedigidir. Tim bu degiskenler elle gerceklestirildiginde vitrifikasyon
prosediiriinii, standartlagtirmay1 zorlastirir. Sivi azot i¢ine son daldirma dahil olmak
iizere oositlerin veya embriyolarin, ¢esitli dengeleme soliisyonlarina ve vitrifikasyon
soliisyonlarina hassas bir sekilde maruz kalmasini saglayan otomatik bir cihaza sahip
olunmasi, yukarida bahsedilen tiim dezavantajlarin iistesinden gelecektir. Fertilesafe
Ltd., Sarah® (Sekil 2.3) adl1 bir cihaz gelistirmistir. Arav ve ark. (2018), fare ve sigir
oositleri ve embriyolarint Sarah adli otomatik vitrifikasyon cihazinda vitrifiye ederek

ilk kez bu cihazin basarili sonuglarini bildirmistir.

] B

|mmw@mmm 1

Sekil 2.3. Sarah cihazinmn iki resmi. A) LCD ekranl kapali cihaz, B) Payet ile
birlikte robotik kolu, soliisyonlar1 ve sivi azot konteyneri ile birlikte donen metal
plag1 gosteren agik cihaz (Arav ve ark., 2018).
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2.1.3. Kriyoprotektan Ozellikteki Maddeler

Kriyoprotektanlar, dondurma ve ¢6zdiirme uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde
olusabilecek zararlar1 Onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak
tanimlanmaktadir (Algolak, 2009; Palasz ve Mapletopt, 1996; Sagirkaya ve Bagis,
2003).

Kriyoprotektan maddeler, hiicre membranindan gegebilme 6zelliklerine gore

iki ayr1 grupta incelenmektedir:
1) Hiicre membranindan gegebilen (hiicre igerisine girebilen, intraseliiler, permeabl),

2) Hiicre membranindan gecemeyen (hiicre igerisine giremeyen, ekstraseliiler, non-

permeabl) kriyoprotektanlardir (Algolak, 2009; Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Intraseliiler kriyoprotektanlar, toksisitesi az, suda iyi ¢dziinen, diisiik
molekiiler agirligma sahip olup hiicre icine girerek su molekiillerini hiicre digina
¢ikarirlar (Giimiis, 2014; Orief ve ark., 2005). Intraseliiler kriyoprotektanlar, metanol
(32.04), etilen glikol (62.07), propilen glikol (1,2 propanediol, 76.10), dimetil
silfoksit (78.13), 2,3 biitanediol (90.12), gliserol (92.1) ve diger alkolleri
icermektedir (Palasz ve Mapletopt, 1996). Kriyoprotektanlarmn koruyucu etkileri,
suyla hidrojen baglar1 olusturarak, buz kristallerinin boyutlarini kiigtiltmeleriyle
ortaya ¢ikmaktadir. Gliserol ve propanediol (PROH), bu isi hidroksil gruplari ile (-
OH) yaparken dimetil siilfoksit (DMSO) oksijen atomu sayesinde yapmaktadir.
Kryoprotektanlar, = medyumun  donmadan  kalan  kismindaki  elektrolit
konsantrasyonunu azaltmalar1 (Porcu, 2001), dehidrasyonu diizenleyip protein
yapilarini korumalar1 ve diisiik sicakliklarin meydana getirdigi ozmotik biiziilmeyi
azaltmalar1 ile koruyucu etki gdstermektedirler. Intraseliiler kriyoprotektanlar buz
kristallerinin olusumunu -40°C’ye kadar diisiirebilmekte ve hiicre, soliisyonlarin
zararl etkilerinden korunabilmektedir. Intraseliiler kriyoprotektanlarin hiicre icine
gegcisleri; soliisyonun kendi gecis giicii, hiicre i¢i ve disindaki kriyoprotektanlarin
konsantrasyon farki, 1s1 ve hiicre yiizeyi ile orantilidir (Leeuw ve ark., 1993; Palasz
ve Mapletoft, 1996). Etilen glikol (EG) kriyoprotektanlar arasinda en az toksik etkiye
sahiptir. Toksisite siralamasi1 azdan ¢oga dogru su sekildedir (Saylan, 2011):
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1) EG

2) Metanol

3) DMSO

4) Gliserol

5) Propilen glikol
6) Biitilen glikol

Etilen glikol; su, alkol ve aseton ile karigabilen fakat eterde neredeyse hig
¢Ozlinmeyen, renksiz, viskdz ve tath bir alkoldiir. Bu alkoliin donma noktas1 -13°C,
kaynama noktasi ise 198°C’dir (Aydmer, 2008). Etilen glikol yiiksek gecirgenligi ve
diisiik sitotoksik etkisi nedeniyle insan oosit ve embriyolarinin vitrifikasyonunda en
¢ok tercih edilen kriyoprotektandir (Yoon ve ark., 2000; Yoon ve ark, 2003). Bir¢ok
tiir gametlerin dondurma—cozdiirme islemi sirasinda olusan zararm etkisi, etilen

glikol ve gliserolde esit orandadir (Aydiner, 2008).

Metanol diisiik toksik etkiye sahiptir, fakat ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bile vitrifiye etmediginden dolay:1 vitrifikasyonda tercih edilmemektedir (Saylan,
2011).

Dimetil siilfoksit, kimyasal olarak bir polar kok ¢evresinde iki apolar bastan
olugsan amfipatik bir bilesiktir. DMSO’lar bu 6zelliginden dolayr hem sivi hem de
organik medyumlarda ¢6ziinme imkanma sahiptir (Massip, 2001). Dimetil
stilfoksit’in oksijeni, suyun protonlar1 ile birlesmekte ve bunun sonucunda da 1s1
aciga cikmaktadir. Gegmiste yapilan ¢alismalarda DMSO’nun hiicre lizerine toksik
etkilerinin oldugu bildirilirken, yeni ¢alismalar bunun tersini bildirmistir (Kartberg
ve ark., 2008). DMSO cams1 goriiniim olusturma yetenegi, permeabilitesi ve diigiik
toksik etkisinden dolay:1 vitrifikasyon soliisyonlarinda kullanilan esas komponent
olmustur. Kriyoprotektan karistmma asetamidin eklenmesi DMSO’nun toksik
etkisini azaltir. Bununla birlikte, DMSO’nun kriyoprotektan karisimindaki varligi da
asetamidin zararli etkilerini azaltir. Dekstroz proteinlere irreversibl baglanarak

DMSO’nun toksisitesini notralize eder (Elbarbary, 2004).

Gliserol, yiiksek oranda hidrofilik yapi gosteren bir poliol bilesigidir.

Gliserol kendi hidroksil grubu ile sudaki oksijen arasinda hidrojen bagi
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sekillendirmektedir. Gliserol’iin kimyasal yapisindaki C/OH oranmin esit olmasi
gametler iizerine olan etkisini artirmaktadir. Gliserol’lin toksik etkisi, metabolik
doniisiimiinde olusan metilglioksal tarafindan olusturulur. Hiicrelerde gliseroliin
toksisitesi, membran biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese yol
acmastyla kendini gostermektedir (Alvarenga ve ark., 2000; Gilmore ve ark., 2000;
Katkov ve ark., 1998). Gliserol 1959°da Lovelock ve Bishop tarafindan kesfedilen
DMSO’nun koruyucu etkisine kadar kriyoprotektan olarak kullanilmistir (Luster,
2004).

Propilen glikol’iin 3 M’lik konsantrasyonunda 10 dk maruz birakilan
embriyo toksik hasara ugrar. Propilen glikol vitrifikasyonda kullanilabilir, ancak son
derece toksik etkilidir (Saylan, 2011). Baz1 raporlar propilen glikol'un yaklasik % 10
konsantrasyonunun c¢ok toksik etkili oldugunu ve vitrifikasyon i¢in gereken
konsantrasyonu diisiirmek i¢in bilesigin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda kullanimimin

yeterli oldugunu gostermistir (Fahy ve ark., 1984).

Biitilen glikol vitrifikasyonda kullanilan bir kimyasaldir. Fakat embriyo
kriyoprezervasyonu i¢in son derece toksik etkili oldugundan dolayr kullanimi pek
uygun degildir. Bitilen glikol konsatrasyonu 1 mol/I’yi ge¢meyecek sekilde
kullanilabilir (Saylan, 2011).

Hiicre dondurma medyumundaki kriyoprotektanlarin zararl etkisini azaltmak
icin hiicrelerin kriyoprotektanlaralara maruz kalma siliresinin azaltilmas1 ve
ekstraseliiler kriyoprotektanlarin kullanimi gibi uygulamalar yapilmaktadir (Massip,
2001). Farkl kriyoprotektanlarin avantaj ve dezavantajlari tablo 2.4’de gosterilmistir

(Kumar Paul, 2014).
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Tablo 2.4.

Kriyoprotektanlarin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Kumar Paul, 2014).

KP Avantajlan Dezavantajlan
, . -Hiicreler i¢in yiiksek
-Kolayca niifuz edebilir.
. konsantrasyonu
-Buz olusumunu azaltmasi ve boylece donma | =~
. R, olimcildir.
islemi sirasinda hiicre 6liimiinii 6nler (Pegg, . .
-Diisiik sicaklikta, asil
2007). }
DMSO kloriirlere maruz
-Yiksek kaynama noktasi, 189°C (372°F), .
. kaldiginda patlayict
DMSO normal atmosferik basingta yavas i oo
reaksiyon {iretir.
yavas buharlasir. .
. L ) -Medyumdaki serumu
-Anti-inflamatuar rolleri hiicresel hasar1 6nler. i
denatiire eder.
-Tek kullanimi hiicreler
-Yiksek kaynama noktasi ve suya olan o o
. ' i¢in toksiktir.
afinitesi nedeniyle faydali kurutucudur. .
4 -Niifuz etme orani
EG -Sicaklig1 diistirmek i¢in kullanilir. . )
. . yiiksektir.
-Niifuz edebilen KP'lardir. . .
. . . -Hiicresel mikro
-I¢ buz kristal olusumunu 6nler. .
organellere zarar verir.
-Kolayca niifuz edebilir.
. -Non-korozif (asindirmayan). -Hiicreler igin yiiksek
Propilen
Glikol -Cok az buharlasur. konsantrasyon
IKO
-Cok diisiik toksisite. tehlikelidir.
-Suyun erime noktasini diistirtir.
-Medyumun tahris olmasini 6nler. o
L -Bir kriyoprotektan
-Yatistirict etkisi ile hiicrelere yardim eder. o
) ] olarak kullanilmasi i¢in
. -Buz kristalleri tarafindan olusan hasar1 .
Gliserol . o yiiksek
azaltmak i¢in suda ¢oziiniirler.
o , konsantrasyonuna
-Sperm dondurmasi i¢in isaretli olarak o
ithtiya¢ duyulur.
kullanilir.
-Nadiren KP olarak
.. .. | -Suda ¢0ziiniirliik saglar. kullanilir.
Polivinil ) ) ) )
lid -Nispeten yiiksek viskozite. -Hiicrelere zarar verir ve
rolidaon
p(PVP) -Hiicreler i¢in daha az toksik. yiiksek viskozitesi
nedeniyle ¢oziilmesi
daha fazla zaman alir.
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Ekstraseliiler kriyoprotektan maddeleri molekiiler agirliklarina gore, diisiik
molekiiler agirhikli ve yiiksek molekiiler agirhikli olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Hiicre icine giremeyen diisik molekiiler agirlikli kriyoprotektanlar (sakkaritler),
galaktoz (180.2), glikoz (181.1), siikroz (342.3), trehaloz (378.3) ve diger sekerleri
icermektedir. Hiicre i¢ine giremeyen yiiksek molekiiler agirlikli (> 50 000 Dalton)
kriyoprotektanlar (makromolekiiller) ise, PVP, polivinil alkol (PVA), hidroksietil
nisasta, sodyum hiyaluronat, albumin, fikol, antifriz protein (AFP) ve diger

polimerleri igermektedir (Algolak, 2009; Palasz ve Mapletoft, 1996; Saylan, 2011).

Ekstraseliiler kriyoprotektanlarm rolii, donma swrasmnda buz olusumunu
azaltmak, sogutmadan once hiicrelerin dehidrasyonunu kolaylagtirmak ve hiicresel

membrani korumaktir (Begin ve ark., 2003).

Ekstraseliiler kriyoprotektanlarin kullanimi ¢ok faydalhdir. Ciinkii oositin
biliziilmesini saglayan ekstraseliiler kriyoprotektanlar, hizli sogutma ve 1sitma
sirasinda hiicrenin i¢inde kristallesebilecek su miktarini daha da diistiriir (Rall, 1987)
ve hiicreye niifuz eden kriyoprotektan miktarin1 azaltmasi nedeniyle olas1 toksik
etkiyi de azaltir (Szell ve Shelton, 1987). Buna ek olarak ekstraseliiler
kriyoprotektanlar, 1sitma sirasinda dehidre hiicreye suyun hizli bir sekilde girmesi
sonucunda olusabilecek ozmotik stresi onlemektedir (Cetin, 2004). Ekstraseliiler
kriyoprotektan olarak kullanilan karbonhidratlar, membranlar iizerinde dengeleyici
bir etkiye de sahiptir (Crowe ve ark., 1983). Arav ve ark.’nin (1993b) yaptigi

calismada, trehalozun siikrozdan daha az zararh etkisinin oldugunu ifade etmislerdir.

Papis ve ark., (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, %20 Fetal Buzag1 Serumu
(FCS) igeren TCM-199 medyumu ana soliisyon olarak kullanilmistir. Vitrifikasyon
islemi icin 5.5 M (%31 v/v) EG ve 1.0 M siikroz igeren vitrifikasyon soliisyonu
kullanilmistir. Deney 1’deki matiir oositler EG’nin %0, %2, %4, %6’lik farkl
konsantrasyonlarinda 20 dk 6n dengeleme iglemine tutulur, ardindan %20 FCS igeren
TCM medyumundaki kriyoprotektan1 seyreltilmis olan vitrifikasyon soliisyonunda
dengelenerek vitrifiye edilmistir. Deney 1, %6 EG’ye (%93.9 kontrole karst %77.2,
P<0.05) maruz kalan oositlerin diisiik klivaj oran1 hari¢, %2, %4 veya %6’lik EG
soliisyonlarinda on dengelemeye tabi tutulan oositlerde 6nemli bir toksik etki

gbézlenmemistir. Deney 2’deki matiir oositler EG’nin %0, %]1, %2’lik farkl
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konsantrasyonlarinda 12 ile 15 dk siirelerde 6n dengeleme islemine ardindan
vitrifikasyon soliisyonunda 30 veya 45 sn siirelerle dengeleme islemine tabi tutularak
vitrifiye edilmistir. Vitrifiye oositlerin blastosist asamasina gelisme orani, 30
saniyelik dengeleme isleminden (%0, %1 ve %2’lik EG soliisyonlarmda dnceden
dengelenmis oosit gruplarinda blastosist asamasma gelisme orani sirastyla %9.5,
%13.9 ve %13.8) sonra daha yiiksek olma egilimindedir. Deney 3’deki matiir oositler
ise EG’nin %0, %1, %2, %3, %4, %5 ve %6’lik (v/v) farkli konsantrasyonlarinda 12
ile 15 dk siirelerde 6n dengeleme islemine ardindan vitrifikasyon soliisyonunda 30 sn
stireyle dengeleme iglemine tabi tutularak vitrifiye edilmistir. Kontrole gore énemli
Olciide farkli olmayan en yiiksek klivaj, blastosist ve hatch blastosist oranlari, %3 EG
soliisyonunda 6nceden dengelenmis bir grup oositte (%89, %42 ve %21 kontrole
kars1 sirastyla %76, %30 ve %15) elde edilmistir. Saglikli bir buzagi, %3 EG
solisyonunda oOnceden dengelenmis oositlerden gelistirilen 4 morula/blastosist

asamal1 embriyolarm transferinden sonra, 22 Subat 1999'da dogmustur.

Soliisyonlarin  potansiyel toksisitesine azaltmak i¢in g¢esitli stratejiler

asagidaki gibi tarif edilmistir (Mullen, 2007):

1) Yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkisi olan kriyoprotektanlarin herbiri,

kombinasyon seklinde daha diisiik konsantrasyonlarda kullanima,

2) Ekstraseliiler kriyoprotektanlar yerine daha kiigiik intraseliiler kriyoprotektanlarin

kullanimu,
3) Hidrostatik basincin uygulanmasi,

4) Kriyoprotektan maddelerin toksisitesini etkisiz hale getiren bilesiklerin kullanimi

(6rnegin, dimetil siilfoksit ile asetamid (Fahy ve ark., 1990)),

5) Biyomateryallerin, kriyoprotektanlarin yliksek konsantrasyonlarina maruz kaldig:

sicaklik ve/veya zamanin azaltilmasi ile vitrifikasyon basarisi arttirilabilir.
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2.1.4. Medyum Katki Maddeleri

Kriyoprotektan soliisyonlarina siklikla eklenen biiyiik molekiiler agirlikli
bilesikler vardir. Sigir serum albiimin (BSA) ve fetal sigir serumu (FBS) gibi biiyiik
proteinler de kriyoprotektan soliisyonlarina takviye olarak eklenelebilir (Kumar Paul,
2014). Ayrica polietilen glikol, kriyoprotektan soliisyonlarma takviye olarak da
eklenmistir (Rall ve Fahy, 1985). Fetal sigir serumu veya sigir serum albiiminin
donma ve seyreltme ortamina eklenmesi zona pellucidayr (ZP) korudugu
bildirilmistir. BSA veya FCS igeren medyumda dondurulmus oositlere kiyasla, PVA
iceren medyumda dondurulduktan sonra daha az sayida oosit, fertilize olmustur
(Carroll ve ark., 1993). Proteinler surfaktan Ozelliklerden dolayir kullanilmistir.
Serumlar ylizey gerilimini azaltmasindan dolayr hiicrelerin birbirlerine, kaplarin
duvarmna veya soliisyonun ylizeyine yapismasini Onler. Proteinler, donma islemi
sirasinda hiicre zarlarinin en az hasar gorecek sekilde stabilize eder. Biyolojik
serumlarin, embriyo transferi yoluyla hastalik bulastrma potansiyeli saglayan
viriisleri icerebilecegi gosterilmistir. Gama radyasyonu dahil olmak iizere serum
toplanmasi ve islenmesi yontemlerindeki gelismelere ragmen, serumlardaki bazi
virtislerin hala canliligin1 kaybetmedigi bildirilmistir. Embriyo transfer edilen
sigirlarda ortaya c¢ikan sigir viral diyare (BVD) enfeksiyonlu vakalarinin ¢ogu,
medyuma yerlestirilen embriyo kontaminasyonundan ziyade, dondurma ve tagima
medyumunda bulunan FCS gibi serumlardan kaynaklanmistir. Bu yiizden
kontaminasyon riskini ortadan kaldrmak amaciyla serum yerine PVA, PVP ve

sodyum hiyaluronat gibi maddeler kullanilmistir (Palazs ve Mapletoft, 1996).

Arav ve ark., (1993a) farkli tipte antifriz proteinlerinin domuz oositleri
lizerinde arastirarak, antifriz proteinlerinin farkl tiplerinin benzer etkilerde faydali
olabilecegini bildirmistir. Kriyoprezervasyon c¢alismalarinda antifriz proteinlerinin
(AFP) kullamlmasmin 3 temel nedeni vardir. Ilk olarak, buzun normal biiyiime
aligkanhigmi engelleyerek 0°C’nin  altindaki sicakliklarda buz olusumunu
onleyebilmesidir. Ikinci olarak, AFP’ler Knight ve ark. tarafindan yapilan in vitro
deneylerde ilk kez tanimlanan re-kristalizasyonu yani c¢ozdiirme sirasinda
olusabilecek kristalizasyonu Onleme kapasitesine sahip olmasidir (Knight ve

ark.,1984; Knight ve Duman, 1986). Ugiincii olarak, bu proteinlerin diisiik sicaklikta
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plazma membranini koruyucu Ozelliklerinin bulunmasidir. Fakat AFP etkilerinin

tartigmali oldugu da ifade edilmistir (Wang, 2000).

AFP, buz kristallerinin biiylikliglini ve seklini kontrol etme yetenekleri ile
karakterize edilir. Tipik olarak salgilanan bu proteinler, buz biiylimesini inhibe
ederek ekstraselliiler buzu kontrol ederler. Bir adsorpsiyon inhibisyon mekanizmasi
kullanmak i¢in ortaya konulan bir hipotezde antifriz proteinleri iki ana aktiviteye
sahiptir: termal histerezis ve buz rekristalizasyonu inhibisyon aktivitesidir (Lorv ve
ark., 2014). Termal histerezis proteinleri (THP'ler) omurgalilar, omurgasizlar,
bitkiler, bakteriler ve mantarlarda bulunurlar (Barrett, 2001). Termal histerez
aktivitesi, erime histerezisi olarak bilinen erime sicakligim1 hafif¢e yiikseltirken,
donma histerezisi olarak da bilinen donma sicakligini non-koligatif azaltir. iki
sicaklik arasinda, bir termal histerezis aralig1 olusur ve bir nanolitre osmometre ile
Olciiliir. Ortam sicakligi bu araliga diistiigiinde, sivi su ve buz kristalleri, buz
kristallerinin erimedigi veya biiyiimedigi asir1 sogutulmus bir duruma girer. Bununla
birlikte, eger ortam sicaklig1 diisiiriilmiis donma sicakliginin altina diiserse, araligin
son noktasinda, buz olusumu kontrol edilemeyen bir oranda devam eder. Belirgin
patlama paternleri ile karakterize edilen bu olay, patlayici buz biiyiimesi olarak
bilinir ve hiicreler i¢in fiziksel olarak zararhdir. Ayrica patlayict buz biiyiimesi,
termal histerezis araliklarmin disina ¢ikilmasindan dolay1r daha siddetli hale gelen
termal histerez aktivitesi ile iliskilidir (Lorv ve ark., 2014). THP tip IlI, | veya
antifriz glikoprotein (AFGP) kullanildiginda, 1smma sonrasi transferedilen sigir
embriyolarinin hayatta kalma oranlar1 sirasiyla %22 (2/9), %44 (4/9) ve %50 (3/6)
elde edilmistir. Fare embriyolarinin MDS vitrifikasyon yontemi ile yapilan
calismada, yiiksek konsantrasyonlarda THP (40 mg / ml) kullaniminin gerekli oldugu
bildirilmistir. THP nin ¢ok diisiik konsantrasyonlarini gerektiren membran stabilitesi
iizerine faydali etkilerinin daha Once kanitlanmasinin yanisra yiiksek
konsantrasyonlart kullanildiginda THP’lerin etkisi vitrifikasyon soliisyonun

stabilitesinde gosterilmistir (Arav ve ark., 1994).
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2.2. Sigir Oositlerinin Kriyobiyolojik Ozellikleri

Primordial folikiillerdeki oositler; M II asamasindaki bir oosite gore ¢ok
kiiciik olmasi, metabolizma hizinin diisik olmasi, destek hiicrelerinin az olmasi,
organellerinin az olmasi, ZP’nin bulunmamasi, periferal kortikal graniillerin
olmamasi, soguga duyarli intrastoplazmik lipid miktarinin az olmasi ve meydana
gelecek hasarlarin onarilmasi i¢in daha fazla zamana sahip olmalar1 nedeniyle
kriyoprezervasyon islemine daha uygun bulunmaktadir. Bu nedenler arasinda en
onemlisi, hiicre boyutunun kii¢iik olmasidir. Cilinkii hiicre yiizeyinin hacme gore
biiyiikk olmas1 kriyoprotektan ve suyun hiicre zarindan daha hizli gegmesine olanak
saglamaktadir. Diger bir 6nemli faktor ise primordial folikiillerin hemen hemen tiim
memeli tiirlerinde benzer 6zelliklere sahip olmasidir. Bu sayede bir tiirde basari
saglanan metodun tiim tiirlere uygulanmas1 miimkiin olacaktir. Sonugta bu oositler

dondurmanin etkilerini daha iyi tolere edebilmektedirler (Shaw ve ark., 2000).

Tablo 2.5. Farkli asamalardaki oositlerin dondurulmaya karsi 6zellikleri (Shaw ve
ark., 2000).

. . Tam Gelismemis .
Primordial ) Tam Gelismis Mature
Materyal . Oosit (GV .
Oosit R ) Oosit (M II dénemi)
donemi)
. Nadir, yalnizca ] )
Bol, daima Nadir, yalnizca siklus
Bulunabilirligi antral
mevcut ) ortasinda
follikiillerden
Toplama Tekrar tekrar .
Kolay . Tekrar tekrar almabilir
kolayhgi alinabilir
80-300 pm (tiire
Boy <50 pm . 80-300 pum (tiire bagli)
bagli)
Destek Az, ¢ok Cok sayida korana | Cok sayida korana ve
hiicreleri kiiciik ve kumulus kumulus
Profazda Soguga hassas ig lizerinde
Cekirdek beklemede, | GV, ¢ekirdek zar1 | M II doneminde
Durumu cekirdek var beklemede, ¢ekirdek zar1
zar1 var yok
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Tablo 2.5. Farkli asamalardaki oositlerin dondurulmaya kars1 6zellikleri (devami).

. . Tam Gelismemis
Primordial ] Tam Gelismis Mature
Materyal . Oosit (GV _ . .
Oosit . . Oosit (M II donemi)
donemi)
Zona Yok Var Var
Kortikal . :
Yok Merkezi Periferde
graniiller
Metabolik hiz | Yavas Yavas Yavas
Yiizey/hacim . - -
Yiiksek Diisiik Diisiik
orani

2.2.1. Soguga Karsi Hiicresel Duyarhhk

Etkili bir kriyoprezervasyon protokolii gelistirmek icin her hiicre tipinin
kriyobiyolojik 6zelliklerine dair temel bilgiye ihtiyag vardir (Critser ve ark, 1997).
Tek bir hiicre olan oosit, ¢ok hiicreli preimplantasyon embriyosuna gore herhangi bir
cevresel zorluga karsi daha savunmasizdir (Parks ve Ruffing, 1992). Oositler, zona
pellusidaya sahip 6zel hiicreler olduklarindan, hem su hem de kriyoprotektan
maddeler i¢in azaltilmis bir membran gecirgenligine sahiptirler. Diger hiicrelerle
karsilastirildiginda  oositlerin ~ diisiik  ylizey alani/hacim  oran1  su  ve
kriyoprotektanlarin hiicre plazma membran1 boyunca hareket etmesini zorlastirir
(Anchamparuthy, 2007), bu durum donma sirasinda hiicre i¢i buz olusumu olasiligini
arttirir. Oositin fertilizasyona ugramasi ve daha fazla gelismesi i¢in bir¢ok yapisal
Ozelliklerinin biitiinliigi korunmalidir. Memeli oositlerinin kriyoprezervasyonu ile
ilgili bir problem organellerin altindaki hiicresel seviyede yatmaktadir. Organeller
diisiik sicakliklardan etkilenmektedir. Etkilenen organeller arasinda plazma zari,
zona pellusida, kortikal graniiller, mikrotiibiil 1ig, mikrofilamentler ve
yogunlastirilmis kromozomlar bulunur. Oositler sogumaya kars1 olduk¢a hassastir ve
oda sicakliginda bile zarar gorebilir. Bu problem kismen ig ipligi hassasiyeti ve
hiicrelerin yiiksek lipid igeriginden kaynaklanmaktadir. Oositlerin essiz olmasinin
nedeni, maternal Deoksiriboniikleik Asit’in (DNA’nin) niikleer membranin koruyucu
sinirlar1 i¢inde degil, sitoplazmada asili sekilde bulunmasidir. DNA ve/veya

mikrotiibiillerin zarar gdrmesi, oosit kriyoprezervasyonunun smirli basarisini
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aciklayabilir. Sigir oositleri oda sicakligma sogutuldugunda canliligi 6nemli 6lciide
azalmaktadir. Kromozomlar1 baglayan ig ipliginin par¢alanmasi (Saunders ve Parks,
1999; Wu ve ark., 1999) ve kromatidlerin ayrilmamasi, sogutma sirasinda meydana
gelebilir. Bu yiizden fertilizasyon sonrasinda andploidi (Sathananthan ve ark., 1987)
veya poliploidi (Eroglu ve ark., 1998b) ile sonuglanabilir ve embriyonik gelisme

sonlanabilir.

Abe ve ark. (2005), vitrifiye edilen sigir oositlerinin transmisyon elektron
mikroskobik caligmasinda, oosit sitoplazmasmin, ¢ok sayida vakuol ve riiptiire
membranli mitokondri oldugunu gostermistir ve diisiik gelisim oranlar1 ile karsilik
gelmistir. Mitokondrinin intraseliiler dagilimlar1 ve sekli, hiicre dongiistiniin 6nemli
periyotlarinda gerekli olan temel enerjinin iretilmesi icin hiicre metabolizmasi,
proliferasyon ve farklilasma asamasi ile iliskili oldugu bilinmektedir (Matsumoto ve
ark., 1998).

Kumulus oosit kompleksi (KOK), genellikle kumulus hiicreleri soyulmadan
kiiltlirlenir, bdylece oosit ve somatik hiicre zar1 arasindaki fizyolojik etkilesimler
korunur (Downs ve ark., 2006). Dondurulduktan ve ¢ozdiiriildiikten sonra oositin
hayatta kalmas1 tizerine kumulus hiicrelerinin etkileri, tartismali olmasina ragmen
faydali etkilerin oldugu da bildirilmistir (Im ve ark., 1997; Imoedemhe ve Sigue,
1992). Imoedemhe ve Sigue'ye (1992) goére, kumulus hiicrelerinin mevcudiyeti,
¢Ozdiirme sonrasinda kriyoprotektanin dengelenmesi ve c¢ikarilmasi siirecinde
Kriyoprotektanin hizli akmasi ve/veya akintisi ile olusan ozmotik degisikliklere ve
streslere karsi bir miktar koruma saglayabilir. Bununla birlikte, kumuluslari
soyulmaksizin kumulus oosit kompleksinin kriyoprezervasyonu sorunludur ¢iinkii
KOK’larin dengelenmesi i¢in optimal siireler, kumulus hiicreleri azaltilan oositlerden
daha farklhidir. Ek olarak, hipertonik kriyoprotektan soliisyonuna daldirma, oosit ile
gap junction baglantisin1 ve graniilosa hiicre siireclerini bozabilecek hiicre
biiziilmesine neden olmaktadir. Bdylece oosit ve somatik hiicre zar1 arasindaki

fizyolojik etkilesimler korunamaz (Fuku ve ark., 1995; Gosden, 2005).

Fare oositleri sogumaya nispeten toleranshidir (Bouquet ve ark., 1995; Carroll
ve ark., 1990; Sherman ve Lin, 1959; Toner ve ark., 1991; Trounson ve Kirby, 1989).

Bazi arastirmacilar, kriyoprezerve edilen fare oositlerinin IVF'inden sonra normal
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embriyonik gelisimini rapor etmistir (Carroll ve ark., 1993; Nowshari ve ark., 1994;
Rayos ve ark., 1994; Schroeder ve ark., 1990; Whittingham, 1977). Buna karsilik,
sigir oositleri agir1 derecede sogukta kalmaya duyarhdir ve standart yavas dondurma
protokolleri ile kriyoprezerve edildiginde diisiik bir sagkalim goriiliir (Fuku ve ark.,
1992; Lim ve ark., 1992; Otoi ve ark., 1992). insan oositleri de soguga duyarlidr.
Sogutma ve kriyoprezervasyon sonrasinda ig ve sitoplazmanin yani sira geligimsel
bozuklukta bildirilmistir (Pickering ve ark., 1990; Sathananthan ve ark., 1988; Van
Blerkom ve Davis, 1994). Kriyoprezerve edilen insan oositlerinden birka¢ dogumun

olustugu bildirilmistir (Chen, 1986; Martino ve ark., 1996a; Van Uem ve ark., 1987).

Memeli oositlerinin  ve embriyolarinin  soguga duyarliligi  benzer
goriinmektedir. Soguga duyarhlik; tiirlere, embriyonik asamaya ve belirli bir
sicakliga maruz kalma siiresine baghidir (Nagashima ve ark., 1994; Pollard ve Leibo,
1994; Wilmut, 1986).

2.2.2. Dondurma ve Cozdiirme Asamalarinda Karsilasilan Hiicresel Hasarlar

Kriyoprezervasyon stratejilerinin  hemen hemen hepsi, iki ana faktore
dayanmaktadir: kriyoprotektanlar ve sogutma-isitma oranlaridir (Vajta ve
Kuwayama, 2006). Hiicresel hasarin iki ana nedeni, buz kristallerinin olusumuyla
ortaya c¢ikan fiziksel hasar ve intraseliiler soliisyon konsantrasyonlarindaki
degisikliklerden kaynaklanan kimyasal hasardir (Mandawala ve ark., 2016).
Hiicreler, dondurma sirasinda siirekli artan hipertonik bir soliisyon ortamina maruz
brrakilir. Buz olusumu Oncesinde ve kismen sonrasinda intraseliiller donmay1
Onlemek icin ozmotik olarak hiicreden belirli bir miktarda suyun ayrilmasi gereklidir.
Bu islem, sogutma oraniyla ilgilidir. Yavas sogutma hizlarinda, hiicreler dis
soliisyonla dengede kalmaya ¢alisirlar. Ekstraseliiler soliisyon, hiicre membranlarinin
koruyucu etkilerinden dolay1 intraseliiler ortamdan 6nce donar. Boylece hiicrenin dis1
daha hipertonik hale gelir ve igten disa su akis1 (ekzosmosis) olusur. Cok fazla suyun
cikarilmasi, dengelenmenin bozulmasi anlamina gelen soliisyon yiikiinde artisa yol
acabilir. Sogutma hiz1 arttik¢a, suyun hiicre digina ¢ikabilmesi i¢in daha az zaman
kalir. Bu yilizden artan bir sekilde siiper-soguma ve nihayetinde kaginilmaz olarak

oldiiriicti etkiye sahip olan intraseliiler buz olusumu baglar. Optimum bir sogutma
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orani, bu iki olayin dengesinden kaynaklanir. Optimalden daha yavas sogutma
oranlarinda hiicre Olimii hipertonik kosullara uzun siire maruz kalmadan
kaynaklanir. Optimalden daha hizli sogutma hizlarinda hiicre 6liimii intraseliiler buz
olusumu ile iligkilidir. Hiicreler karsilastigi stres olusturucu durumlara verdigi
potansiyel hiicresel yanitlar tablo 2.6° de gosterilmistir (Ozkavukcu ve erdemli,
2002).

Tablo 2.6. Hiicrelerin karsilastig1 stres olusturucu durumlar ve hiicrenin verdigi
potansiyel yanitlar (Ozkavukcu ve erdemli, 2002).

Karsilasilan Stres Potansiyel Hiicresel Yanit

Sicakligm azalmasi Membran lipit faz degisiklikleri

Hiicre iskeletinin depolimerizasyonu

Soliisyon konsantrasyonunda artis | Ozmotik biiziilme

Membran proteinlerinin ¢oziiniirlestirilmesi
Iyonik konsantrasyonunda artig dahil olmak tizere membranlar iizerindeki

dogrudan etkiler

Dehidrasyon Lipit ¢ift katmanlarinin destabilizasyonu
Tuzlarn presipitasyonu o
Bilinmiyor
(cokelmesi) ve otektik olusumu
Hava kabarcig1 olusumu Membranlara ve sitoskeletona mekanik hasar

‘ Osmoz da dahil olmak tizere difiizyon siiregleri
Asir1 viskoz olan soliisyon
smirli olabilir

pH'taki degisiklikler Proteinlerin denatiirasyonu vb.

Hiicreler yakindan paketlenmis Membran hasar1

Sadece sogutma sirasinda degil ayn1 zamanda sogutma Oncesi siiregte, 1stnma
ve geri kazanim sirasinda, hiicreler cesitli hasar tipleri i¢in risk altindadir. Hiicrenin

hayatta kalma oranini artirmak i¢in hiicresel hasar tiplerinin tiimiinii atlatmak gerekir.
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Tablo 2.7. Biyolojik sistemlerde hiicre hasarmna ve 6liime neden olan sogutma ve
kriyoprezervasyonla iliskili faktorler (Shaw ve ark.,2000).

Sistem Hasar tipi

-Intraseliiler buz olusumu, ekstraseliiler buz olusumu,

apoptozis, toksisite, kalsiyum dengesizligi, serbest

Genel radikaller, ATP diizeyleri, genel metabolizma, fertilizasyon
basarisizligi, klivaj basarisizligi, pH, partenogenetik
aktivasyon.

Membran -Yirtilma, s1zmti, erime, mikrovilli, faz gegisi

-Azalma/artma, polispermi, poligini (polar cismi
Kromozomlar .
atilamamaszi), tertraploidi

DNA -Apoptozis, erime, yeni diizenlemeler

Sitoskeleton -Mikrotiibiillerin ¢6ziilmesi, aktin

Proteinler/Enzimler | -Dehidrasyon, fonksiyon kayb1

-Mikrovilli, mitokondri, vezikiiller, kortikal graniiller, zona

Altyap1

yap pellusida hasarlar1
Zona pellusida -Sertlesme, kirilma
Lipidler -Serbest radikaller ?

Sogutma sirasinda meydana gelen soguk hasari, oositlerin dondurulmasini
simirlayan faktorlerden birisidir. Soguk hasari, donmanin meydana gelmedigi diisiik
sicakliklara kisa siireli maruz kalma sonrasinda gelisen doniisiimsiiz bir hasar olarak
tanimlanmaktadir. Soguk hasarmin esas hedefi plazma membrant oldugu

disiiniilmektedir (Arav ve ark., 1996).

Arav ve ark. (1996), yaptig1 ¢alismada immatiir ve matiir sigir oositlerinin
soguk hasarma duyarli oldugunu belirtmistir. immatiir ve matiir oositlerdeki soguk
hasarinm olustugu yerlerin farkli oldugu bildirilmistir. Immatiir oositlerin plazma
membrani, M II asamasindaki oositlerin plazma membranindan daha ¢ok sogumaya
karst hassastir. In vitro matiire edilen oositler, muhtemelen polispermik
fertilizasyonla iliskili olan diger hasar (mikrotiibiiller ve mikrofilamentler)

bolgelerini ve kromozom anormalliklerini gostermektedir.
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2.3. In Vitro Oosit Toplama Yontemleri

Aspirasyon yontemi, folikiil diseksiyon yontemi ve ovaryum dilimleme
yontemi olmak tizere 3 farkli yontem ile in vitro olarak oositler toplanabilmektedir
(Duran 2000).

2.3.1. Aspirasyon Yontemi

Aspirasyon yontemi mezbahadan saglanan ovaryum {izerinde bulunan cesitli
biiytikliikteki folikiillerden uygun enjektor (5-10 ml), igne (18 veya 21 G), vakumlu
aspirasyon ignesi gibi araclarin yardimiyla oositlerin toplanmasidir ve yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontem ile genellikle 2-8 mm c¢apinda olan folikiiller aspire

edilmektedir (Cetin, 2004; Kogyigit, 2014; Topuzoglu, 2011).

Otomatik vakum sistemi kullanilirken 50-130 mmHg arasinda aspirasyon
basinci tercih edilmektedir (Pieterse ve ark., 1991). Kaliteli oosit toplanmasi, igne
cap1 ve aspirasyon basinci ile iligkilidir. Sigirlarda oosit morfolojisi ve gelisim
kapasitesi lizerine aspirasyon basinci ve igne c¢apmin etkisi Bols ve ark. (1996)
tarafindan arastirilmistir. Arastirmacilar 18, 19 ve 21 G’lik igneler ile birlikte 50, 70,
90, 110, 130 mmHg aspirasyon basinglarini, oosit aspirasyon yontemiyle denemistir.
Aragtirma sonucunda en yiiksek sayida oosit, 18 G’lik igne ve 130 mmHg aspirasyon

basinci kullanilarak elde edilmistir.

Aspirasyon yonteminin dezavantaji folikiillerin sadece %30-60’1ndan oosit
elde edilebilmesidir. Bu yiizden ovaryum dilimleme yontemi ile beraber oosit
toplanmasi daha faydali olur (Duran, 2000). Ayrica aspirasyon yontemi ile toplanan
oositlerin yaklasik olarak %43°ti morfolojik agidan normal bulunmaktadir. Bu
yontemde ovaryum basina elde edilen kullanilabilir kalitedeki oosit sayis1 5-8 adet
oldugu belirtilmistir. Aspirasyon ydnteminin pratik olmasi ve ¢ok sayida ovaryumun
islenebilmesine imkan saglamasindan dolayr dezavantajlarma ragmen tercih
edilmektedir. Yapilan arastirmalarda ¢ok sayida ovaryumun islenmesinin 6nemli
oldugu durumlarda aspirasyon yontemi Onerilirken, oosit kalitesinin 6nemli oldugu
durumlarda ise diseksiyon yontemi Onerilmektedir (Cetin, 2004; Gordon, 2003;
Kogyigit, 2014).
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Aspirasyon yonteminde elde edilen oosit sayisinin arttirilmasina yonelik
transilliiminasyon aspirasyon teknigi gelistirilmistir. Bu ydntemde, ovaryumun
medulla ve korteksine 151k kaynagi yerlestirilip kortikal folikiillerin goriintiilenmesi
saglanarak ovaryum basina elde edilen oosit sayisinin %50 oraninda artirilabilecegi

bildirilmistir (Arav, 2001).

2.3.2. Folikiil Diseksiyon Yontemi

Vezikiiler folikiillerin diseksiyonundan sonra, ovaryumlarm parcalanarak
oositin toplanmasi islemidir ve Oncelikle koyunlarda kullanilmistir. Bu ydntemin
amacl, oositi ¢evreleyen kumulus hiicrelerine zarar vermeden oositin toplanmasidir.
Kumulus oosit kompleksi folikiil duvarma sikica baglandigi icin aspirasyon
yontemiyle toplanmasi1 miimkiin olmayan kaliteli oositlere, diseksiyon yontemiyle
daha yiiksek oranda ulasilabilmektedir. Atretik ve atretik olmayan folikiillerin
belirlenmesi, bu yontemin en biiyiik avantajidir. Atretik folikiillerde donuk gri renkli
ve zaylf damarlagsma goriiliirken, atretik olmayan folikiillerde homojen bir sekilde
saydam veya agik renkli, iyi bir damarlasma goriiliir (Cetin, 2004; Gordon, 2003;
Kogyigit, 2014; Topuzoglu, 2011).

2.3.3. Ovaryum Dilimleme Yontemi

Folikiillerden gecgecek sekilde ovaryum iizerinde bistiiriyle ¢esitli sekillerde
kesitler atilarak yapilan bir yontemdir. Ovaryum dilimleme yOntemi, tek bagina
kullanildig1 gibi aspirasyon yontemiyle birlikte de kullanilabilir. Bu yontemle
ovaryum basina 20-50 arasinda oosit elde etmek miimkiindiir (Duran, 2000). Folikiil
aspirasyon ve ovaryum dilimleme yOntemiyle birlikte kullanildiginda ovaryum
basma 9.2-20.3 arasinda degisen miktarda iyi kaliteli oosit elde edilebilecegi
belirtilmistir (Gordon, 2003; Kogyigit, 2014). Ozellikle koyun, keci gibi kiigiik
ovaryumlu hayvanlarda kullanilir. Bu yontemle ¢ok sayida oosit elde edilmekle
birlikte, mayotik olarak yetersiz oositlerin de toplanabilecegi bildirilmistir. Bununla
birlikte ovaryumun islenmesi ¢ok zaman alacagindan dolay1 az sayida ovaryumla
calisilacak durumlar i¢in Onerilmistir (Cetin, 2004; Duran, 2000; Kogyigit, 2014;
Topuzoglu, 2011).
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2.4. Kriyoprezervasyon I¢in Uygun Oositlerin Se¢ilmesi

Un ve Kiipliilii’niin (2005) yaptig1 calismada ovaryum iizerindeki periferal
folikiiller kompas yardimiyla dlgiilerek biiytikliiklerine gore 2-7 mm’lik (Grup I) ve
7-10 mm’lik (Grup II) olarak iki gruba ayrilmistir. Bu follikiillerden alinan oositler
IVM’e tabi tutulmustur. IVM sonucunda Grup I’deki maturasyon basar1 yiizdesi
%69,44 ve maturasyon bozukluk yiizdesi %8 iken Grup II’deki maturasyon basari
yiizdesi %74,2 ve maturasyon bozukluk yiizdesi %5,1 olarak bildirilmektedir (Un ve
Kiipliilii, 2005).

Toplanan folikiiler sivinin tortusundaki KOK’larin ayirilmasi sirasinda,
KOK ’larinm kalite derecesi Wurth ve Kruip’e gore su sekilde anlatilmistir: immatiir
sigir KOK’lar morfolojik kriterler temelinde {i¢ kategoriye ayrilir. A-KOK, en az ii¢
hiicre tabakalar1 ile tamamen oositi ¢evreleyen agik ve kompakt bir kumulusu
gostermektedir; oosit yar1 saydam ve homojen bir ooplazmaya sahiptir. B-KOK, en
az U¢ hiicre tabakalar1 ile tamamen oositi ¢evreleyen koyu ve kompakt kumulusu
gostermektedir; oosit koyu ve homojen olmayan ooplazmaya sahiptir ve koyu bir
korona radiata ile cevrilidir. C-KOK’lar diizensiz yayilmigs kiimelenmis olan
kumulus, bir jole matriks igindeki hiicrelerin dejenere oldugunu tam olarak
gostermektedir; oosit homojen olmayan bir ooplazma ile koyudur. Farkli
kalitelerdeki immatiir sigir KOK’larin gériiniimii sekil 2.4’de gosterilmistir (Boni ve
ark., 2002).

Sekil 2.4. Farkli kalitelerdeki immatiir sigir KOK’larin goriiniimii. A-KOK, acik ve
kompakt bir kumulus ve saydam ooplazma varligi sergiler; B-KOK, koyu ve
kompakt kumulus ve koyu ooplazma sergiler ve C-KOK, koyu ve yayilmis kumulus
ve koyu ooplazma sergiler (Boni ve ark., 2002).
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2.5. Oositlerin Kriyoprezervasyon Yontemleri

Oosit  kriyoprezervasyonu,  oositlerin ~ 6zel koruyucu  maddelerle
(kriyoprotektanlar) ve kriyojen sivilarla (-196°C’lik sivi azot veya -269°C’lik sivi
helyum) dondurularak sivi azot tanklarinda saklanmasidir (Mandawala ve ark., 2016;
Yu ve ark., 2016; Wu ve ark., 2017b). Kriyoprezervasyon, hiicrenin metabolik
faaliyetlerinin hizin1 azaltarak uzun siire saklanmasini saglar. Ancak, dondurulan

hiicrelerde hasar meydana gelir ve bu durumu en aza indirgemek gerekir (Mandawala
ve ark., 2016).

Kriyoprezervasyonun etkinligi, bir dizi degisken faktorleri igerir. Bu

faktorler;

1) Hiicrelerin ¢esitli konsantrasyonlarda kriyoprotektanlara maruz kalmasi,
2) Hiicrelerin 0°C’nin altindaki sicakliklara sogutma hizi,

3) Hiicrelerin -130°C'nin altindaki sicakliklarda saklanmasi,

4) Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi,

5) Kriyoprotektanin seyreltilmesi, uzaklastirilmas: ve hiicrelerin rehidrasyonudur
(Anchamparuthy, 2007; Leibo, 1986; Leibo ve Songsasen, 2002).

Oosit dondurmada kullanilan yOntemler dort ana bashk altinda
incelenmektedir. Bunlar; yavas dondurma, ultra hizli dondurma, vitrifikasyon ve
yavas dondurma veya vitrifikasyon sonrasi oositlerin kurutulmasi yontemleridir. Bu
yontemlerin birbirlerine kars1i avantaj ve dezavantajlar1 olmakla birlikte, oosit

dondurma s6z konusu oldugunda vitrifikasyon, 6ne ¢ikan bir yontemdir (Arav, 2014;

Cetin, 2004).

2.5.1. Yavas Dondurma Yontemleri

Yavas dondurma yontemi, kriyoprotektan soliisyonlardaki hiicrelerin kisa bir
on dengelemesini, ardindan dondurularak korunan hiicrelerin tiirii i¢in optimize

edilmis hizlarda kontrollii, kademeli, yavas sogutmayi igerir. Bu yontem 0&zel
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programlanabilir hiicre dondurma ekipmani kullanilarak gergeklestirilir ve

tamamlanmasi igin gerekli siire 3-6 saattir (Rama Raju ve ark., 2006).

Cok sayida modifikasyonu bulunan yavas dondurma yontemi, su basamaklar1
icermektedir (Cetin, 2004; Shaw ve ark., 2000; Saylan, 2011);

1) Kriyoprotektanin eklenmesi,

2) Dondurma gerecinin i¢ine hiicrelerin yerlestirilmesi,

3) Gereglerin dondurma makinesine alinmas,

4) Kristalizasyonun uyarilmasi (seeding),

5) Yavas sogutma,

6) Sivi azot i¢inde saklama,

7) Orneklerin ¢ozdiiriilmesi ve kriyoprotektanin uzaklastirilmasidir.

Hiicrelerin sicakligi, sogutularak diisiiriiliir ve seeding denilen bir islemle
ekstraseliiler soliisyon iginde buz olusumu uyarilarak baslatilir (Rama Raju ve ark.,
2006). Seeding, dondurma makinesinde 0°C’nin altinda, genellikle -5 ile -9°C
arasindaki sicakliklarda kontrollii olarak buz olusumunun uyarilmasidir. Seeding
islemi gergeklestirildiginde plazma membranmin buzdan koruyucu etkisi sayesinde
ilk olarak ekstraseliiler ortam donmaya baslar (Shaw ve ark., 2000). Buz
kristallerinin boyutu arttikga ekstraseliiler su, sivi halinden kat1 hale doniisiir. Bu
durum, ekstraseliiler ortamdaki soliisyonun konsantrasyonunu arttirr ve hiicre
icindeki suyu ekstraseliiler ortama ge¢mesini saglar. Sonug olarak hiicre, intraseliiler
soliisyon konsantrasyonunda meydana gelen artis nedeniyle dehidre olur. Bu artan
intraseliiler soliisyon konsantrasyonu, hiicrenin donma noktasimni yaklasik -35 °C'ye
diisiiriir. Hiicre bu donma noktasindayken neredeyse susuz oldugu igin
donduruldugunda olusabilecek buz kristali goz ardi edilebilir (Rama Raju ve ark.,
2006). Fare oositlerinde yapilan ¢aligmalar, intraseliiler buz kristallerinin olugsmamasi
icin intraseliiler suyun %90’ min kaybedilmesi gerektigini gostermektedir. Halbuki

embriyolarda bu oran, %30 olmasi yeterli olmaktadir (Cetin, 2004).
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Suyun hiicreden ayrilma hizi, sogutma oranma baghdir. Hiicreler hizli bir
sekilde sogutuldugunda, hiicre iginde mevcut olan su, yeterince hizli hareket
edemeyeceginden dolay1 hiicre i¢in Olimciil olan intraseliiler buz kristallerinin
olusumuna neden olur. Hiicreler ¢cok yavas sogutulursa, hiicre membranlarinin lipid
protein kompleksleri iizerine zararli etkileri olan yiiksek intraseliiler soliisyon
konsantrasyonundan dolay1 hiicreler ciddi sekilde biiziiliir. Bununla birlikte yavasga
sogutulan hiicreler, potansiyel olarak donma hasarindan etkilenir. Bu nedenle,
kriyoprezervasyon sirasinda hiicresel hasar ile ilgili iki ana durum olan, intraseliiler
buz kristalizasyonu ve yiiksek soliisyon konsantrasyonunu 6nlemek i¢in protokolde
kullanilan sogutma ve kriyoprotektan konsantrasyon orani optimize edilmelidir.
Intraseliiler buz olusumu {izerine sogutma oranmin etkisi sekil 2.5’de gdsterilmistir

(Rama Raju ve ark., 2006).

-5°C .E“d;‘ !t °

© \A Y;
‘ Hizh 0
Dondurma
] ®

Sekil 2.5. Intraseliiler buz olusumu iizerine sogutma oraninim etkisi (Rama Raju ve
ark., 2006).

Yavas dondurma basarisi, suyun hiicreden ayrilma oranit ile buza
doniistiiriilmeden 6nceki sogutma orani arasindaki optimal dengenin saglanmasina
baglidir. Bu nedenle, bu dengeyi saglayarak insan oositleri ve embriyolarmin yavas
dondurma prosediirlerini gerceklestirmek i¢in ihtiyag duyulan siire, en az 90
dakikadir. Yavas dondurma protokoliiniin gergeklesmesi igin gerekli olan uzun
slirenin yant swra, pahali, programlanabilir dondurma ekipmani gerektirir. Bu

dezavantajlara ek olarak yavas dondurma protokolleri; in vitro iretilen sigir
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embriyolari, domuz embriyolari, insan M |l oositleri ve blastosistleri gibi donma

hasarma duyarli ¢esitli tipteki hiicrelerin dondurulmasinda yeterli degildir (Rama
Raju ve ark., 2006).

Memeli oositlerinde yapilan yavas dondurma yOnteminde; numuneler,
fizyolojik bir soliisyonda ¢6zdiiriilen 1-2 mol/l kriyoprotektan soliisyonlar1 iginde
stispanse edilir, buz olusumu uyarilir ve ¢ok yavas bir sekilde sogutulur (0.3-0.5
°C/dk). Bdylece hiicre icerigi, ekstraseliiler buz gelisimi sirasinda ektraseliiler
donmamis boliimiin konsantrasyonuna cevap olarak, kademeli dehidrasyonu ile
konsantre hale gelir. Whittingham tarafindan 1972’de gelistirilen orijinal yavas
dondurma igleminde numune sivi azot i¢inde saklanmadan oOnce -80°C’ye
sogutulmustur. Eger numuneler hizli bir sekilde c¢ozdiiriilecekse, numunenin sivi
azota daldirilmasindan 6nce yavas sogutmanin yaklasik -30 C’de sonlandirilabilecegi
bildirilmistir. Yavas dondurma asamalari, intraseliiler buz olusumunu onlemek i¢in
gereklidir. Yavas dondurma yontemi gesitli memeli tiirlerinin oositleri/embriyolar1
icin etkili olmustur. Yavas dondurma yontemi memeli oosit ve embriyolarinin
kriyoprezervasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sogutma

oranin1 kontrol etmek i¢in 6zel bir cihaz ve sofutma i¢in uzun bir zaman
gerekmektedir (Kumar, 2007).

Mezbahadan elde edilen ovaryumlarin folikiillerinden aspire edilen oositler,
maturasyonun GV asamasindadir. Oosit bu asamada ilk mayoz boliinmenin erken
profaz asamasmnda oldugundan genetik materyal niikleusun icinde yer alirr ve
herhangi bir ig ip¢igi yoktur. Niikleus membraninin varhigindan dolayi, bu tip
oositler kriyoprezervasyon sirasinda hasarlara daha az egilimli olabilecegi
disiiniilmiistiir,  fakat immatiir GV  asamasmdaki sigir  oositlerinin

kriyoprezervasyonu ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Kumar, 2007).

Suzuki ve ark. (1996b), sigir oositlerinin ¢ozdiirme sonrasi gelisimsel
yeterliligi tizerine ¢esitli kriyoprotektanlarin [1.8 M EG, 1.3 M Etilen Glikol
Monometil Eter (EME) ve 1.6 M PROH] trehaloz ve PVP’nin farkh
konsantrasyonlarindaki etkisini karsilastrmistir. GV agamasindaki sigir oositleri 1.8
M EG, %5 PVP ve 0.05 trehaloz karisimi ig¢inde yavas¢a donduruldugunda,
oositlerin yaklagik %80°1 M II” ye gelismistir, %22’si IVM sonras1 dejenere olmustur
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ve dondurulmus oositlerin higbiri partenogenetik aktivasyona maruz kalmamaislardir.
EG, EME ve PROH kullanilan gruplardaki fertilizasyon sonrasi gelisimde anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. Im ve ark.’nin (1997) yaptig1 calismada immatiir sigir
oositlerinin kriyoprezervasyonu i¢in PROH ve DMSO’ nun etkinligi kiyaslanmistir
ve swrastyla %38 ve %30 niikleer maturasyon oranlar1 elde edilmistir. Oositi
cevreleyen kumulus hiicrelerinin varligi dondurulup ¢ozdiiriilen immatiir sigir
oositlerinin IVM’i i¢in dnemlidir. Dondurulup-¢6zdiiriilen oositler kullanildiginda,
KOK’larinin maturasyon orani1 deniidiie edilen oositlerin maturasyon oranina gore

onemli 6l¢lide yiiksek oldugu bildirilmistir (Im ve ark.,1997).

Maturasyonun M II asamasmdaki oositler, kriyoprezerve edilebilir. Bu
asamada, kromozomlar metafaz plakasinda diizenlenir ve niikleusun membrani
yoktur. Oositi g¢evreleyen kumulus kitlesi ekspanse olur ve hiicre baglantisi

hiyaluranik asit ile saglanir (Kumar, 2007) .

PROH, in vitro matiire edilmis sigir oositlerinin yavas dondurulmasinda bir
kriyoprotektan olarak basarili bir sekilde kullanilmistir (Otoi ve ark., 1994; Otoi ve
ark., 1997). Xu ve Betteridge’ in (1992) yaptig1 ¢alismada in vitro matiire edilen
oositleri 1.5 M PROH kulanarak yavas dondurma yontemiyle kriyoprezerve etmistir.
Dondurulup-¢ozdiiriilen oositlerin %67.4’{iniin, hayatta kaldigin1 gdsteren normal
goriiniimlii  sitoplazmaya ve hasar gérmemis zona pellusidaya sahip oldugu
bildirilmistir. Fertilizasyon ve klivaj oranlar1 sirasiyla %22.2 ve %7.9 olarak elde
edilmistir. PROH’ un 1.5 M konsatrasyonunda kriyoprezerve edilen sigir oositlerinin
cogu (%86) morfolojik olarak normal bir sekilde elde edilmesine ragmen, diisiik
fertilizasyon (%36.4) ve klivaj (%13.5) oranlarmin gosterdigi gibi oositlerin
gelisimsel yeteneklerinin ciddi sekilde engellendigi Sun ve ark. (1995) tarafindan
bildirilmigtir. Mavrides ve Morroll’un (2002) yaptig1 calismada, in vitro matiire
edilen sigir oositlerinin yavas dondurulmasi i¢in 1.5 M PROH kullandiginda,
¢cozdiirme sonrasi %54.4 oraninda morfolojik olarak normal oositler elde etmistir.

IVF sonrasi klivaj oran1 yaklasik %15 bulunmustur.

In vitro matiire edilen sigir oositlerinin yavas dondurulmasi igin farkli
kriyoprotektanlarin etkinligini karsilastirmak amaciyla bir¢cok calisma yapilmigtir.

Onceki ¢ahigmalardan birinde Otoi ve ark. (1993), in vitro matiire edilen sigir
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oositlerinin yavas dondurulmasi i¢in kriyoprotektanlardan 1.6 M PROH, DMSO ve
gliseroliin izo-molar konsantrasyonlarmin etkinligini karsilastirmigtir. Dondurulup-
¢dzdiiriilen morfolojik olarak normal olan oositlerin IVF’i sonrasmda, PROH
grubunun fertilizasyon orani (%57.9), DMSO (%38.3) grubuna gore daha yiiksek
bulunurken, gliserol (%50.9) grubuyla benzer bulunmustur. Bununla birlikte PROH,
gliserol ve DMSO gruplar1 igin, klivaj (swrastyla %22.4, %20.6 ve %18.3) ve
blastosist (sirastyla %1.4, %4.8 ve %0.9) asamasma kadar gelisen oosit oranlari

arasinda 6nemli bir fark bulunmamastir.

Lim ve ark. (1999), M II asamasindaki in vitro matiire edilmis sigir
oositlerini, 1 M gliserol, 1 M DMSO veya 1 M PROH igeren fosfat tamponlu tuz
soliisyonu (PBS) i¢cinde yavas dondurma yontemiyle kriyoprezerve etmistir. Oositler
hizli bir sekilde ¢ozdiiriildiigiinde, DMSO (%86) ve PROH (%83) gruplarindaki
morfolojik olarak normal oosit sayis1 gliserol (%62) grubuna gore daha fazla elde
edilmistir (P<0.05). Oositler, dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga spermatozoalar1 ile in
vitro olarak fertilize edildiginde, DMSO (%79) ve PROH (%76) gruplarindaki
penetrasyon oranlar1 gliserol (%48) grubuna gore daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (P<0.05). Fertilizasyondan 48 saat sonrasinda 2-hiicreli asamaya
gelisen oositlerin yiizdesi DMSO (%51) ve PROH (%54) gruplarinda gliserol (%33)
grubuna gore 6nemli derece yiiksek bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte, PROH
(%46 ve %14) ile dondurulan oositlerin fertilizasyonundan 72 saat sonrasinda 8-
hiicreli embriyo ve morula oranlari, DMSO (%21 ve %6) ve gliserole (%26 ve %38)
gore Onemli derece yiiksek oldugu gozlemlenmistir (P<0.05). Bu calismanin
sonuncunda aragtirmacilar, kullanilan kriyoprotektan tiiriiniin metafaz II asamasinda
dondurulmus sigir oositlerinin gelisimsel yeterliligini etkileyen onemli faktdrlerden
biri oldugunu bildirmistir. Yavas dondurma yontemiyle dondurulan metafaz Il
asamasindaki oositlerinden ¢ok sayida 8-hiicreli embriyo ve morula gelisiminde
PROH, hem gliserol hem de DMSO’dan ¢ok daha etkilidir (Lim ve ark., 1999). Im
ve ark. (1997), yaptigi ¢alismada 1.5 M PROH (%67) ve 1.5 M DMSO (%61) ile
dondurulan oositlerin niikleer maturasyon oranlarmin benzer oldugunu rapor

edilmistir.
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Kumar’m (2007) bildirdigine gore, fertilize edilen ve edilmeyen memeli
oositlerin kriyoprezervasyonundan sonra hayatta kalma oranlarin1 karsilastiran
Smith, fertilize oositlerin fertilize edilmemis oositlere gore daha iyi gelisme sansina
sahip oldugunu bildirmistir. Oositler ve embriyolar arasindaki bu fark oosit
kriyoprezervasyon arastirmalarinin ilk giinlerinde fark edilmesine ragmen, ilk
memeli oosit kriyoprezervasyon protokolleri, embriyo kriyoprezervasyonunda
kullanilan "yavas dondurma" yontemindeki dengeleme islemine gore taklit edilmistir
(Fabbri ve ark. 2000; Paynter, 2000; Rall, 1992).

Canli dogumlar; fareler (Whittingham, 1977), tavsanlar (Al-Hasani ve ark.,
1989), sigirlar (Fuku ve ark., 1992; Otoi ve ark., 1992) ve insanlar (Chen, 1986)
dahil olmak iizere cesitli tiirlerde benzer yavas dondurma ydntemleri kullanilarak
rapor edilmistir. Qosit kriyoprezervasyonu sonrasinda meydana gelen dogumlar tablo

2.8'te listelenmistir (Kumar, 2007).

Tablo 2.8. Memeli oositlerin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu sonrasinda
meydana gelen ilk dogumlar (Kumar, 2007).

Tiirler Yontem Kaynaklar
. Yavas dondurma | Parkening ve ark. (1976)
are
Vitrifikasyon Kono ve ark. (1991)
Yavas dondurma | Al-Hasani ve ark. (1989)
Tavsan | i
Vitrifikasyon Vincent ve ark. (1989)
- Yavas dondurma | Fuku ve ark. (1992)
1211 — -
Vitrifikasyon Vajta ve ark. (1998)
. Yavas dondurma | Chen (1986)
Insan —
Vitrifikasyon Kuleshova ve ark. (1999)
At Vitrifikasyon Maclellan ve ark. (2002)

2.5.2. Hizh Dondurma Yontemleri

Hizli dondurma, -1250°C/dk'lik hizli sogutma oranlarmin uygulanmasmdan
once kismen dehidre edilmis hiicrelerin kriyoprezervasyonudur. Embriyolarin

basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu igin gerekli olan soliisyon, gliserol,
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propandiol, DMSO veya etilen glikol gibi intraseliiler kriyoprotektanlarin 2 ile 4.5
M’lik ve siikroz, trehaloz, laktoz ve galaktoz gibi ekstraseliiler kriyoprotektanlarin
0.25 ile 0.5 M’lik soliisyonlardan olusan kriyoprotektanlarin karigimidir. Kisa bir
dengeleme siiresinden (30 sn ile 3 dk) sonra kismen dehidre olan embriyolar, sivi
nitrojen buharinda ara sicakliklarda sogutulmasinin ardindan sivi nitrojen igine
daldirilir. Vitrifikasyonun tersine, hizli dondurma sirasinda ekstraseliiler su donar ve
donma soliisyonunun ozmolaritesi artar ve boylece intraseliilerde bulunan
dondurulabilecek su miktar1 azalir. Ancak bu kosullar altinda intraseliiler buz
olusumu miimkiindiir ve ¢O6zdiirme sirasinda uygun olmayan 1smmma oranlari,
embriyo hasarma neden olabilir. Hizli dondurma yontemi ile kriyoprezerve edilen
sigir embriyolarinin hayatta kalma oranlar1 (%33.3), yavas dondurma ve
vitrifikasyon yontemlerine gére daha diisiiktiir (Palasz ve Mapletoft, 1996). Bu

ylizden hizli dondurma yontemi pek tercih edilmemektedir.

2.5.3. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon; bir sivinin donmadan soguma nedeni ile yogunlugunun cok

yiikselmesi sonucunda cam benzeri bir hal almas1 olarak tanimlanmaktadir (Ozatik
2011).

Vitrifikasyonun etkinligi bir dizi degisken faktorleri igerir. Bu faktorler;
1) Kriyoprotektan ¢esidi ve konsantrasyonlari,
2) Vitrifikasyon soliisyonunun sicakligina maruz kalma,

3) LN2'ye daldirilmadan once hiicrelerin/dokularim, son kriyoprotektana

maruz birakilan siirenin uzunlugu,

4) Hiicreleri/dokuyu ¢evreleyen kriyoprotektan soliisyonunun hacmindeki

degiskenlik,
5) Kullanilan geregler,

6) Test edilen hiicrelerin/dokunun kalitesi ve gelisim asamast,
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7) Biyolojik materyali i¢eren vitrifikasyon soliisyonu ve LN2’nin dogrudan
temasi, bir kontaminasyon kaynagi olabilir. Bu tehlikeyi ortadan kaldirmak igin,
sogutma ve depolama igin steril LN, kullanilmasi zorunludur (Anchamparuthy,
2007).

Vitrifikasyon, kriyoprezervasyon i¢in alternatif bir yontemdir. Vitrifikasyon,
buz olusumunu oOnleyen hizli sogutma ile konsantre soliisyonlarin kullanimini
birlestiren bir islemdir. Numuneler, diisiik sicakliklarda viskoz bir sivinin molekiiler
yapisina sahip camsi bir hale doniisiir. Vitrifikasyon, hiicre i¢i ve hiicre dis1 boslukta
buz kristallerinin olugsmasint 6nler (Rall and Fahy, 1985). Vitrifikasyon, ultra hizli
sogutma  hizlarmi  (2.000-25.000°C/dak) ve  kriyoprotektanlarin  yiiksek
konsantrasyonlarinin (5-7 M) kullanimini igerir. Rall (1987) teorik olarak suyun bile
107°C/sn'lik bir sogutma hiz1 kullanilarak vitrifiye edilebilecegini belirtmistir.
Hiicreler, kriyoprezervasyon  Oncesi sollisyon  viskozitesini arttiran
kriyoprotektanlarin yiiksek konsantrasyonlarina maruz birakilmasi ile dehidre olur.
Hiicreler kriyoprotektan icinde siispanse edilir, daha sonra siv1 azot i¢ine direk olarak
daldirilir ve hiicreler cam benzeri bir hal alir. Bu teknik, hiicre i¢i buz olusumunu
tamamen ortadan kaldirir. Bununla birlikte hiicreler, kriyoprotektanlarin yiiksek
konsantrasyonlarina maruz kaldiklarinda hasar gorebilir. Buna karsilik, vitrifikasyon
programlanabilir dondurma ekipmani ihtiyacin1 ortadan kaldirdig1 i¢in diisiik
maliyetli olma avantajma sahiptir ve yavas sogutmaya kiyasla daha hizli ve daha
kolay bir sekilde yapilir (Kumar, 2007).

Embriyolarin vitrifikasyon prosediirii ilk olarak Rall ve Fahy (1985)
tarafindan tarif edilmistir. Arastirmacilar, fare embriyolarinin kriyoprotektanlarin
konsantre soliisyonlarinda silispanse edilmesi ve hizla, sivi azot igerisinde
sogutulmasiyla basarili bir sekilde kriyopreserve edilebilecegini gostermistir.
Vitrifiye edilmis fare embriyolardan normal yavrunun gelistigi bildirilmistir (Rall,
1987). Bircok arastirmada, geleneksel yavas dondurmadan ziyade vitrifikasyonun
memeli oositlerinin kriyoprezervasyonu igin daha iyi bir yontem olabilecegini ileri
stirtildiglinden beri bu prosediir, oosit kriyoprezervasyonuna alternatif bir yontem
olarak gitdik¢e artan bir 6nem kazanmustir (Kumar, 2007). Vitrifikasyon; fare (Chen
ve ark., 2000; Lane ve Gardner, 2001), rat (Nakagata, 1992), kegi (Begin ve ark.,
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2003), at (Maclellan ve ark., 2002), insan (Kuleshova ve ark., 1999; Liebermann ve
Tucker, 2002; Yoon ve ark., 2000) ve sigir (Le Gal ve ark., 2000; Matsumoto ve ark.,
2001; Mavrides ve Morroll, 2002; Papis ve ark., 2000; Vieira ve ark., 2002)
oositlerinin kriyoprezervasyonu i¢in kullanilmistir. Bunun diginda sigir blastosistleri,
vitrifiye edilen sitoplastlarin veya oositlerin igindeki erigkin fibroblastlardaki

cekirdeklerin aktarilmasiyla iiretilmistir (Booth ve ark., 1999).

Immatiir sigir oositleri %40 EG, 0.3 M trehaloz ve %20 PVP igeren
Dulbecco’nun fosfat tamponlu tuz soliisyonu (DPBS) negatif (-), pozitif (+) ve
sodyum kloriirden (NaCl) olusan bir vitrifikasyon ¢ozeltisi ile vitrifiye edildiginde,
IVF sonrasinda klivaj oranlar1 sirasiyla %23, %21 ve %13, blastosist olusumu
sirastyla %3, %3 ve %1 bulunmustur (Saha ve ark., 1996). Iki kriyoprotektan (%25
gliserol ve %25 EG) karisiminda vitrifiye edilen immatiir sigir oositlerinin
fertilizasyon sonrasi klivaj oram1 %16 olmasina ragmen, elde edilen 146 oositten

hicbirisinin blastosist asamasma gelismedigi rapor edilmistir (Le Gal ve Massip,
1999).

In vitro matiire edilmis sigir oositlerinin vitrifikasyonuyla ilgili yapilan ilk
caligmalardan biri, Hamano ve ark. (1992), 2 M DMSO, 1 M asetamid ve 3 M PROH
karisiminda oositleri vitrifiye etmesidir. Dondurulup ¢ozdiiriilen oositlerin IVF ve
IVC sonrasinda, fertilize edilen 88 oositten 9'u blastosist asamasina gelismis ve 3
blastosistin 3 aliciya transfer edilmesiyle 2 gebelik elde edilmistir. Saha ve ark.
(1996), in vitro matiire ettikleri oositleri, Dulbecco’nun fosfat tamponlu tuz
soliisyonu (DPBS) negatif (-), pozitif (+) ve NaCl iginde %40 EG, 0.3 M trehaloz ve
%20 PVP igeren bir vitrifikasyon soliisyonu ile vitrifiye etmistir. IVF'den sonra,
klivaj oranlar1 sirastyla %27, %18 ve %14, blastosist oran1 sirastyla %3, %4 ve %3
bulunmustur. Le Gal ve Massip (1999), %25 gliserol ve %25 EG karisimi i¢inde in
vitro matiire siir oositlerini vitrifiye etmistir. Fertilizasyon sonrasi klivaj orani, %22

elde edilmesine ragmen, alinan 99 oositten hi¢biri blastosist agamasina gelismemistir.

Otoi ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢aliymada, 1. deney grubunda matiir
s1g1r oositlerinin 0.35 M siikroz ve %30 EG igeren vitrifikasyon soliisyonuna asamali
olarak maruz birakilmasmin (1 adimli grupta 1. damla %30 EG 1 dk; 2 adiml1 grupta
1. damlada %15 EG 1 dk, 2. damlada %30 EG 1 dk; 3 adimli grupta 1. damlada %10
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EG 1 dk, 2. damlada %20 EG 1 dk, 3. damlada %30 EG 1 dk) etkilerini incelemistir.
Bu deney grubunun sonucunda, 3 adimli vitrifikasyon grubundaki oositlerin
morfolojik olarak hayatta kalma ve boliinme oranlari, 1 ve 2 adimli gruplara goére
daha ytiksek bulunmustur. Ayni ¢alismada, arastirmacilar 2. deney grubunda 3 adimli
vitrifikasyonu ve %20, %30, %40, %50’1lik farkli oranlarda EG kullanarak 4 farkl
gruptaki (1. grupta 1. damla %6.7 EG, 2. damla %13,3 EG, 3. damla %20 EG; 2.
grupta 1. damla %10 EG, 2. damla %20 EG, 3. damla %30 EG; 3. grupta 1. damla
%13.3 EG, 2. damla %26.7 EG, 3. damla %40 EG; 4. grupta 1. damla %16.7 EG, 2.
damla %33.3 EG, 3. damla %50 EG) oositlerin hayatta kalma oranlarmi ve blastosist
gelisim oranlarmi incelemistir. Bu ikinci deneyin sonucunda arastirmacilar, %40 ve
%50 EG gruplarindaki oositlerin hayatta kalma oranlari, %20 ve %30 EG gruplarina
gore daha yiiksek bulurken, %40 EG grubundaki blastosist gelisim orani diger
gruplara gore daha yiiksek bulmustur. Aynm1 calismada arastirmacilar 3. deney
grubunda 3 adiml vitrifikasyon, %40 EG kullanarak ilk adimdaki 0.5 M siikrozun 1
dk, 5 dk, 10 dk’lik farkli siirelerde (1. grupta 1. damla 0.5 M siikroz 1 dk, 2. damla
0.33 M siikroz 1 dk, 3. damla 0.17 M siikroz 1 dk; 2. grupta 1. damla 0.5 M siikroz 5
dk, 2. damla 0.33 M siikroz 1 dk, 3. damla 0.17 M siikroz 1 dk; 3. grupta 1. damla
0.5 M siikroz 10 dk, 2. damla 0.33 M siikroz 1 dk, 3. damla 0.17 M siikroz 1 dk)
maruz birakilmasmin etkilerini incelemistir. Bu 3. deneyin sonucunda 3 adimli, %40
EG’de vitrifiye edilen oositler {i¢ grupta da oositlerin gelisim oranlar1 benzer
bulunmustur. Fakat 2. Gruptaki (0.5 M siikroz da 5 dk) oositlerin blastosist orani

(%10) diger gruplara gore yiiksek bulunmustur.

Siiper sogutma saglamak i¢cin sadece hacim onemli degildir. Luyet tarafindan
belirtildigi gibi asir1 sogutulmus veya doymus soliisyonlarm konsantrasyonu ve
sogutma hizt kristalizasyonun uyarilmasinda etkisi olabilecek diger faktorlerin
arasindadir. Sogutmanin hizi, numunenin 1s1 kiitlesine ve yiizey alanmna baghdir.
Hizli bir sogutma elde etmek i¢in, hacim oranina gére maksimum yiizey ve en diisiik

1s1 kiitleli bir malzeme kullanilmasi gerektigi Arav tarafindan bildirilmistir (Arav,

2014).

Gregory M. Fahy ve William F. Rall kriyoprotektanlarin farkli

konsantrasyonlarimi igeren sulu ¢dzeltilerini camlastrmak igin gerekli olan kritik
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sogutma hizlarin1 2007 yilinda yaymlamistir. Saf suyun kristallesme olmaksizin cam
haline gelebilmesi i¢in 100x10°°C/dk’nin iizerinde bir sicaklik diismesine ihtiyag
duyuldugu bildirilmektedir. Ayrica KP’larin ¢ogunun %15°1 (v/v) igin neredeyse
1x10° °C /dk olmasi gerekir ki; bunun elde edilmesi zordur. Damlalarin hacmi 0,07
pl oldugunda, KP’ larin %15’ (v/v) yavas sogutma hizlarna bagh vitrifiye
olabilecegi gosterilmektedir. Bu ylizden, sogutma hizinin artirilmasina gére hacmini
diistirerek vitrifikasyon elde etmek daha ¢ok uygundur. James H. Walton ve Roy C.
Judd buz kristal biiyiimesinin hizin1 6lgerek 65 mm/s araliginda oldugunu bulmustur.
Soguk bir metal ylizey iizerine yerlestirilen 0.1 mm’lik bir damlanm kristallesmesini
onlemek i¢in, 0.0001 saniye olan, 1/6500 mm/s arasinda bir hiz gerekmektedir. Eger
oda sicakligindan -180°C’ye sogutmak i¢in, 0.1 ps’lik bir hizda veya 78x10%°C/dk‘da
200°C azaltmak gerekir. Bu sogutma orani1 Balds ve Bruggeller tarafindan tahmin
edilmistir. Bununla birlikte, yavas sogutma hizi ile basarili sekilde dondurulabilen
kiigiik bir damla saf suyun vitrifikasyona ulasma yetenegi, bu sogutma hizina bagh
olarak miimkiin olmamaktadir. Bu durum, kii¢iikk bir hacmin vitrifikasyon olasilig1

tizerinde bagimsiz bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Arav, 2014).

Saf suyun vitrifikasyonu birkag arastirmaci tarafindan denenmistir.
Hawkes’in yayinladigr bir deneyde, hizli sogutma sirasinda sekilsiz kati bir su
damlasmi tesadiifen elde edilmistir. Burton ve Oliver, x-ray analizleri i¢ginde bazi kat1
su buharindan elde edilen herhangi bir kristal yapisin1 ortaya koyamamistir.
Goriildigi gibi, bu basarillar ¢ogu kez sogutma hizina baglh olmaksizin kiigiik
hacimli 6rneklerin sayesinde elde edilmistir. Meryman’m 1966 yilinda yaymladigi
“Kriyobiyoloji” de, suyun siiper sogutulmasi iizerine bir inceleme bulunmaktadir

(Arav, 2014).

Oosit ve embriyolarda kriyomikroskobik iizerinde ¢aligmaya baslayan Arav,
1989 yilinda “minimum damla hacmi” yontemini gelistirmistir. Arav vitrifikasyon
icin 0.07 pl (70 nl) hacim kullanmustir ve kiigiik hacimli vitrifikasyon soliisyonlarinin
konsantrasyonu, biiyiik hacimli vitrifikasyon soliisyonlarmin konsantrasyonundan

yaklasik %50 daha diisiik bulunmustur (Arav, 2014).

Embriyolarin vitrifikasyonu, 1980’11 yillarin sonunda baslamasina ragmen,

son zamanlarda klinik olarak uygulanmamaktadir. Vitrifikasyon i¢in minimum hacim
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kullanilmasi ile daha basarili sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bunun i¢in ii¢ 6nemli faktor

dikkate alinmistir (Arav, 2014).

1) Sogutma hizi (CR) ve 1sinma hizt (WR): Yiiksek sogutma hizi LN, den
elde edilirken, 1sinma hiz1 1sitilmis su banyosundan elde edilir. Numune sivi azot
icine daldirildiginda dk basma onlarca, yiizlerce veya binlerce derece Celcius
soguma hizi meydana gelir. Bu durum konteynir hacmine, 1s1 gecirgenligine,
soliisyonu olusturan kimyasallara baghdir. Soguma hiz1 6zellikle sogumanin ilk
asamasinda arttirildiginda, sogukluk oda sicakligindan 0°C’ye diismektedir. OPS ve
elektron mikroskop 1zgaralar1 gibi tagima sistemleri kullanilarak elde edilen soguma
hizi, 0.25 ml’lik klasik payetlere gore 2-6 kat daha fazla arttirilmistir. Arttirilan
sogutma hizi sayesinde oosit ve embriyolarm hayatta kalma oranlar1 %37 ye kadar
gelistirilmistir. Son zamanlarda, fare oositlerinin basarili vitrifikasyonu i¢in 1smma

hizimin 6nemli bir degisken oldugu kesfedilmistir (Arav, 2014).

2) Embriyolarin siispanse edildigi ortamin viskozitesi veya diisiik
sicakliklarda soliisyonun cam haline gecis katsayisi, vitrifikasyon sirasinda cesitli
KP’larin ve diger katki maddelerinin konsantrasyonu ve davranisi ile belirlenir.
KP’larin daha ytiksek konsantrasyonu ve daha yliksek cam haline gegis sicakligindan
(Tg) dolay1 buz niikleasyonu ve kristalizasyonun olma olasilig1 azaltmaktadir. Farkli
KP’lar ve diger katki maddeleri; farkli toksisiteye, penetrasyon oranina ve cam
haline gec¢is sicakligma sahiptir. Farkli KP’larin kombinasyonu c¢ogu kez

vizkozitenin (u) artmasi, Tg artmasi ve toksisite seviyesinin azalmasi ig¢in

kullaniimaktadir (Arav, 2014).

3) Hacim: Daha kiigiik bir hacim, vitrifikasyon i¢in daha yiiksek bir
olasiliktir. Daha kiiciik hacimler 1s1 transferinin daha iyi bir hale gelmesini saglar
bdylece soguma hizlarini elde etmek daha ¢ok kolaylagsmaktadir. Ayrica niikleasyon
olasilig1 lizerine bagimsiz etkisi olan kiigiik hacim, Guy-Lussac tarafindan 200 yil
once bulunmustur. Birgok teknik, son yillarda yapilan calismalarda bulunan

yontemlerin artmasiyla numune hacmini azaltmak igin gelistirilmistir (Arav, 2014).

Son zamanlarda gelistirilen yontemler genellikle ylizey tasiyici sistemleri ve

tiipli tastyict sistemleri olarak iki kategoriye ayrilmaktadir (Saragust ve Arav, 2011).
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Yiizey tasiyici sistemleri; elektron mikroskobu 1zgaraligi (Martino ve ark. 1996b),
minimum damla hacim teknigi (Arav ve Zeron, 1997), kriyotop (Kuwayama ve ark.,
2005a; Kuwayama ve ark., 2005b), kriyoloop (Lane ve ark., 1999), yarim-payet
(Vanderzwalmen ve ark., 2000), kat1 yiizey vitrifikasyonu (Dinnyes ve ark., 2000),
naylon mesh (Matsumoto ve ark., 2001), kriyoleaf (Chian ve ark., 2005), direct cover
vitrification (Chen ve ark., 2006), fiber plug (Muthukumar ve ark., 2008),
vitrifikasyon spatulas1 (Tsang ve Chow, 2009), kriyo-E (Petyim ve ark., 2009),
plastic blade (Sugiyama ve ark., 2010) ve Vitri-Inga’dir (Almodin ve ark., 2010).
Tiiplii tastyic sistemler; plastik payet (Rall ve Fahy, 1985), a¢ik uglu modifiye payet
(Vajta ve ark., 1998), kapali uglu modifiye payet (Chen ve ark., 2001), flexipet-
denuding pipette (Liebermann ve ark., 2002), superfine OPS (Isachenko ve ark.,
2003), kriyotip (Kuwayama, 2007), pipet tip (Sun ve ark., 2008), yiiksek-giivenilir
vitrifikasyon (Camus ve ark., 2006), miihiirlenmis modifiye payet (Yavin ve ark.,
2009), kriyopette (Portmann ve ark., 2010), Rapid-i (Larman ve Gardner, 2010), ve
JY payetidir. ki grubun herbiri kendine 6zgii avantajlara sahiptir. Yiizey tastyici
sistemlerde, damlanin hacmi (0.1 pl) kontrollii olabilmektedir ve bu sistemlerin
cogu, direkt s1v1 azota ve ¢ozdiirme soliisyonlarina maruz kaldigindan dolay yiiksek
sogutma ve 1sinma hizlar1 elde edilmektedir. Tipli tasiyic1 sistemler, kapali
sistemlerde elde edilen yiiksek sogutma hizlarinin avantajina sahiptir. Bu sistemlerin
kullannm1 daha kolay ve daha giivenlidir. Azalan vitrifiye hacim ve artan sogutma
hizi, toksik ve osmotik hasar etkilerini en aza indirgemek amaciyla KP
konsantrasyonunu bir 6lgiide azaltmay1 saglamaktadir (Yavin ve ark., 2009). Bu ti¢
faktoriin bir araya toplanmasi ile vitrifikasyonun olasiligi asagidaki genel denklemde

gosterilmektedir (Arav, 2014):

Sogutma ve Isinma hiz1 (CR ve WR) X Vizkozite(p)
Hacim (v)

Vitrifikasyon olasilig1 =

Vitrifikasyona bagh 3 biiyiik problem vardir:

1) Kristalizasyon (dondurma boyunca),
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2) Devitrifikasyon (depolama veya 1sinma siiresince kristalizasyon)

3) Kirilma ile enerjinin diismesinden dolay1 devitrifikasyona neden olabilen camsi1

soliisyonun kirilmasidir.

Vitrifikasyon soliisyonu (VS) konsantrasyonu yiiksek [%100 VS= %38 EG,
0.5 mol/l trehaloz ve %4 BSA igeren TCM199] iken sadece kirilma goriiliir, fakat 1
ul’lik diisik hacimlerde goriilmez. Bunun anlami kirilma olasili§i, Tg’nin veya
VS’un vizkozitesinin artmasi ile artmaktadir. VS’nin (%50 VS) disik
konsantrasyonlarinda, kirilmalar sadece ¢ok yiiksek sogutma hizinda goériilmektedir.

Arav bu olgunun basit agiklamasin1 denklemler ile birlikte su sekilde onermektedir
(Arav, 2014):

Kirilma olasiligi= CR ve WR x p X v
Ciinkii vitrifikasyonun olasiligi = CR ve WR x p x 1/v’dir.

1) Soguma hizinmn (CR) artmasi vitrifikasyonun olasiligini arttirir; bununla

birlikte, kirilmalarin olasiligini da arttirmaktadir.

2) Vizkozitenin (u) artmasi vitrifikasyonun olasiligini artirir ¢linkii Tg

artmaktadir; béylece kirilmalarin olasiligi da artmaktadir.

3) Vitrifikasyonun olasiligini artiran ve ayni zamanda kirilmalarin olasiligini

azaltan tek paramatre, minimum damla hacmi’nin degeri i¢in azaltilan hacimdir (v).

VS’un yiiksek konsantrasyonlarindaki olasi kirilmalarin artmasinin sebebi
cam haline gecis sicaklig1 ( Tg) ile iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Kirilmalar sadece
LN sicakligt (-196°C) ve siviyr cam haline doniistiiren sicakliklarin altinda ortaya
cikabilmektedir. Ayrica daha yiiksek KP’larin konsantrasyonu ile birlikte bir
soliisyon, daha yiiksek bir Tg’ye sahiptir. Bu nedenle, sicaklik gradyani daha yiiksek
Tg durumunda oldugu gibi artarsa, kirilma olasilig1 da artar. Arav caligmasinda,
germinal vezikiil asamasinda vitrifiye edilmis oositler i¢in klivaj ve blastosist olusum
oranlarini, sirasiyla %27 ve %14 ve M Il asamasinda vitrifiye edilmis oositler i¢in
klivaj ve blastosist olusum oranlari, sirastyla %72 ve %38 bulmustur. Arav; VS’nin

diisiik konsantrasyonlarmi, siiper sogutulmus LN;’e dogrudan temasi ve kiigiik hacim
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Ozelligini iceren yeni vitrifikasyon prosediirlerinin kirilmalar olmaksizin
vitrifikasyonun yiiksek olasiligmi sagladigi ve soguk hasarini azalttigi sonucuna

varmustir (Arav, 2014).

Kriyohasarin boyutu; embriyonik hiicrelerin boyutuna, sekline ayn1 zamanda
embriyolarin membran gecirgenligine, kalitesine ve duyarliliginada baghdir (Vajta
ve Kuwayama, 2006). Triasilgliseroller, embriyolarm hiicre igi lipitlerinin gogunu
olusturur (Diez ve ark., 2001) ve norepinefrin, dibutiril Siklik Adenozin Monofosfat
(cAMP), isoproterenol, forskolin ve teofilin gibi lipolitik ajanlar tarafindan lipolizis
indiiklenebilir (Holm, 2003; Seamon ve ark., 1981). Coleus forskohlii'nin (Seamon
ve ark.,, 1981) koklerinden tiiretilen diterpen forskolin, IVP embriyolarinda
delipidasyonunu indiiklemek i¢in kullanilir (Men ve ark., 2006; Pryor ve ark., 2009).

Bos indicus IVP embriyolar1 Bos taurus IVP embriyolarindan daha hassasdir.
Buna karsilik 1VP sigir embriyolari, yliksek lipid konsantrasyonlar1 nedeniyle in vivo
muadillerine gore kriyoprezervasyona daha duyarhdir. Sanches ve ark. (2013), Bos
indicus IVP embriyolarinin vitrifikasyonu oncesinde bir lipolitik ajanin embriyo
sagkalimi, canlilik ve gebelik oranlar1 {izerine etkilerini incelemek i¢in iki deney
yapmustir. Deney 1'de, Bos indicus embriyolari, mezbaha kaynakli ovaryumlardan
elde edilmistir ve iki gruba ayrilmistir. Forskolin grubunda, embriyolarin 5. giiniinde,
in vitro kiiltiir ortamina 10 mM forskolin eklenmis ve 48 saat inkiibe edilmistir.
Kiiltiiriin 7. giinlinde, kontrol (n = 101) ve forskolin (n = 112) gruplarindan IVP ile
gelistirilen blastosistler, EG ve DMSO kullanilarak kriyotop prosediiriiyle vitrifiye
edilmistir. Kontrol grubu embriyolarm blastosist reekspansiyonu ve hatching
oranlarma [sirasiyla %79.2 (n: 80) ve %63.3 (n: 64)] kiyasla, forskoline maruz kalan
embriyolarim blastosist reekspansiyonu ve hatching oranlar1 [sirasiyla %87.5 (n: 98)
ve %70.5 (n: 79)] arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Fakat kontrol grubuna
gore Forskolin'e maruz kalan embriyolarin sayisal olarak fazla olmasi, baska bir
deneye Onciiliikk etmistir. Deney 2'de, ovum pick up ile elde edilen blastosistler,
lipolitik maddeye maruz birakilarak veya birakilmayarak deney 1'deki gibi vitrifiye
edilmigtir. Forskoline maruz kalan embriyolarin (%48.8) gebelik oranlari, kontrol
grubuna (%18.5) gore daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar 1s1gimnda, OPU ile elde

edilen oositlerden iretilen 1908 tane Bos indicus embriyolari, lipolitik maddeye
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maruz birakilmistir. Bununla birlikte, blastosistler alicilara aktarilmistir ve cesitli
rklarinin embriyo gebelik oranlar1 karsilastirilmistir. Elde edilen ortalama gebelik
orant %43.2 bulunmustur. Calismanin sonucunda, vitrifikasyon oncesi IVP Bos
indicus embriyolarmin forskoline maruz kalmasi, embriyolarmm kriyotoleransini
iyilestirdigi bildirilmistir. Bu nedenle transfer sonrasi gebelik oranlarinda bir artig

gorilmiistiir (Sanches ve ark., 2013).

Li ve ark. (2002) yaptigi calismada, tarimsal modernizasyonuyla tehdit
altinda olan yerli Cin wkinin korunmasini kolaylastrmak ve Yunnan Sar1 sigir
oositleri i¢in basit bir kryoprezervasyon yontemi saglamak amaglanmistir. KOK’lar,
mezbaha ovaryumlarindan toplanmistir ve 22-24 saat boyunca in vitro matiire
edildikten sonra kryoprezervasyon i¢in secilmistir. OPS ile SSV yontemleri
karsilastirilmistir. OPS  vitrifikasyon soliisyonu, %20 EG ve %20 DMSO’den
iretilmistir. SSV soliisyonu %35 EG, %5 PVP ve 0.4 M trehaloz karigimindan
olusturulmustur. Vitrifiye edilen ve ¢ozdiiriilen matiir oositler ya in vitro olarak
fertilize edilmistir ya da partenogenetik aktivite gostermistir. Vitrifiye edilen matiir
oositlerin in vitro fertilizasyon sonrasinda OPS grubundaki blastosistlerin klivaj
(%38.3) ve gelisme (%12.5) oranlari, SSV grubundaki blastosistlerin klivaj (%35.8)
ve gelisme (%6) oranlar1 ile kiyaslandiginda istatistiki olarak fark bulunmamustir.
Vitrifiye edilen matiir oositlerin partenogenetik gelisme oranlar1 OPS (%8.2) ve SSV
(%3.5) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir. Vitrifiye edilmeyen
kontrol grubunun in vitro fertilizasyon sonrasi blastosist gelisme orani (%22.6),
vitrifiye edilen OPS ve SSV gruplarindan anlamlhi derecede yiiksek bulunmustur
(P<0.05). Yunnan Sar1 sigir oositlerinin OPS ve SSV yontemleri ile
kriyoprezervasyonu sonrasinda blastosist asamasina kadar gelisebildigi ilk kez bu

calismada gosterilmistir.

Begin ve ark.’in (2003) yaptig1 calismada in vitro matiire edilen oositler ve in
vivo lretilen erken sathadaki ke¢i embriyolar1 lizerine SSV ve kriyoloop (CL)
vitrifikasyonunun etkisi ve toksisitesi arastirilmistir. SSV yonteminde oositler, %35
EG,%5 PVP ve %4 trehaloz iceren soliisyonla vitrifiye edilmistir. Oositleri iceren
mikrodamlaciklar, kismen sivi azota daldirilacak sekilde sogutulmus metal yiizey

iizerine damlatilarak kriyoprezerve edilmistir. CL yOonteminde; %20 DMSO, %20
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EG, 10 mg/ml fikol ve 0.65 M siikroz iceren soliisyon kullanilmistir. Oositler, CL
icinde askiya alinan CL soliisyonu tabakasi lizerine transfer edilmistir ve daha sonra
stvi azot icine daldirilarak vitrifiye edilmistir. In vivo iiretilen embriyolar, ayni
prosediirler kullanilarak vitrifiye edilmistir. SSV mikrodamlaciklari i¢indeki oositler,
0.3 M siikroz igeren soliisyonda ¢ozdiiriilmiistiir. CL ile vitrifiye edilen oositler, 0.25
M ve 0.125 M siikroz igeren soliisyonlar kullanilarak ¢ozdiiriilmiistiir. SSV
yontemiyle vitrifiye edilen oositlerin (%60) ve embriyolarin (%39) hayatta kalma
oranlar1, kontrol grubuna (%100) gore dnemli derecede diisiik bulunmustur (P<0.05).
CL yontemiyle vitrifiye edilen oositlerin (%89) ve embriyolarin (%88) hayatta kalma
oranlar1, kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak fark bulunmamistir.
Hayatta kalan vitrifiye oositlerin (partenogenetik olarak aktive edilmis) ve
embriyolarin (9 giin boyunca kiiltiirlenmis) klivaj ve blastosist oranlari, kontrol
grubundan istatistiksel olarak fark goriilmemistir (P>0.05) ve vitrifikasyon
yontemleri arasinda da dnemli derecede farklilik goriilmemistir (P>0.05). Kullanilan
iki vitrifikasyon yonteminin keci oositleri ve embriyolariin kriyoprezervasyonunda

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Lin ve ark. (2010) tarafindan yapilan c¢alismada vitrifikasyon (kriyotop) ve
yavas dondurmanin klivaj asamasi insan embriyolarmin hayatta kalmasi iizerine
etkisi karsilastirilmistir. Kriyotop [287/298 (%96.3)] prosediiriinde embriyolarin
hayatta kalmasi, klasik yavas dondurulmaya [294/446 (%65.9)] gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica implantasyon ve klinik gebelik
oranlari, yavas donma prosediiriine (%7.1 ve %15.6) kiyasla kriyotop prosediirii
(%24.3 ve %35.6) kullanildiginda 6nemli derecede yiiksek bulunmustur (p <0.05).
Bu nedenle vitrifikasyon yontemi olan kriyotop’un klivaj asamasindaki insan

embriyolar1 i¢in iistlin kriyoprezervasyon yontemini temsil ettigi bildirilmistir.

Liang ve ark. (2012) yaptig1 c¢alismada, immatiir buffalo oositlerin
kriyoprezervasyonu i¢in sitokalazin B (CB) 6n uygulamasmin ve kat1 yiizey (SSV),
kriyotop  (CT) vitrifikasyon  yOntemlerinin  etkinliginin  karsilastiriimasi
amaglanmigtir. Sitokalazin B ile 6n islemden gecirilen (CB+) veya On-islemden
gecirilmeyen (CB-) KOK'lar, SSV ve CT ile vitrifiye edilmistir. Vitrifiye edilip
¢ozdiirilen KOK'lar, IVM ve IVF i¢in segilmistir. CT gruplarinda vitrifikasyon
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sonrasi hayatta kalan oosit orami (%82), kontrol grubuna (%100) gore anlamli
derecede diisiik (P <0.05) bulunmustur, ancak SSV grubuna (%71-72) gére anlaml1
derecede yiiksek bulunmustur. Vitrifiye edilen gruplar arasindaki en yiiksek
maturasyon orani, CB ile 6n islem olmaksizin CT grubunda (%32) gozlenmistir. IVF
sonrasinda, klivaj ve blastosist olusum oranlar1 vitrifiye edilen gruplar arasinda
benzerdir fakat kontrol gruplarina goére dnemli derecede diisiik bulunmustur. Sonug
olarak, vitrifikasyon ve IVM sonras1 oositlerin en yiiksek hayatta kalma orani, CT
grubunda elde edilmistir. CB ile 6n islem, vitrifiye edilen oositlerin hayatta kalma,

maturasyon ve embriyo gelisim oranlarini arttrmamaistir.

Aree-uea ve ark. (2016) yaptig1 ¢calismada; fare oositleri, 5 dk i¢cin %7.5 EG
ve %7.5 DMSO igeren DPBS’dan olusan dengeleme soliisyonuna ardindan 30 sn igin
%15 EG, %15 DMSO ve 0.6 M siikroz iceren DPBS’dan olusan vitrifikasyon
soliisyonuna maruz birakilmistir. Oositler, kriyotop iizerine yerlestirilmis ve sivi azot
icine dogrudan birakilarak vitrifiye edilmis veya yarim payet lizerine yerlestirilmis
ve siv1 azot ile temas edilmeksizin 0.5 ml'lik bir payetin i¢indeki sogutulmus havaya
maruz birakilarak vitrifiye edilmistir. Stvi azotta bir hafta depolamadan sonra,
oositler ¢ozdiiriilmiis, bir Piezo mikromanipiilatorii kullanarak 1CSI ile fertilize
edilmistir. Her iki gruptaki oositlerin hayatta kalmasi, fertilizasyon oranlar1 ve
blastosist gelisim orani arasinda énemli bir farklilik bulunmamistir. Her iki gruptaki
i¢ hiicre kiitlesi ve trofekdoderm hiicrelerinin sayilar1 benzer bulunmustur. Vitrifiye
oositlerin fertilizasyon orani ve ilk klivaj orani, vitrifiye edilmemis kontrol grubuyla
karsilagtirilmistir. Bununla birlikte, vitrifiye edilen gruptaki 4 hiicreli asamadan
blastosist asamasina kadar gelismesi, kontrol grubuna goére Onemli derecede
diisiiktiir. Calismanin sonucunda, yarim payet kapali vitrifikasyon gerecinin agik

kriyotop cihazi kadar etkili oldugu ortaya konulmustur.

Oositlerin  vitrifikasyonu, kumulus oosit komplekslerinde DNA hasarini
etkiler (Men ve ark., 2003) ve boylece oosit gelisimsel yeterliligini etkiler (Succu ve
ark., 2007). Apoptozis, vitrifiye oositlerde hiicresel hasara ve 6liime neden olan
faktorlerden biri oldugundan dolay1r (Shaw ve ark., 2000), apoptozisi diizenleyen
BCL2 ve BAX genlerinin ekspresyonu da izlenmistir. BCL2; ilk olarak CASPASE9

ile APAFI1'in etkilesmesinden dolayr sitokrom C'nin mitokondriyal salinimini

54



diizenleyerek, ve ikinci olarak BAX'e baglanarak ve son olarak C-MYC'nin neden
oldugu apoptozisi bloke ederek, disilerde germ hiicre sagkalimini saglar (Hussein,
2005; Kim ve Tilly, 2004). BAX, bir BCL2 antagonistidir ve sitoplazmik yiiksekligi
olan BCL2 antagonisti, oositlerde apoptozise neden olmak igin yeterlidir (Morita ve
Tilly, 1999). Stress response gene P53, downstream effectors gene’lerinin (BAX
dahil) aktivasyonuna yol acan DNA hasariyla indiiklenir. Oositten salgilanan
faktorler (OSF= oocyte secreting factors) ve apoptosis ile iliskili genlerin
ekspresyonu, koyun (Ebrahimi ve ark., 2010a; Ebrahimi ve ark., 2010b), ke¢i (Rao
ve ark., 2012), sigir (Anchamparuthy ve ark., 2010) ve kopek (Turathum ve ark.,
2010) vitrifiye oositlerinde ¢aligilmustir.

Mahesh ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada, vitrifiye-¢6zdiriilmiis oositlerin
canliligi, mayotik yeterliligi ve IVF sonrasi gelisme yetenekleri ile degerlendirilen
buffalo immatiir KOK’lar vitrifikasyonu igin en uygun kriyo-gerecin belirlenmesi
amaclanmigtir. Oositten salgilanan faktorler ve bunlarin reseptorleri (GDF9, BMP15,
BMPR2, TGFBR1) ve apoptozis ile ilgili genlerin ekspresyonu (BCL2, BAX, P53,
C-MYC), in vitro maturasyon sonrasi vitrifiye-¢ozdiiriilmiis oositlerde
karsilagtirilmistir. Mezbaha kaynakli buffalo ovaryumlarindan elde edilen KOK'lar;
klasik payet (CS), a¢ik u¢lu modifiye payet (OPS), kriyoloop (CL), yarim payet (HS)
veya kriyotop (CT) kullanilarak dimetil siilfoksit, etilen glikol ve siikrozun bir
kombinasyonunda vitrifiye edilmistir. Taze KOK'lari, diger vitrifikasyon
yontemlerinde oldugu gibi sivi azota daldirilmaksizin vitrifikasyon ve ¢ozdiirme
soliisyonlarma maruz birakildi. HS ve CT'de ¢ozdiiriilmesinden 2 saat sonra vitrifiye-
¢Ozdiirilmiis KOK'larmin canliligi, taze ve LN, gruplarina benzer bulunmustur,
ancak CS ve OPS yontemlerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. [IVM
sonrast HS ve CT yontemlerindeki oositlerin 1. polar body oranlari, CS, OPS ve CL
yontemlerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Tiim vitrifiye gruplarindaki
oositlerin IVF sonras1 blastosist evreye gelisim yetenegi, kontrol ve LN» gruplarma
gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Vitrifiye gruplar arasinda, HS, CT ve CL
gruplarindaki blastosist orani, OPS ve CS gruplarina gore anlaml derecede yiiksek
bulunmustur. Ayrica, CT, HS ve CL gruplarinda vitrifiye-¢ozdiiriilmiis olan
KOK'lardaki GDF9, BMP15, BMPR2, TGFBR1, BCL2, BAX, P53 ve C-MYC

genlerinin ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile benzer oldugu gézlemlenmistir.
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Calismanin  sonucunda, HS, CT ve CL'nin, buffalo immatiir oositlerinin
vitrifikasyonu i¢in daha uygun kriyo-gerec¢ler oldugunu rapor edilmistir.

Chen ve ark. (2014) laboratuvarlarinda stvi helyum vitrifikasyonu adi verilen
yeni bir teknoloji gelistirmistir. Arastirmacilar, etkili bir ultra-hizli vitrifikasyon
yontemi gelistirmek amaciyla sivi azot (-196 °C) yerine sivi helyumu (-269 °C, bir
stvinin uygulanabilecegi en diisiik sicaklik) kullanarak bir calisma yapmistir. Bu
calismada sivi  helyum vitrifikasyonu yontemi, immatiir sigir oositlerinde
maturasyon, gelisimsel yeterlilik ve gelisim ile iligkili gen ekspresyonu iizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Calisma; kontrol, sivi azot vitrifikasyonu ve sivi helyum
vitrifikasyonu olmak {izere 3 gruptan olugsmustur. Oositler vitrifiye edilmistir ve daha
sonra ¢ozdiiriilmiistiir. Stvi helyum grubunda (%89.0, n: 260/292) morfolojik olarak
normal oositlerin yiizdesi, sivi azot grubuna (%81.1, n: 204/247) gore anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur (P <0.05). Vitrifiye-¢ozdiiriilmiis oositler 24 saat in vitro
maturasyona tabi tutuldugunda, sivi helyum grubunda (%50.6, n: 147/292), siv1 azot
grubuna (%42.6, n: 108/247) gore daha yiiksek maturasyon orani elde edilmistir (P
<0.05). Siv1 helyum vitrifikasyon grubundaki oositlerin IVF sonrasinda klivaj ve
blastosist oranlar1 (%41.1, n: 118/292 ve %10.0, n: 29/292), siv1 azot vitrifikasyon
grubundaki oositlerin IVF sonrasinda klivaj ve blastosist oranlarina (%33.0, n:
85/247 ve %4.5, n: 10/247; P <0.05) kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ayrica
vitrifiye-¢cozdiiriilmiis oositler 24 saat maturasyona tabi tutuldugunda, biiyliime
farklilagsma faktorii-9 (GDF9 = growth differentiation factor-9), BAX (apoptozis
faktorii) ve zygote arrest 1 (ZAR1) ekspresyonu, kantitatif real-time polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) ile analiz edilmistir. Bu genlerin ekspresyonu
vitrifikasyondan sonra degistirilmistir. Stvi helyum vitrifikasyon grubunda GDF9 ve
BAX ekspresyonu, kontrol grubuna gére anlamli bir fark goriilmezken, sivi azot
vitrifikasyonu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir. Caligmanin
sonucunda, immatiir sigir oositlerinin  vitrifikasyonu i¢in sivi  helyumun
kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica vitrifiye oositler igin bu genlerin
degistirilmis ekspresyon seviyeleri ile oositlerin biinyesinde bulunan gelisimsel

yeterlilik arasinda bir iliski oldugu goriilmistiir.

Arav ve ark. (2018) yaptig1 calismada, fare ve sigir oositleri ve embriyolarini

yeni bir otomatik vitrifikasyon cihazi (Sarah, Fertilesafe, Israel) kullanarak vitrifiye
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etmistir. Fare oositleri (n= 40) ve embriyolar1 (8 hiicre, n= 35 ve blastosist, n= 165),
sigir oositleri (M 11, n= 84) ve embriyolar1 [2 proniikleus (PN), n= 35] otomatik
vitrifikasyon cihazi kullanilarak vitrifiye edilmistir. Toplam 42 fare embriyosu (2
hiicreli), 20 sigir embriyosu (2 PN) ve 150 sigir oositi (M 1) vitrifiye edilmeyen
kontrol grubu olarak kullanilmis ve blastosist asamasina kadar gelistirilmistir. O0sit
ve embriyolar canlilik, klivaj, blastosist ve hatching oranlar1 agisindan
degerlendirilmistir. Fare oositlerinin %95’i (38/40) izotonik hacimlerini geri
kazanmistir ve hepsi canliligint (%100) siirdiirmiistiir. Cozdiiriilen 8-hiicreli fare
embriyolarmm blastosist oran1 %94 (33/35) ve hatching orami %80 (28/35)
bulunmustur. Cozdiiriilen fare blastosistlerinin hayatta kalma orani %97 (160/165) ve
hatching oran1 %81 (135/165) bulunmustur. Taze fare embriyolarmin blastosist orani
%100 (42/42) ve hatching oran1 %76 (32/42) bulunmustur. Cozdiiriilen fare oositleri
ve embriyolar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir.
Cozdiiriilen sigir embriyolarmin (2 PN) hayatta kalma oran1 %100, klivaj oran1 %54
(19/35) ve blastosist oran1 %9 (3/35) bulunmustur. Taze sigir embriyolarnin (2 PN)
klivaj oram1 %65 (13/20) ve blastosist oran1 %20 (4/20) bulunmustur. Vitrifiye
edilmis M II asamasindaki sigir oositlerinin hayatta kalma orani1 %100 (84/84), klivaj
orant %73 (61/4) ve blastosist oran1 %7 (6/84) bulunurken; vitrifiye edilmeyen
kontrol grubu M II asamasindaki sigir oositlerinin klivaj oran1 %83 (125/150) ve
blastosist oran1 %11 (17/150) bulunmustur. Cozdiiriilen sigir oositleri ve embriyolari
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Calisma sonucunda
yeni otomatik vitrifikasyon cihazi kullanilarak oositlerin ve embriyolarin hayatta
kalma oranlar1 artirilmistir. Diinya ¢apinda gametlerin, embriyolarin ve reprodiiktif
dokularin vitrifikasyon talebinin artmasmndan dolay1r otomatik bir vitrifikasyon
cthazmin kullanilmasi, tiim vitrifikasyon siirecinin standart hale getirilerek daha

kolay bir sekilde vitrifikasyon isleminin yapilabilecegi diistintilmiistiir.

2.5.4. Yavas dondurma ve Vitrifikasyon Sonrasinda Oositlerin Kurutulmasi

LN, igindeki kriyoprezerve edilmis oositlerin depolanmasi, bakimi, depo
alani, donatimi ve masraflarin kosullarma dikkat edilerek 0Ozen gostermek
gerektirmektedir. Arav sonug olarak, gamet prezervasyonu i¢in alternatif bir yontem

aramigtir: vitrifikasyon ve bunu takiben kurutma. Depolama kuru halde yapilir. Arav
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tarafindan yapilan ¢aligmada, yavas dondurma-kurutma, hizli dondurma-kurutma ve
vitrifikasyonla-kurutma yontemleri karsilastirilmistir. In vitro matiire edilen M 1l
asamasindaki sigir oositlerinin (n=68) yavas dondurma-kurutma, hizli dondurma-
kurutma ve vitrifikasyon-kurutmadan sonra hayatta kalmasi ve yeniden elde edilmesi
tizerine ii¢ dondurma yontemi karsilastirilmistir. A grubunda 10 oosit 4°C/dk’lik bir
sogutma hizinda yavas dondurma ile (Israil, IMT cihazt MTG-1314 kullanilarak); B
grubunda 24 oosit 150°C/dk’lik bir sogutma hizinda hizli dondurma ile (Israil, IMT
cthazt MTGS516 kullanilarak); C grubunda 34 oosit 20.000°C/dk‘dan daha biiyiik bir
sogutma hizinda IMT-4 soliisyonu i¢inde (trehaloz bazli soliisyon) minimum damla
hacmi yontemi kullanilarak vitrifikasyon ile kriyoprezerve edilmistir. Liyofilizasyon
stireci 24 saat siireyle VirTis sihirbazi ile gergeklestirilmistir (raf sicakligi -55°C’ye
ayarlanir ve vakum 10 mTorr idi). Rehidrasyon islemi, 0,5 mol/L trehaloz ile takviye
edilerek dengelenmis TCM199 kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
Oositin  hayatta kalmasi, canli/0lii floresan boyasi (SYTO/PI) kullanilarak
degerlendirilmistir (Arav, 2014).

Grup A icin, oositlerin %70’1 rehidrasyon sonrasinda yeniden elde edilmistir
fakat sadece yedisinden biri canli olarak boyanmistir (%14). Grup B i¢in, oositlerin
%71°1 yeniden elde edilmistir ve 17’sinden 10’u canli olarak boyanmustir (%59).
Grup C i¢in, oositlerin %88’1 yeniden elde edilmistir ve 30’undan 23’1l canl olarak

boyanmistir (%77; p<0.05; sekil 2.6; Arav, 2014).

Sekil 2.6. Vitrifiye ve liyofilize edilmis oositler. Vitrifikasyon ve kurutulduktan
sonra kriyotop tastyicisindaki kuru oositler ve sag tarafta rehidrasyon sonrasi
canly/olii floresan boyasi ile boyanan oositler (Arav, 2014).
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Oositlerin  liyofilizasyonu, gamet bio-bankasi igin ¢i1gir agici yeni bir
yontemdir. Vitrifikasyon, sadece sivi azot i¢inde prezervasyon icin degil ayni

zamanda kurutma isleminde de asil yontem olarak onaylanmistir (Arav, 2014).

2.6. Giiniimiiz Itibari ile Kriyobiyolojik Uygulamalarda Vitrifikasyon

Yontemleri
2.6.1. Agik Uclu Modifiye Payet (OPS, Open Pulled Straws ) Yontemi

Fransiz mini-payetler (250 ul, IMV, L'Aigle, Fransa) sicak bir plaka {izerinde
isitildiktan sonra i¢ ¢apt 1.7 mm’den yaklasik 0.15 mm’ye ve orta kismin duvar
kalinlig1 0.8 mm’den yaklasik 0.07 mm’ye diisene kadar elle ¢ekilerek OPS payetleri
elde edilmistir. Havada sogutulan payetler daha sonra bir bistiiri ile en dar noktadan
kesilmistir. OPS payetlerine oosit yerlestirilmesi, payetin en dar ucunun oosit veya
embriyolar1 igeren 1-2 pl’lik damlacigin {izerine dokundurularak kapillar etkiyle
saglanmustir (Sekil 2.7). Oosit veya embriyo yiiklenen payet, dar ucundan hemen sivi
azota daldirilmistir (Vajta ve ark., 1998). Cozdiirme islemi, payetin dar ucunu
dogrudan ¢6zdirme soliisyonuna yerlestirerek gerceklestirilmistir. Vitrifiye olan
soliisyon, 1-2 sn i¢inde sivi hale gelir, bunun iizerine ¢ozdiirme soliisyonu payete
girer. Hemen sonra, ¢okeltme yoluyla, oosit veya embriyolar payetten ¢ozdiirme

soliisyonuna ¢oker.

a b ¢

Sekil 2.7. A¢ik uglu modifiye payet (OPS) yontemi. (a) Oositlerin veya embriyolarin,
OPS payetine yiiklenmesi, (b) OPS payetinin siv1 azot i¢ine daldirilmasi, (c) OPS
payetinin ¢ozdiiriilmesi.
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Li ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada; oositler o6ncelikle 30-45 sn
stire ile %20 CS, %10 EG ve %10 DMSO katkili TCM199 medyumu iginde
stispanse edilmektedir. Daha sonra 20 sn siire ile %20 CS, 0.5M siikroz, %20 DMSO
ve %20 EG katkili TCM199 medyumuna aktarilmaktadir. Son olarak, oositler
kapillar etki araciigi ile OPS payetine c¢ekilerek hizlica sivi azot igerisine
daldirilmistir. Dar uglu payetler dogrudan %20 CS ve 0.25 M siikroz igeren TCM199
medyumunda, 37°C 1sida ve 1 dk siire ile ¢ozdiiriilmektedir. Bu islemden sonra
oositler, %20 CS ve 0.15 M siikroz iceren TCM199 medyumuna aktarilarak 5 dk

sure ile bekletilmektedir.

2.6.2. Kapah U¢lu Modifiye Payet (CPS, Close Pulled Straws ) Yoéntemi

Oositler (bir payette 4-6 adet) 5 dk boyunca 1.5 mol/l EG ile 6n isleme tabi
tutulmustur. Oositler dengeleme boyunca karistirilmistir ve bir petri iizerindeki bir
damla (200 pl) EGS.5 igine transfer edilmistir. Daha sonra bagka bir damlaya (200
ul) aktarilmustir. Bir enjektor kullanilarak payetin ucundan 2 mm vitrifikasyon
medyumu, 2 mm hava, 2 mm oositleri igeren vitrifikasyon medyumu, 2 mm hava ve
2 mm vitrifikasyon medyumu c¢ekilmistir (Sekil 2.8. A, B). Oositleri igceren
vitrifikasyon medyumu hava ve medyum olmak tizere iki kii¢iik segment ile izole
edilmistir. Oositler, OPS yonteminde sivi azot ile dogrudan temas edebilirken,
CPS’nin bu kapali yiikleme sistemi sayesinde sivi azot ile dogrudan temas
etmemektedir. Prosediirler 22-24°C arasinda bir oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
Oositler 1 dk boyunca EGS.5 ile maruz birakilmistir. Oositlerin dondurulmasi ve

saklanmasi i¢in sivi azot igine daldirilmustir (Chen ve ark., 2001).

Oositler, 1 saat ile 5 giin arasinda siv1 azot igerisinde depolandiktan sonra
cozdiiriilme islemi icin CPS, s1vi azottan ¢ikarilmistir. Modifiye payetin karst ucu
isaret parmagi kullanilarak kapatilmistir (Sekil 2.8. C). Payetin igerigi, daha sonra 1s1
degisiminden kaynaklanan payet igerisinde artan hava basincinin kullanilmasi ile 0.5
mol/l siikkroz (400 pl) iceren bir damla icine aktarilmistir. Oositler, daha sonra 4-
kuyucuklu petri igerisindeki 0.5, 0.25 ve 0.125 mol/I’lik siikroz soliisyonlar1 icine

aktarilmistir. OQositler her soliisyon i¢inde 2.5 dk bekletilmistir. Oositler daha sonra
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yikanarak kiiltiir medyumunun igine aktarilmis ve inkiibe edilmistir (Chen ve ark.,
2001).

Sekil 2.8. Kapali U¢lu modifiye Payet (CPS) yontemi. (A) Oositlerin CPS payetine
yiikklenmesi, (B) CPS payetinin sivi azot i¢ine daldirimasi, (C) CPS payetinin
¢ozdiiriilmesi (Chen ve ark., 2001).

2.6.3. Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu (SSV, Solid Surface Vitrification ) Yontemi

Dinnyes ve ark.’nin (2000) yaptigi calismada matiir oositler, %0.1°lik
hiyaluronidaza kisa bir slire maruz birakilip pipetlenerek kismen veya tamamen
kumulus hiicrelerinden siyrilmistir. Oositler, %20 fetal sigir serumu (V:v) igeren
TCM 199 medyumunda ii¢ kez yikanmistir ve daha sonra %20 FBS, % 4 EG (v:v)
iceren TCM 199 medyumunda 12-15 dk boyunca 39° C’de dengelemeye tabi
birakilmistir. Dengelemeyi takiben, 5 ile 10 oosit grubu %35 EG, %5 PVP, 0.4 M
trehaloz, %20 FBS ve TCM 199 igeren vitrifikasyon soliisyonunun damlalarinda 25-
30 sn siireyle li¢ kez durulanmistir. Daha sonra oositler trehaloz soliisyonuna
yerlestirilmistir ve sivi azot i¢ine kismen daldirilarak -150 ila -180°C'ye kadar
sogutulan ve aliiminyum folyo ile kaplanan celik bir kiipiin yiizeyine damlatilmistir
(Sekil 2.9). Hacimleri 1 ile 2 pl arasinda degisen damlalar hemen vitrifiye edilmistir.
Vitrifiye edilen damlalar, uzun siireli depolamak igin (2 - 3 hafta) sivi azot igerisinde
sogutulmus pens ile 1 mllik kriyoviyaller igine aktarilmis veya hemen
¢oziindiiriilmesi i¢in 3 dk boyunca 39°C’deki 0.3 M’lik trehaloz soliisyonuna maruz
birakilmistir. Hayatta kalan oositler, oosit membranina ve zona pellusida

biitlinliigline bakilarak degerlendirilmistir.
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Sekil. 2.9. Kat1 yiizey vitrifikasyonu (Dinnyes ve ark., 2000).

Li ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada; oncelikle kismen deniidiie
edilmis oositler 12-15 dk siire ile oda 1sisinda, %4 EG ve %20 CS katkilt TCM199
medyumunda ekilibrasyona tabi tutulmustur. Daha sonra 5-10 adetten olusan oosit
gruplar1 25-30 s siire ile vitrifikasyon soliisyonundan (%35 EG, %20 CS, %5 PVP ve
0.4 M trehaloz igceren TCM199 medyumu) olusturulan damlaciklar i¢inde 3 kez
yikanmistir. Daha sonra pipetlenen oositler sivi azot igerisindeki sogutulmus bir
aliminyum folyo lizerine dogrudan 10-15 ul’lik damlalar halinde damlatilmistir.
Siv1 azot tankindan ¢ikarilan godelerin i¢indeki damlaciklar 39°C 1sidaki 0.3 M
trehaloz soliisyonu iginde 3 dk siire ile ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra oositler TCM199

ve %20 CS i¢inde 3 kez yikanmustir.

2.6.4. Minimum Damla Hacmi (MDS, Minimum Drop Size ) Yontemi

Papis ve ark. (2000) tarafindan yapilan calismada, %20 FCS iceren TCM199
medyumu, ana soliisyon olarak kullanilmistir. Vitrifikasyon iglemi i¢in 5.5 M (%31
v/v) EG ve 1.0 M siikroz igeren vitrifikasyon soliisyonu kullanilmistir. Dengeleme
islemi i¢in EG’nin farkli konsantrasyonlarina ve farkli maruz kalma siirelerine tabi
tutulmustur. On dengeleme, dengeleme ve 1sinma/seyreltme dahil olmak iizere
prosediirlerin ¢cogu yaklasik 35°C ile 37°C sicakliklarda gerceklestirilmistir. Farkli

vitrifikasyon soliisyonlarindan gegirilen oositler, sivi azot seviyesinin yaklagik 15 cm
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yukarisindan pastor pipeti yardimiyla sivi azot ile dolu olan strafor kopiik kutusunun

icine dogrudan brrakilmstir.

2.6.5. Kriyotop (CT, Cryotop) Yontemi

Salzano ve ark.’nin (2014) yaptig1 calismada 7. giindeki blastosistler, daha
once tarif edilen kriyotop yontemiyle (Kuwayama ve Kato, 2000) vitrifiye edilmistir.
Biitiin ekilibrasyon ve seyreltme adimlar1 37°C'de gergeklestirilmistir. Her blastosist,
3 dk boyunca 200 pl’lik VS1 damlacigi igine birakilmis, daha sonra 20-25 sn i¢in 20
ul'lik VS2 damlacigi icine aktarilmistir. Daha sonra blastosistler, kriyotopun ug¢
kismma bir cam kapillar ile aktarilmistir. Aktarilma isleminden sonra, hemen hemen
tim soliisyon kriyotop iizerinden uzaklastirilmis ve kriyotop hizla sivi azot igine
daldirilmustir. Kriyotop (Sekil 2.10), kilif sayesinde korunarak sivi azot iginde
saklanilmistir. Embriyolarin ¢ozdiirtilmesi isleminde kriyotop kilifindan ¢ikarilmistir
ve kriyotop’un embriyolar1 iceren ucu 1 dk igin 1 ml’lik 0.25 M siikroz soliisyonuna
daldirilmistir. Embriyolar, 5 dk i¢in 200 pl'lik 0.15 M siikroz soliisyonu damlasi
icine aktarilmistir. Cozdiriilmiis blastosistler, H199 medyumu (25 mM Hepes, 2 mM
sodyum bikarbonat, 2 mM sodyum piruvat, 1 mM L-glutamin, 10 ul/ml amfoterisin
B ilave edilmis TCM199 medyumu) + %10 FCS i¢inde yikanmistir ve 2 giin siireyle

kiiltiirlenmistir.

\

Sekil 2.10. Kriyotop (Anonim, 2017).

2.6.6. Kriyoloop (CL, Cryoloop) Yontemi

Bir kriyoviyalin kapagima yerlestirilmis, paslanmaz ¢elik bir boru iizerine
monte edilmis ufak bir naylon ilmekten (20 pm genisliginde, 0.5-0.7 mm ¢apinda)

olusan kriyoloop ad1 verilen bir sistem Lane ve ark. (1999) tarafindan tasarlanmustir.
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Kapaktaki metal bir ek parca, istenirse ilmegin manipiilasyonu i¢in kiiciik bir

miknatisli sapin kullanilmasimi saglar (Sekil 2.11. C).

Lane ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, oositler ve embriyolar, iki
adimli kriyoprotektan soliisyonu kullanilarak vitrifiye edilmistir. Baglangigta, oositler
ve embriyolar, 1 ila 3 dk i¢cin %10 DMSO ve %10 EG igeren vitrifikasyon soliisyonu
(1. soliisyon) i¢ine yerlestirilmistir. Daha sonra ~ 20 sn i¢in %20 DMSO, %20 EG,
10 mg/ml fikol ve 0.65 M siikroz igeren vitrifikasyon soliisyonuna (2. soliisyon)
aktarilmistir. Hiicreler daha sonra ince bir tabaka olusturmak igcin 2. soliisyona
batirilmis olan kriyolop’a transfer edilmistir (Sekil 2.11. A). Hamster embriyolar1
icin 10-12 embriyo ve sigir embriyolar: i¢in 3-6 embriyo ilmege yerlestirilmistir.
Naylon ilmekte asili olan embriyolar daha sonra dogrudan sivi azot igine
daldirilmistir. Onceden sivi azot altma batirilan kriyoviyalin embriyolar1 iceren
ilmegi, siv1 azot igeren kriyoviyal i¢ine daldirilarak bir hareketle sivi azot altinda

kapatilmistir (Sekil 2.11. B).

7 R

Sekil 2.11. Kriyoloop (CL) yontemi. (A) Bir ilmek iginde tutulan sekiz-hiicreli sigir
embriyolarin1 gdstermektedir. (B) ilmek dogrudan sivi azot icine daldmrilir ve ilmek
stvi azotun altindayken kapagi kapatilir. (C) Vitrifikasyon ve ¢6zdiirme sonrasi
normal olarak gelisen hamster embriyolarmi géstermektedir (Lane ve ark., 1999).

Oositler ve embriyolar, siikrozla iki adimli seyreltme kullanilarak
coziindiiriilmiistiir. Sivi azot altmma batirilmis kriyoviyal acilarak hiicreleri iceren
ilmek, siv1 azottan ¢ikarilmistir ve 0.25 M siikroz ihtiva eden baz medyumlu bir
kuyucuga dogrudan aktarilmistir. Oositler/embriyolar, ilmekten hemen ¢6zdiirme
soliisyonuna diismiistiir. Oositler 2-5 dk bu soliisyonda bekletildikten sonra 5 dk i¢in

0.125 M siikroz igeren baz medyumuna aktarilmistir. Daha sonra, oositler/embriyolar
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5 dk siireyle baz medyumunda iki kez yikanarak kiiltiir medyumuna aktarimistir

(Lane ve ark., 1999).
2.6.7. Sarah Vitrifikasyon Yontemi

Arav ve ark. (2018) yaptigi ¢caligmada, fare oositlerini (n= 40), 8 hiicreli fare
embriyolarmi (n= 35), fare blastosistlerini (n= 165), sigir oositlerini (M II, n= 84) ve
sigir embriyolarini (2 PN, n= 35) Sarah adli otomatik vitrifikasyon cihazi ile vitrifiye
etmislerdir. i1k 0.25 ml'lik payetin i¢ine 5 oosit/embriyo yiiklenmistir. Payetin ucu 50
um’lik gdzeneklerden olusan 6zel kapsiil (Sekil 2.12; Fertilesafe, Nes-Ziona, Israil)
ile kapatilmistir. Payet daha sonra Sarah cihazinin robotik koluna dikey olarak
yerlestirilmis ve tutucuya baglanmistir. Cihaz daha sonra galistirilmistir ve payeti
tutan robotik sap, cesitli soliisyonlar igeren tiipler ic¢ine daldirilmistir. Fare
numunelerinin her biri 3 dk i¢in 3 farkli (%30, %60 ve %100) dengeleme
solisyonlarma, ardindan 1 dk igin %100 vitrifikasyon soliisyonuna maruz
birakilmistir. Sigir numuneleri, 6 farkli dengeleme soliisyonunun (%10, %20, %40,
%60, %80 ve %100) her birinde 90 sn maruz birakilmistir. Fareler ve sigirlar i¢in
%100 dengeleme soliisyonu; %7.5 DMSO, %7.5 EG, %20 FCS igeren TCM199’dan
olusturulmustur. Daha sonra numuneler, 30 sn i¢in %75 ve %2100 vitrifikasyon
soliisyonuna maruz birakilmistir. Fareler ve sigirlar igin %2100 vitrifikasyon
soliisyonu; %18 DMSO, %18 EG, 0.5 M trehaloz, %20 FCS igeren TCM-199'dan
olusmaktadir. Numuneler %100 vitrifikasyon soliisyonuna daldirildiktan sonra ve
LN, i¢ine daldirilmadan 6nce bir adim vardir. Bu adimda payetler, vitrifikasyon
soliisyonunu ¢ikarmak ve miimkiin olan en diisiik hacmi elde etmek i¢in emici
kagitlar iceren tiip i¢cine daldirilmaktadir. Tiim soliisyonlar 24°C'de tutulmustur.
Payetler dogrudan LN i¢cine daldirildiginda vitrifikasyon dongiisii tamamlanmastir.
Bu noktada, payetler tutucudan ayrilmistir ve saklanmasi icin LN tanklar1 icerisine

yerlestirilmistir.
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Sekil 2.12. Sarah vitrifikasyon yonteminde kullanilan 0.25 ml'lik bir payetin ucuna
tutturulmus 6zel kapsiil (Arav ve ark., 2018).

Cozdirme prosediiriinde payetler, ilk olarak 5 sn i¢gin 37°C'deki %100
¢cozdiirme soliisyonuna daldirilir ve daha sonra Sarah cihazinin robotik koluna dikey
bir sekilde yerlestirilir. Vitrifikasyon i¢in kullanilan iglemin tersine payetler, oda
sicakhiginda tutulan %100, %50, %25 ve %12.5’lik ¢6zdiirme soliisyonlarini (1 M
sikroz ve %20 FCS igeren TCM199 soliisyonundan olusturulmus) iceren, 1s1
kontrollii 5 ml'lik tiipler i¢cine otomatik olarak daldirilarak numuneler ¢dzdiirme
soliisyonlarmin herbirine 2.5 dk i¢in maruz brrakilmistir. Oosit ve embriyolar

degerlendirilmistir (Arav ve ark., 2018).

2.7. In Vitro Oosit Maturasyonu

Oosit maturasyonu; disi ireme hiicresinin kromozom sayisini (2n) yariya
diistirerek, haploid (n) sayida kromozoma sahip yeni hiicrelerin olusumuyla
sonlanan, bir hiicre boliinme ¢esitidir. Oosit maturasyonu, iireme hiicresinin mayoz
boliinme sirasinda profaz I evresinden metafaz II evresine kadar olan olaylar zinciri
olarak kabul edilmektedir (Dogan, 2015).

Oogenezis, olgun gametlerdeki disi birincil seks hiicrelerinin farklilagmasi
stirecidir. Primer germ hiicreleri (gonositler), embriyo yolk kesesi ve allantois
duvarinda lokalizedir. Morfogenetik hareketlerin bir sonucu olarak, yer degistirme
yeteneginden dolayi, bagirsak mezenterinin somatik hiicreleri ile birlikte gé¢ ederler
ve primer, farklilasmamis gonadlarin olugsmasina yol acar. Gonadlar dogrultusunda

gb¢ eden birincil seks hiicreleri, sitoplazmik uzantilar1 (40 mikron uzunlugunda),
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psodopodia ve filopodia gelistirerek diizensiz sekiller edinir. Bu yapilar, hareketleri
sirasinda siirekli temasi siirdiirmelerine izin verir (Rybska ve ark., 2018). Gonadlara
dogru trafigi yonlendiren primordial germ hiicreleri (gonositlerin), Transforme Edici
Biiyiime Faktori-fl  (TGF-B1= Transforming Growth Factor Beta 1) ve
ekstraselliller matriks proteinleri fibronektin ve lamin gibi faktorlerin katildigi
stirecte kemotaktik 6zellige sahiptir. Ek olarak, ylizey embriyonik proteinleri (SSEA-
1= surface embryonic proteins), yiizey adezyon proteinleri (NCAM= surface
adhesion proteins) ve kaderinler, gé¢ eden primer hiicrelerin gruplari arasindaki
iletisimi siirdiirmekten sorumludurlar (Diaz ve ark., 2007). Gonadin korteks kismina
girdikten sonra, primer seks hiicreleri oogoniaya doniisiir ve ovaryumun
farklilasmasmi baglatir. Oogonia, sayilarinda 6nemli bir artisa izin veren yiiksek
mitotik aktiviteyi siirdiirmektedir. Disi iireme hiicresinde mayoz boliinme, fetal
donemin sonunda baglar. Leptoten, zigoten, pakiten ve diploten yoluyla ilk mayoz
boliinmesinin profaz asamalar1 boyunca ilerler. Diplotende, mayoz boliinmede bir
duraklama meydana gelir ve sonucta ortaya ¢ikan primer oositler pubertaya kadar bu
asamada muhafaza edilir (Rybska ve ark., 2018). Mayoz béliinmede ilerleme,
puberteden sonra gonadotropinlerin (6zellikle de LH) etkisi ile baslar (Dogan, 2015;
Mayes ve Sirard, 2001). ilk mayoz boliinme asimetriktir ve sonucunda 2 hiicre
olugur. Hiicrelerden biri tam bir sitoplazmaya sahiptir ve sekonder oosit adin1 alir,
digeri yok denecek kadar az sitoplazmaya sahiptir ve 1. polar body adin1 alir. Polar
body, kromozomlar ile birlikte ¢esitli sitoplazmik organelleri igerir (Cetin, 2004).
Mayoz I ovulasyondan 6nce tamamlanir. Bunu takiben 2. mayoz bdliinme baslar ve
ovulasyon mayoz II’nin metafaz evresinde gerceklesir (Dogan, 2015). Oositler,
metafaz Il asamasma gectiginde mayoz boliinme tekrar engellenir. Bu asamada
ovumun farklilagma siireci tamamlanmistir. Oosit iginde mevcut olan kromozomlar,
mayoz boliinmenin sonucunda haploid sayiya iner. Mayozun ikinci kez
engellenmesi, sperm-oosit reaksiyonu ile ortadan kalkar. Bu nedenle tiim tiirlerde
oosit mayozunun tamamlanmasi igin gerekli olan kosul, oositin fertilizasyonudur
(Mayes ve Sirard, 2001; Rybska ve ark., 2018). Oositin 2. mayoz boliinmesinde,
olusan iki hiicreden biri sitoplazma yOniinden daha zengindir ve oositi olusturur.
Ikinci hiicre ise, sitoplazma yoniinden daha fakir olmasma ragmen yine de

mitokondri, ribozom ve kortikal graniillere sahiptir. Bu kii¢iik hiicreye 2. polar body
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denir (Dogan, 2015). Oogenezis, fetal gelisim swrasinda baslar ve disinin omrii
boyunca siirer. Bununla birlikte, sadece az sayida oosit olgunlasir ve ovulasyona
ugrarken, kalan ovaryum folikiilleri atrezi olur (Rybska ve ark., 2018).
Omurgalilarda genigletilmis diploten asamasina diktiyoten denir. Bu asama,
daha Once profazda yogunlasan niikleer kromatinin sagilmasiyla karakterizedir.
Diktiyoten fazinda hiicre siklusunun bloke edilmesi, oosit farklilasmasinmn siirecini
engellemez. Bu asamadaki oositler, oogoniadan ¢ok daha biiyiiktiir ve daha fazla
hiicresel organele sahiptir. Bu siire boyunca yogun hiicre gelisimi, hacmin araliksiz
olarak artmasiyla meydana gelir. Gamet kitlesinin ¢cogalmasi, oosit yasaminin ilk
evrelerinde embriyonun uygun fertilizasyonu ve korunmasi i¢in gerekli olan ve
oositin kendisi tarafindan sentezlenen proteinler, lipidler ve RNA'lar ile birlikte
kumulus ooforusun cevresindeki gerekli metabolitleri kullanmakla miimkiindiir.
Mayoz bélinmelerini durdurma mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Bu
mekanizmanin  folikiiler hiicreler tarafindan salgilanan oosit maturasyon
inhibitorleriyle  diizenlendigine inanilir. Bunlar, OMI (Oosit Maturasyon
Inhibitorleri) ve siklik adenozin monofosfat (cAMP= Cyclic Adenosine
Monophosphate). Niikleer maturasyonun ilk asamasinin tamamlanmasi, her

ovulasyondan 6nce sekonder oositlerin olusumuyla sonuglanir (Rybska ve ark.,
2018).

Oosit maturasyonu oositin diploten evresinden metafaz II evresine (niikleer
maturasyon) ilerledigi karmasik bir olgudur. Diploten asamasindan metafaza gegis,
diakinezis olarak adlandirilir. Oosit, folikiilden atildiginda (Pincus ve Enzmann,
1935) veya ovulatér LH dalgalanmasina (Callesen ve ark., 1986; Channing ve ark.,
1978; Ireland ve Roche, 1982; Masui ve Clarke, 1979; Peng ve ark., 1991) yanit
olarak mayozu siirdiiriir. Diakinezis sirasinda niikleer membran katlanmaya baslar,
niikleer gozenekler kaybolur ve daha sonra niikleer membran fragmanlar1 hizlica
kaybolur (Kubelka ve ark., 1988; Szollosi ve ark., 1972). Bu olaylar, mayozun
yeniden baslamasinm ilk goriiniir belirtisi olan germinal vezikiil yikim1 (GVBD)
olarak bilinir. Niikleolus, sitoplazma ile temas ettikten sonra hizla kaybolur.
Sigirlarda, GVBD folikiil veya ovulatdr LH sinyali ¢ikarildiktan sonra saatler i¢inde
ortaya cikar. Sigirlarda, 6.6 saat kiiltiirle, oositlerin %50'si GVBD'ye maruz kalmistir

(De Loos ve ark., 1994; Sirard ve ark., 1989). Daha sonra, kromozomlar daha da
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yogunlagir. Kinetokorlar ortaya c¢ikar, mikrotiibiiller kromozomlar1 c¢eker ve
mikrotiibiiller M 1 metafazik plakasmni olustururlar. Anafaz 1 sirasinda homolog
kromozomlar ayrilir ve kromozomlar kendi kutuplarina goger. Telofaz I sirasinda,
her bir kutupta bulunan kromozomlar bir niikleer membran ile ¢evrilir. Kromozom
replikasyonu olmadan ikinci mayoz boliinmesi hemen gerceklesir ve oosit metafaz
II'ye ulagir. Fertilizasyon gerceklesene kadar oositin metafaz Il evresindeki blokaji
devam eder. Fertilizasyon gergeklesince oosit mayoz boliinmeyi tamamlar ve
proniikleus olusur. Oosit maturasyonu ayrica, fertilizasyonu ve erken embriyonik
gelisimi desteklemek icin hiicreyi hazirlayan sitoplazmik seviyedeki doniisiimleri de
icerir (sitoplazmik maturasyon). Tek basma niikleer olgunlagmanin tamamlanmasi,
sonraki embriyo gelisimini garanti etmemektedir (Sirard ve ark., 1989; Yang ve ark.,
1998).

Ovum hiicresi, organizmanin en biiyiik hiicrelerinden biridir. Memeli
oositlerinin c¢ap1, 120 ila 150 pm arasindadir. Yasaminin ilk giinlerindeki oosit,
uygun embriyo gelisimi igin temel olan rezerv maddelerle doldurulur. Disi gamet,
oosit ve somatik hiicreler arasindaki iletisimi siirdiirmekle sorumlu olan korona
radiata ile c¢evrilidir. Bir ovum sitoplazmasi, ii¢ glikoprotein ZP1, ZP2, ZP3'ten
olusan bir zona pellusida tarafindan korunmaktadir ve golgi cisimcigi, mitokondri,
mikrovillus, endoplazmik retikulum, ve niikleus gibi organelleri igerir. Oositin
homojenligi, rengi, dejenerasyon derecesi ve korona radiata hiicrelerinin kat sayisi,

hiicrenin IVM'e uygunlugu i¢in morfolojik Kriterlerdir (Wang ve Sun, 2007).

Oositlerin maturasyonu, sitoplazmik maturasyon ve niikleer maturasyon

olmak lizere iki asamaya ayrilabilir.

Sitoplazmik maturasyon, GV'den M II sathasina kadar belirli organellerin
dagilimidaki ve organizasyonundaki tiim degisiklikleri kapsar. Sitoplazmik
maturasyon, mitokondrinin yeniden konumlandirilmasi ve kortikal graniil gocii gibi

niikleer maturasyon sirasinda ortaya ¢ikan hiicresel degisikliklerle iligkilidir (Mayer
ve Sirard, 2001).

Oogenezis slireci, embriyonun gelecekteki gelisimi i¢in gerekli olan

sentezlenmis RNA'larin ve proteinlerin toplanmasiyla gelen diploten fazinda en
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yogundur. Oogenezisin erken evrelerinde iiretilen maternal mRNA, embriyonik
gelisimin erken asamasinda eksprese edilen protein havuzu igin bir matristir.
Oositler, oldukca ozellestirilmis bir hiicre grubuna aittir. Oositlerin farklilagmas,
oositlere 0zgli olan organellerinin tretimini etkiler. Oosit hiicre bdliinmesi, gen
ekspresyon regiilasyonunun spesifik mekanizmalari tarafindan yonetilir (Krisher,

2004).

Bir ovumun fertilizasyon yetenegini belirleyen birincil faktor, embriyonun
uygun gelisimi ve daha sonra fetusun gelismesidir. En yiiksek yetenege sahip olan
oositler; niikleer, sitoplazmik ve genomik olgunluga ulasir. Oositin sitoplazmik
olgunlugu, sonraki asamalarda embriyonun uygun fertilizasyon ve mitotik
boliinmesini belirleyen molekiiler ve yapisal olgunlagsmanin gelismesinden etkilenir.
Sitoplazmik maturasyonda, organel hareketi, hiicre iskeleti reorganizasyonu ve
molekiiler olgunlasma olmak iizere ii¢ ana siire¢ goriiliir. In vitro kiiltiirleme ile elde
edilen oositler, tam gelisme potansiyeline sahip olmayabilir, dolayisiyla embriyonun
anormal gelismesine neden olur ve daha sonra gelismekte olan fetusta kusurlar
olusturur. Hiicre kiiltiirli, epigenetik gen modifikasyonunda, protein sentezinde,
sinyallerin anormal tasinmasinda ve iyonlarda bozukluklara yol agabilir, bu sebepten

dolay1 ooplazmanin maturasyonunda bozukluklara yol agar (Coticchio ve ark., 2004).

IVF i¢in en uygun olan oosit, preovulatér ovaryum folikiillerin biiyiiklerinden
elde edilendir. Antral folikiillerden elde edilen oositler, genellikle M II agamasima
gegmesini Onleyen sinirh kapasitede gelisim gosterirler (Coticchio ve ark., 2004; Wu
ve ark. 2006). Bununla birlikte in vitro sartlarda blastosist asamasina ulasan embriyo
orant bircok hayvan tiiriinde disiiktiir (sigirlarda yaklasik %40 ve domuzlarda
yaklasik %20) (Moor ve ark. 1998; Wu ve ark. 2006). Gelisme asamasinda, oosit
erken embriyonik asamalarin gelisimi i¢in gerekli olan maternal mRNA ve
proteinleri sentezleyerek depolar. Oosit rezerv materyali, embriyonik genomun (8-16
hiicre evresi) aktivasyonu ve morula evresinden blastosiste geg¢is gibi embriyo
gelisiminin kritik anlarinda 6nemli bir rol oynar ve bu siirecte erken embriyonik

olimler meydana gelebilir [Rybska ve ark., 2018].

In vivo ve in vitro olarak matiire edilen oositlerin karsilastirmali analizi,

hiicre siklusu regiilasyonunda yer alan proteinlerin sayisinda, proteinlerin kalitesinde,
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embriyo ve fetusun gelisiminin saglanmasinda énemli farkliliklar gdstermistir. In
vivo matiire edilen oositlerde mevcut olan 9 protein, in vitro matiire edilen insan
oositlerinde eksik oldugu bildirilmistir. In vivo ile karsilastirildiginda in vitro
matiirasyonda ¢ok daha diisiik protein ekspresyonu seviyeleri, sigir oositleri ile ilgili

calismalarda gosterilmistir (Tinkanen ve ark., 2001).

Memeli oositlerindeki yogun protein sentezi, maturasyon siirecinin yeniden
baslamasindan Once gerceklesir. Sigir, koyun, ke¢i ve domuz oositleri, protein
sentezi inhibitdrlerinin varliginda mayozise ugramamaktadir. Transkripsiyon siireci,
sadece translasyon asamasinda diizenlenmis gen ekspresyonu ile mayotik
maturasyonu swrasinda tamamen durur. Bu silireg, Okaryotik baglatma faktorleri
(elFs= eukaryotic initiation factors) ve bunlarin diizenleyicilerinin (Hershey, 1991;
Shim ve ark., 1997) fosforilasyonu ile diizenlenir. GVBD evresindeki oositler,
elF4E'nin daha onceki fosforilasyonu sonrasinda, protein sentezinde 3 kat artis
oldugunu bildirilirken, GV (Germinal vezikiil) evresindeki hiicrelerin diisiik diizeyde
bir translasyona sahip oldugu gosterilmistir. M II asamasmda, 4E-BPI baglayic1
protein ile potansiyel inhibitorii olan elF4E'in bloke edilmesine bagli olarak, protein

ekspresyonunun inhibisyonu bildirilmistir (Rybska ve ark., 2018).

Niikleer maturasyon, Mayoz I’in diploten evresinden M Il evresine kadar
kromatin modifikasyonunu yansitan bir dizi fizyolojik olay olarak tanimlanabilir
(Kumar, 2007). Bir baska sekilde tanimlanacak olursa, oosit niikleusunun GV’den M
Il evresine ilerlemesini ifade eder (Mayes, 2002). Bu asama, germinal vezikiil
yikimlanmasi, kromozomlarin yogunlasmasi, M | (Metafaz 1) ig olusumu, birinci
polar body’nin perivitellin bosluga atilmasi ile homolog kromozomlarin ayrilmasi, M
IT evresine gecilmesini ve bu evrenin bloke edilmesini igerir (Kubelka ve ark., 1988;
Mayes, 2002; Akyol, 2006).

Niikleer zar katlanmaya baslar, niikleer gozenekler kaybolur ve daha sonra
niikleer membran pargalanir ve hizla kaybolur (Szollosi ve ark., 1972). Sigir
oositleri, niikleer maturasyonu tamamlayabilmesi i¢in 24 saatlik bir siireye ihtiyag
duyar (Sirard ve ark., 1989). Niikleer maturasyon, in vivo ve in vitro ayni modeli
izledigi anlagilmaktadir (Hyttel ve ark., 1986). Niikleer maturasyon, protein sentezi

modellerinde degisiklikler igerir (Hunter ve Moor, 1987). GV asamasinda kalan
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oositler, devamli protein sentez modellerine sahip iken, sigir oositleri, in vitro ve in
vivo olarak GVBD'den sonra protein sentezi modellerinde belirgin degisikliklere

ugrar (Kastrop ve ark., 1990; Kastrop ve ark., 1991).

IVM i¢in kullanilan maturasyon medyumlari, hem oositin maturasyonunu
hem de embriyo gelisimini etkilemektedir. Bu ylizden maturasyon medyumlari
yardimct ireme tekniklerinde onemli bir yer almaktadir (Akyol, 2006; Gordon,
2003). immatiir s1g1r oositlerini matiire etmek i¢in kullanilan, basit ve kompleks
olarak smiflandirilan maturasyon medyumlar1t mevcuttur. Basit medyumlar,
genellikle piruvat, laktat ve glikoz eklenen, temel fizyolojik tuzlari iceren bikarbonat
tamponlu sistemlerdir (Abdoon, 2003; Akyol, 2006; Gordon, 2003). Basit
medyumun cesitli sekilleri arasindaki temel farkliliklar, iyon konsantrasyonlar1 ve
enerji kaynaklarmin seviyelerindeki farkliliklara dayanir. Basit medyumlara
genellikle eser miktarda antibiyotik (penisilin, streptomisin, gentamisin), serum veya
alblimin eklenir (Gordon, 2003). Kompleks medyumlar, basit medyumlarin temel
bilesenlerinin i¢ine serumda bulunan konsantrasyonlarda aminoasit, vitamin, piirin
ve diger maddelerin eklenmesiyle olusturulur. Doku kiiltiiri medyumu-199 (TCM
199), sigir oositlerinin IVM'i i¢in en yaygm kullanilan medyumdur (Akyol, 2006;
Gordon, 2003; Kumar, 2007). Kompleks maturasyon medyumlarina verilecek diger
bir 6rnekler, Ham’s F-10 ve Menezo-B2 medyumlaridir (Akyol, 2006; Liu ve ark.,
1991).

Maturasyon medyumuna FBS (Chen ve ark., 2014; Sripunya ve ark., 2014),
FCS (Li ve ark., 2002; Cetin, 2004), estrus buffalo serum (EBS; Bethapudi, 2017),
art siitii (Aksu, 2010), L-glutamin (Cetin, 2004), Na-piruvat (Cetin, 2004), 6stradiol-
17B (Chen ve ark., 2014; Sripunya ve ark., 2014; Matsuo ve ark., 2017), FSH (Chen
ve ark., 2014; Sripunya ve ark., 2014; Yu ve ark., 2016), LH (Chen ve ark., 2014; Yu
ve ark., 2016), hCG (Sripunya ve ark., 2014), folltropin (Cetin, 2004; Macun, 2004),
progesteron (Matsuo ve ark., 2017), sistein (Yu ve ark., 2016), sisteamin (Sripunya
ve ark., 2014), folikiiler stv1 (Yu ve ark., 2016), Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1
(Topuzoglu, 2011), Epidermal biiyiime faktorii (Topuzoglu, 2011; Chen ve ark.,
2014; Sripunya ve ark., 2014), at hipofiz ekstrakti (equine pituitary extract) (Hurtt ve
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ark., 2000), antibiyotik (Cetin, 2004; Bethapudi, 2017) gibi katki maddeleri
katilabilmektedir.

Oositlerden in vitro kosullarda etkili sekilde preimplantasyon sigir
embriyolarmim iiretimini saglamak, embriyo transferi ve temel bilimsel arastirmalar
icin in vitro maturasyon ve in vitro fertilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi dnemlidir
(Matsuo ve ark., 2017). In vitro maturasyona etki eden faktorler, oosit vericisinin
fizyolojik durumu, Ostriis siklusu ve folikiiler dalgalanma, folikiil biytkligi,
kumulus oosit kompleksi, oosit kalitesi, maturasyon siiresi (Gordon, 2003),
maturasyon medyumlarinin pH ve osmotik degerleri (Gordon, 2003), maturasyon
medyumuna eklenen katki maddeleri (Kim ve ark., 1993; Takahashi ve First, 1992)
ve hormonlar (Beker ve ark., 2002; Fukui ve ark., 1982; Mingoti ve ark., 2002; Silva
ve Knight, 2000), sicaklik (Lenz ve ark., 1983; Matsuo ve ark., 2017), nem ve
cevresel gaz bilesimleridir (Akyol, 2006; Gordon, 2003; Matsuo ve ark., 2017).

Ovaryum folikiillerinden elde edilen ve IVM’e maruz brrakilan oositlerin
gelisimsel yeterlilik diizeyinin diisiik olmasi, oositlerin  kriyorezistans ve
embriyolarin daha ileri gelisim kabiliyetini etkileyebilen, son derece 6dnemli olan
molekiiler/hiicresel faktorlerden biridir. Hayvanlarin ve insanlarin iiremesinde iyi
kalite embriyo gelisimi ve dol saglamasi agisindan, in vivo maturasyona kiyasla, in
vitro matiire edilen oositlerde bazi1 bozulmalarin meydana geldigi gézlemlenmistir
(Eppig ve ark., 2009; Nagai, 2001; Rizos ve ark., 2002). Sigir oositleri folikiil
biliylimesi sirasinda gelismeye yonelik yetenek kazanir ve yaklagik 115 pm'lik bir
capa sahip olan oosit, dominant bir folikiilde tamamen yetkin hale gelir (Hendricksen
ve ark., 2000; Hyttel ve ark., 1997). Uygun bir maturasyon, fertilizasyon ve erken
embriyonik gelisim icin oosite izin veren optimum gelisimsel yetkinlik edinme
stireci, kapasitasyon olarak bilinir (Hyttel ve ark., 1997). Embriyonik genomun
aktivasyonuna kadar erken embriyonun uygun gelisimine karar verecek olan
maternal RNA'nin yeterli miktarda tamamlanmasi ve transkripsiyon ile sonlanmast,
oosit kapasitasyonunu etkileyen 6nemli faktdrlerden biri olduguna inanilmaktadir.
Diger faktorler arasinda heterojen RNA poliadenilasyonunun uygun bir seviyesi
(Brevini Gandolfi ve Gandolfi, 2001) ve cAMP birikimi (Luciano ve ark., 1999),

oosit kapasitasyonunu etkileyen Onemli faktorler oldugu disliniilmiistiir. Post-

73



mortem ovaryumlarin uzun siireli (4 saate kadar) depolanmasi (Blondin ve ark.,
1997) ya da spesifik hiicre dongiisii inhibitorleri ile oosit maturasyonun inhibisyonu,
oosit yetkinliginin daha yiiksek seviyeye ulasmasinda yararli olabilecegi
belirlenmistir. {lk etkinin mekanizmalar1 belirsiz kalsa da maturasyon
progresyonunun  gegici  inhibisyonu, oositlerin  maternal RNA  sentezini
tamamlamasma imkan saglar, aksi halde maternal RNA sentezi, maturasyon
destekleyici faktor (MPF= Maturation Promoting Factor) aktivitesindeki bir artisla
erkenden durduruldugu varsayilmistir (Hashimoto ve ark., 2002; Lonergan ve ark.,
1997; Ponderato ve ark., 2001).

Gilintimiizde, sadece bir dizi hiicre dongiisii inhibitorleri bilinmektedir. Bu
inhibitorlerin bazilari, protein sentezi inhibisyonu (sikloheksimid) (Lonergan ve ark.,
1997) veya protein fosforilasyonu ile mayozun kaldigi yerden devam etmesini
engelleyebilir, boylece p34cdc2/siklin B kompleksinin (MPF) (6-dimetilaminopurin)
inaktif formunu korur (Avery ve ark., 1998). Bununla birlikte, bu inhibitorler
araciligiyla  hiicre dongli  inhibisyonu etkinliginin  ger¢eklesmesi  veya
gerceklesmemis olmasi tartismalidir. Daha yakin zamanlarda, daha spesifik ve
goriiniiste zararsiz inhibitorlerin etkili bir kullanimi tarif edilmistir. Roskovitin
(Mermillod ve ark., 2000; Ponderato ve ark., 2001) veya butirolakton I (Lonergan ve
ark., 2000; Ponderato ve ark., 2001), G1/S veya G2/M asamalar1 arasindaki gegiste
hiicre dongiistinii  durdurabilen, spesifik cdc2- ve cdk2- kinaz inhibitorleridir.
Mermillod ve ark. (2000), roskovitin ile 24 saatlik inkiibasyondan sonra sigir
oositlerinin %80'ini GV asamasinda durdugunu ve roskovitin olmaksizin 24 saat
maturasyona tabi tutulan oositlerin %89'unun metafaz II'ye ilerledigini bildirmistir.
Bununla birlikte bu oositlerin yaklasik %40'1t IVF sonrasi blastosist asamasina kadar
geligmistir.

GDF9, bir dereceye kadar kemik morfogenetik protein 15 (BMP15= bone
morphogenetic protein 15) ve muhtemelen digerleri gibi oositten salgilanan faktorler
(OSF= Oocyte-secreted factors), folikiillogenezis ve disi fertilitesi igin gerekli
bulunmustur (Gilchrist, 2011). Ek olarak, BMP15 ve GDF9 genleri, KOK igindeki
anti-apoptotik faktorii lokalize olacak sekilde arttirarak kumulus hiicrelerinin
apoptozunu onler (Hussein ve ark., 2005). GDF9 ve BMPI15, sirasiyla reseptor
benzeri kinaz 5 ve 6’y1 (ALKS veya TGFBR1, ALK6) ve ortak bir reseptdr olan
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kemik morfogenetik protein reseptorii II'yi  (BMPR2) aktive eden spesifik
reseptorler araciligiyla sinyal {retir. Her iki reseptor, oositlerde graniiloza ve teka
hiicrelerinde ekspresyona ugrar (Juengel ve ark., 2004; Wilson ve ark., 2001).

M-II asamasindaki manda oositlerinin en yiiksek yiizdesi in vitro kiiltiirden
24 saat sonra ortaya ¢ikar ve sonrasinda niikleer materyalin dejenerasyonu baslar
(Yadav ve ark., 1997). Buffalo oositlerinin in vitro olgunlasmasi i¢in, 10-15'lik
KOK'larin gruplari, %90-95 bagil nem ile %5 CO>’li hava atmosferinde 38.5 ile
39°C'de steril parafin yagi altinda 50-100 pl’lik IVM medyumu damlaciklar1 i¢inde
22-24 saat boyunca kiiltiirlenir (Chauhan ve ark., 1996).

Sigir oositlerinin in vitro olarak blastosist'e gelisim orani hala in vivodan
daha dusiiktiir (Leibfried-Rutledge ve ark., 1987; Rizos ve ark., 2002). Son
zamanlarda, fosfodiesteraz inhibitorii ve adenilat siklaz aktivatorii (cAMP aracili pre-
IVM) kullanilarak simiile edilmis fizyolojik oosit maturasyon (SPOM= simulated
physiological oocyte maturation) sistemini, in vivo sigir 0osit maturasyonunun bazi
ozelliklerini taklit ettigi bildirilmistir (Albuz ve ark., 2010). Bununla birlikte, sigir
embriyo iiretimi {izerine SPOM sisteminin etkinligi belirlenmemistir (Guimaraes ve
ark., 2015).

Preovulator follikiillerde steroid hormon konsantrasyonundaki degisimin
oosit matiirasyonu ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Dieleman ve ark., 1983; Moor
ve ark., 1980; Wrenzycki ve Stinshoff, 2013). Ovulasyon, sigirlarda luteinize edici
hormon (LH) pikinden 24+1.4 saat sonra gerceklesir (Dieleman ve ark., 1983).
Sigirlardaki folikiiler sivinin estradiol-17 B (E2) konsantrasyonu, LH pikinden 0-5
saat 6nce 798-1648 ng ml*'den LH pikinden 6-15 saat sonra 180-256 ng ml™'e
distiigii ve LH pikinden 20 ila 23 saat sonra 80- 125 ng ml™ oldugu ovulasyon
hemen Once tahmin edilmistir (Dieleman ve ark., 1983; Fortune ve Hansel, 1985;
Hansen ve ark., 1988; Li ve ark., 2007). Es zamanh olarak, sigirlardaki follikiiler
stvinin progesteron (P4) konsantrasyonu, LH pikinden 0-5 saat 6nce 50-122 ng ml
“den, LH pikinden 6-15 saat sonra 41-150 ng ml™*’e, ve LH pikinden 20 ila 23 saat
sonra 280-475'e artis gostermistir (Dieleman ve ark., 1983; Fortune ve Hansel, 1985;
Hansen ve ark., 1988; Li ve ark., 2007).

75



Birgok ¢alismada, IVM medyumuna 1000 ng ml* E2’nin eklenmesi, sigir
oositlerinin maturasyonunun desteklenmesi ve mayozun yeniden baslatilmasi i¢in
etkili olmustur (Beker ve ark., 2002; Fukui ve ark., 1982; Fukushima ve Fukui, 1985;
Younis ve ark., 1989). P4, 50-5000 ng mI™'lik bir konsantrasyonda sigir oositleri i¢in
IVM medyumuna eklenmis ve cesitli sonuglar embriyo {iiretiminde bildirilmistir
(Aparicio ve ark., 2011; Silva ve Knight, 2000). IVM medyumunda P4
konsantrasyonu veya preovulatdr folikiiler sividaki E2 ve P4 konsantrasyonlari
onceki calismalarda medyum hazirlanirken dikkate almmamistir. Ug asamali IVM
kiiltiir sistemi, domuz embriyo iiretiminde in vivo olarak goézlemlenen hormonal
degisiklikleri taklit etmek icin gelistirilmistir (Kawashima ve ark., 2008). Sigir IVM
kiiltiirlinlin stiresi, domuz IVM Kkiiltiirii siiresinin yaklasik yaris1 kadardir. Buna
ragmen, Matsuo ve ark. (2017), domuzlarda kullanilan kiiltiir sisteminin benzerini,

sigir [IVM’1 i¢in de uygulanabilecegini diistinmiistiir.

Matsuo ve ark. (2017), in vitro sigir embriyo iretiminde preovulator
folikiillerdeki estradiol-17 B (E2) ve progesteron (P4) konsantrasyonlarini taklit eden
iic agamali in vitro maturasyon (IVM) Kkiiltiir sisteminin etkisini arastirmistir.
KOK'lar, mezbahaneden elde edilen sigir ovaryumlarindaki folikiillerden (2 ila 8 mm
capinda) toplanmistir. IVM i¢in, KOK'lar {i¢c asamal1 bir sistemde 22 saat siireyle
kiiltiirlenmistir. 1. grup olan EP grubunda; KOK 'lar 5 saat boyunca 700 ng ml™ E2 ve
50 ng mlI* P4 igeren medyum 199 icinde, ardindan 11 saat boyunca 150 ng mI™* E2
ve 150 ng mlI™ P4 iceren medyumda ve daha sonra 6 saat boyunca 20 ng ml™ E2 ve
300 ng mlI™ P4 igeren medyumda kiiltiirlenmistir. 2. grup olan E grubunda; KOK 'lar
5 saat boyunca 700 ng mI* E2 iceren medyumda, ardindan 11 saat boyunca 150 ng
mlI* E2 iceren medyumda ve daha sonra 6 saat boyunca 20 ng ml™ E2 igeren
medyumda kiiltiirlenmistir. 3. grup olan P grubunda; KOK'lar 5 saat boyunca 50 ng
ml* P4 igeren medyumda, ardindan 11 saat boyunca 150 ng ml* P4 igeren
medyumda ve daha sonra 6 saat boyunca 300 ng ml* P4 igeren medyumda
kiiltiirlenmistir. 4. grup olan kontrol grubunda; KOK'lar 22 saat boyunca 1000 ng mI
! B2 iceren ortamda kiiltiirlenmistir. [IVM'den sonra, KOK'lar sperm ile birlikte
inkiibe edilmis ve kiiltiirlenmistir. Fertilizasyondan 48 saat sonra, embriyolarin klivaj
orani gruplar arasinda onemli bir fark bulunmamustir. Fertilizasyondan 192 saat

sonra, EP grubunun blastosist olusum orani, diger gruplardan anlamli derecede daha
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yiiksek bulunmustur. Blastosistlerin toplam hiicre sayisi, gruplar arasinda farklilik
gostermemistir. Calismanin sonug bulgulari, preovulator follikiiler sividaki E2 ve P4
konsantrasyonlarmin gecici degisimlerini taklit eden sigir oositlerinin ii¢ asamali
IVM Kkiiltiir sisteminin in vitro embriyolarin gelisimsel potansiyelini arttirdigini

ortaya koymaktadir.

2.7.1. Oositlerde Maturasyon Kriterleri

Sigir oositleri in vitro maturasyona tabi tutulduktan sonra oositi ¢cevreleyen
kumulus hiicreleri genisler. Bu durum kumulus ekspansiyonu olarak adlandirilir
(Gordon, 2003). Kumulus eckspansiyonu gosteren oositlerin oranlari, in vitro
matiirasyonun sonunda belirlenmektedir. Kumulus ekspansiyonunun derecesi,
Kobayashi ve ark. (1994) tarafindan kumulus ooforusun morfolojisi ile asagidaki gibi

degerlendirilmistir:
0 Derece: Kumulus ekspansiyon goriilmeyen.

1 Derece: Kumulus hiicreleri homojen olmayan sekilde yayilan ve hala

kiimelenmis hiicreler goriilen.

2 Derece: Kumulus hiicreleri homojen olarak yayilan ve kiimelenmis hiicreler
goriilmeyen. Bu li¢ kategoride in vitro matiire edilen kumulus-o0sit komplekslerinin

tipik morfolojisi sekil 2.13’de gosterilmistir (Kobayashi ve ark., 1994).
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Sekil 2.13. Ug farkli derecede kumulus ekspansiyonu gosteren sigir kumulus oosit
kompleksleri, (a) O Derece: Taze toplanmis kumulus oosit komplekslerine kiyasla
morfolojik bir degisiklik gozlenmeyen, (b) 1 Derece: Kumulus ooforusu biraz
genisleyen fakat hala hiicrelerin birbiriyle baglanmasi nispeten siki olan ve
kiimelenmis hiicreler gozlenen, (c) 2 Derece: Kumulus ooforusu genislemis ve
kumulus hiicreleri homojen olarak yayilmustir. Olgek cubugu 200 mikronu temsil
etmektedir (Kobayashi ve ark., 1994).

Perivitellin bosluk

Zona pellusida Polar body

Vitellin membram
Yag materyali

Sekil 2.14. M II asamasindaki sigir oositinin sematigi (Gordon, 2003).

Matiire olan oositin perivitellin boslugunda artis meydana gelmektedir.
Birinci polar body perivitellin boslugunun igine atilir (Sekil 2.14) ve M 11 ig vitellin
membraninin yiizeyine tegettir (Gordon, 2003). Sitoplazmik maturasyon, normal bir

sekilde oositin fertilizasyona ugramasi, klivaj ve blastosist asamasina gelismesi,
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matiir oositin yetenegi olarak degerlendirilmektedir. Sitoplazmik maturasyonu
degerlendirmek igin dikkat edilecek diger morfolojik parametreler; kumulus
hiicrelerinin genislemesi, polar body’nin perivitellin bosluga atilmas: ve artan
perivitellin bosluktur (Mayes, 2002). Ilk polar body goriilmesi, her zaman M II'nin
kromozomal konfigiirasyonuna sahip olan oositlerin kaniti olmayabilir ve bu durum
bir anormallik anlamina gelmemektedir (Gordon, 2003). Boyama ile yapilan
degerlendirmelerde kromozomal durumu M II'yi gosteren oositlerin %50’sinde polar
body’nin goriildiigii bildirilmektedir. Bu yilizden polar body’nin perivitellin bosluga
atilmamasi niikleer maturasyonun olugsmadigr anlamina gelmemektedir. Niikleer
maturasyonu daha dogru bir sekilde belirlemek i¢cin boyama tekniklerinden
yararlanilabilinir (Cetin, 2004; Gordon, 2003). Mayes (2002) tarafindan boyanan
oositlerin niikleer maturasyon asamalar1 sekil 2.15°de gosterilmistir. Oositlerin
canlilifi ve kromozom konfigiirasyonu, Hoechst 33342 boyas1 kullanilarak
degerlendirilmektedir.  Oositlerin  kromozom  konfigiirasyonu ve  niikleer
maturasyonunu degerlendirmek i¢in aseto-orsein boyasi kullanilmaktadir (Hurtt ve
ark., 2000). Yapilan arastirmalarda maturasyon siireci, kumulus hiicrelerinin
soyulmasinin ardindan M II evresindeki kromozomlariin varligii gézlemlemek i¢in
Giemsa (Chauhan ve ark., 1996; Das ve ark., 1997) veya aseto-orsein (Madan ve
ark., 1994) boyasiyla boyanarak degerlendirilmistir (Kumar, 2007). Wit ve Kruip
(2001), aseto-orsein boyasmni, oositlerde germinal vezikiilin olup olmadigini
degerlendirmede ve embriyo gelisimini degerlendirmek amaciyla embriyodaki
¢ekirdeklerin sayiminda kullanmistir. Zeron ve ark. (1999), aseto-orsein boyasini
fertilize edilen oositlerdeki disi ve erkek proniikleusu ve 2. polar body’i
degerlendirmek i¢in kullanmistir. Kortikal graniillerin dagilimi, floresan-isosiyanat
boyasi kullanilarak degerlendirilebilir (Hurtt ve ark., 2000). Kortikal graniiller matiir
oositlerde periferde toplanir iken, immatiir oositlerde rastgele bir dagilim
gostermektedir (Hurtt ve ark., 2000). Cetin’in (2004) bildirdigine gore; Xu ve
arkadaslar1, maturasyonun tek gercek giivenilir kriterinin canli bir yavrunun dogumu

oldugunu 1986 yilinda rapor etmistir.
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yogunlasmis

Sekil 2.15. Sigir oositlerinin niikleer maturasyonun asamalar1 (Mayes, 2002).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasi, 93773921-050.99 sayil1 yerel etik kurulu onayi ile mesleki

ve etik degerler ve biyogiivenlik 6nlemleri ¢ercevesinde yiiriitiilerek tamamlandi.

3.1. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Tasinmasi

Calismada Burdur ilinde bulunan mezbahanede kesilen 139 holstein ki ve
melezi ineklerden elde edilen 277 ovaryumlar kullanildi. Caligmaya baslamadan
once 1 It’lik mavi kapakli cam sise icerisinde %0.9’luk serum fizyolojik hazirlandi.
Hazirlanan serum fizyolojik, filtrasyon diizeneginden gegirilerek steril cam siseye
aktarildi ve +4°C’de siire olmaksizin saklanildi. Ovaryumlar1 laboratuvara tagimak
icin ¢alismadan 1 giin 6nce 1 1t’lik %0.9°luk serum fizyolojik i¢ine 1 ml gentamisin
eklenerek tasima medyumu (Ek-1) hazirlandi. Mezbahaneye ulasildiginda tasima
medyumunu igeren 1 It’lik mavi kapakli cam sise, sicak su igeren kova igine
konuldu. Hayvanlarin kesim islemi basladiginda termos, i¢ine tasima medyumu ilave
edilerek hazirland1 (Sekil 3.1. a). Ovaryumlar bigak ile kesilerek kesilen hayvanlarin
iireme organlarindan ayrildi. Ayrilan ovaryumlar tasima medyumuyla yikanarak
kandan arindirildi ve termos i¢ine konuldu. Mezbahaneden alinan ovaryumlar yeterli
saytya ulagincaya kadar 25-30°C’deki tasima medyumu igeren termos iginde
bekletildi (Sekil 3.1. b). Termos i¢indeki ovaryumlar, kesim basladiktan sonra 2-3

saat icerisinde laboratuvara ulastirildi.

Sekil 3.1. Hazirlanan tasima medyumunun termos i¢ine aktarilmasi (a) ve termos

icinde bekletilen ovaryumlar (b).
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3.2. Folikiillerin Aspirasyonu ve Oositlerin Seleksiyonu

Calisma giliniinden 1 giin oncesinde hazirlanarak buzdolabinda bekletilen %1
CS igeren TCM199 medyumu (manipiilasyon medyumu), c¢alismadan Once
38.5°C’deki etiiv igerisine konularak 1sinmast saglandi. Ovaryumlar steril %0.9’luk
serum fizyolojik i¢inde yikandi ve steril serviyet ile kurulanarak steril serviyet
tizerine yerlestirildi (Sekil 3.2. a). Aspirasyon islemi 6ncesinde kullanilacak olan 10
ml’lik enjektor ve 50 ml’lik konik uglu tiiplerin i¢lerinde herhangi bir toksik madde
kalmamasi i¢in maniplilasyon medyumuyla (Ek-2) yikanildi. Ovaryumlarin
tizerindeki 2 — 6 mm ¢apindaki folikiiller 10 ml hacimli, 18 G igneli steril enjektor ile
aspire edildi. Aspirasyon oncesi ilk olarak 50 mI’lik steril konik uglu tiip i¢ine 1 ml
manipiilasyon medyumu birakild1 ve enjektor icine 0.5 ml manipiilasyon medyumu
cekilerek folikiiller aspire edilmeye baslandi. Aspirasyon isleminde enjektor
ignesinin agik ucu yukariya bakacak sekilde (Sekil 3.2. b) ovaryum korteksinden
girdikten sonra igeriden ¢ikmadan yapilabildigi kadar ¢ok aspirasyon yapildi (Sekil
3.2. ¢). Aspire edilen folikiil stvis1 50 mI’lik steril konik uglu tiipiin kenarindan yavas
bir sekilde bosaltildi. Enjektordeki follikiil sivisinin tiip i¢ine ¢ok hizli bir sekilde
bosaltilmasi, oositlerin tizerindeki kumulus hiicrelerinin soyulmasina neden

olabilmektedir.

Sekil 3.2. Serviyet iizerine siralanan ovaryumlar (a), aspirasyon isleminde ignenin
pozisyonu (b) ve ovaryumlardaki folikiillerin aspirasyon islemi (c).

Aspirasyon islemi bitince tiipiin iizerinde kalan kisim, manipiilasyon
medyumu ile tamamland1 (Sekil 3.3. a) ve 10 dk bekletilerek oositlerin ytkanmasi

islemine gecildi. Tiipiin dip kisminda kalan 1 ml’lik sediment kismina kadar tiipiin
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tizerindeki siipernatant kisim enjektor yardimiyla aspire edilerek uzaklastirildi (Sekil
3.3. b) ve lizerine tekrar manipiilasyon medyumu eklendi. Oositleri yikama islemi 3
defa yapildi. Son kez iistteki siipernatant kisim uzaklagtirildiktan sonra altta kalan
Iml’lik sediment kismi, 90 mm’lik petri kabmnin igerisine aktarildi. Tiip icerisinde
oosit kalabileceginden dolay tiipiin i¢i 3 kez manipiilasyon medyumuyla yikanarak
aynt petri kabinin igerisine aktarildi. Oositler yikandik¢a oositlerin bulundugu
manipiilasyon medyumunun rengi bulanikken berraklasir (Sekil 3.3. c¢). Yikanan
oositler, berrak renkli manipililasyon medyumunda her ne kadar rahat goriiliip
bulunsa da doku pargaciklarindan arindirilamaz. Bu yiizden hi¢ vakit kaybedilmeden
oositler, bistiiri yardimiyla taban1 dis tarafdan 1 cm araliklarla ¢izilmis 60 ml’lik petri

kabi igerisine stereomikroskop (OLYMPUS) altinda aktarildi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.3. Aspirasyon sonrasinda tiipiin manipiilasyon medyumu ile tamamlanmasi
(a), yikama islemindeki siipernatantin enjektor ile ¢ekilerek uzaklastirilmasi (b),
oositlerin yikama Oncesi (sag taraftaki) ve yikama sonrasi (sol taraftaki) tiipteki
goriintimleri (c).
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Sekil 3.4. 90 mI’lik petri i¢indeki oositlerin aranmasi (sol) ve tabani dis taraftan 1 cm
aralikla ¢izilmis 60 ml’lik petri i¢indeki oositlerin sayimi (sag).

Immatiir oositler A, B, C ve D kalite olarak 4 gruba ayrildi. A ve B kalitedeki
oositler kaliteli, C ve D kalitedeki oositler kalitesiz oositler olarak kabul edildi. A
kalitedeki oositler, ¢alismaya dahil edildi. B, C ve D kalitedeki oositler ise ¢alismaya
dahil edilmedi. Oosit kaliteleri (Sekil 3.5; Anonim, 2007);

A Kalite: Kumulus hiicreleri tiim zona pellusida iizerinde 3 veya daha fazla

katli olarak goriilmektedir.

B Kalite: Kumulus hiicreleri 2 veya daha az katli olarak zona pellusidanin

1/3’tinden fazlasini kaplamaktadir.

C Kalite: Oosit tamamen c¢iplaktir veya B kalitedeki oositlerden daha az

kumulus hiicresine sahiptir.

D Kalite: Kumulus hiicreleri sismis veya driimeek ag1 goértiinlimiindedir.

84



C Kalite D Kalite

Sekil 3.5. Oositlerin smiflandirilmasi: (Anonim, 2007).

3.3. Deney Diizenegi

Calisma 2 farkli vitrifikasyon yontemi (OPS grubu ve SSV grubu) ve bir
kontrol grubu olmak tizere 3 farkli gruptan olusturuldu. Calisma gruplari, kullanilan
vitrifikasyon yoOntemlerine gore olusturuldu. OPS grubu olan oositler OPS
vitrifikasyon yontemiyle, SSV grubu olan oositler SSV vitrifikasyon yontemiyle
dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonra IVM’e tabi tutulurken, kontrol grubunda olan
oositler vitrifiye edilmeksizin dogrudan IVM’e tabi tutuldu. Calisma deney

diizeneginin sematigi sekil 3.6’da gosterildi.
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OPS

Grubu —> (Cozdiirme
Ovaryumlarn Folikiillerin Oositlerin ssv o
Toplanmast  ~ T Aspirasyonu | - Seleksiyonu T Grubu (‘Gzdirme ——> Maturasyon

N Kontrol
Grubu

Mezbaha On Laboratuvar Embriyo Teknoloji Laboratuvari

Sekil 3.6. Calisma deney diizeneginin sematigi.

Caligmanin giivenilirligi agisindan, vitrifikasyon gruplarmin her ikisi de ayn1
giinlerde, ayni ana medyumda vitrifiye edilerek en az 3 hafta boyunca sivi azot
tankinda muhafaza edildi. Vitrifiye edilen gruplar ayni giinlerde, ayn1 ana medyumda
¢ozdiiriilip, kontrol grubu da dahil olmak tizere 3 grup IVM’e tabi tutuldu. IVM
sonrasinda oositler, kumulus ekspansiyonu yoniinden degerlendirildikten sonra
kumulus hiicreleri soyularak polar body yoniinden degerlendirildi. Ayrica vitrifiye
edilen gruplar donma hasarma kars1 incelendi. Veriler laboratuvar kayit formuna
(Ek-14) islendi.

3.3.1. Medyumlarin Hazirlanmasi

Calismada ana medyum olarak hidroksietil piperazine-N-2-ethanesulfonik
asit (HEPES) iceren TCM199 kullanildi. TCM199 medyumu, HEPES ve bikarbonat
icermesinden dolay1 atmosferik ortamda ve %5 CO7’li ortamda giivenilir sekilde
kullanilmaktadir. Toz halinde satilan TCM199 medyumu, firma tarafindan bildirilen
cozdiirme prosediiriine gore steril ultra saf su ile ¢ozdiriildii. Oda sicakliginda
bulunan medyumun pH degeri 6.8+0.3, osmolaritesi 286 mOsm idi. Medyum,
laminar flow kabin (HERA guard, Heraeus) altinda filtrasyon diizeneginden
gecirilerek steril 100 ml’lik mavi kapakli cam siselere aktarildi. Medyumun hava ile
uzun siire temasi, medyumun pH’sin1 degistireceginden dolayr medyumun siselere
aktarma islemi olabildigince kisa siirede yapildi. Cam siselerin iizerine TCM199 ve
tarih yazildi. Hazirlanan medyum, karanlikta ve 2-8°C’de saklanmas1 gerektiginden

dolay1 siseler aliiminyum folyo ile sarilarak buzdolabinda 1 ay boyunca saklandu.
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Oositlerin  vitrifikasyonu, ¢ozdiiriilmesi ve maturasyonu i¢in ayri medyumlar

hazirlandi.

-Vitrifikasyon Medyumlar

Vitrifikasyon medyumlar1 ¢alismadan 1 giin 6nce hazirlanarak buzdolabinda
dinlendirildi ve ¢alisma giinii buzdolabindan ¢ikartilip oda sicakligina gelene kadar
bekletildi.

OPS grubunda, OPS vitrifikasyon soliisyonu 1 (OVS 1) ve OPS vitrifikasyon
soliisyonu 2 (OVS 2) olmak tizere 2 farkli medyum kullanildi. OVS 1 (Ek 3) olarak
%20 CS, %10 EG, %10 DMSO igeren TCM199 medyumu kullanildi. OVS 2 (Ek 4)
olarak %20 CS, %20 EG, %20 DMSO ve 0.5 M siikroz iceren TCM199 medyumu
kullanilda.

SSV grubunda, SSV vitrifikasyon soliisyonu 1 (SVS 1) ve SSV vitrifikasyon
soliisyonu 2 (SVS 2) olmak iizere 2 farkli medyum kullanildi. SVS 1 (Ek 5) olarak
%20 CS ve %4 EG igeren TCM199 medyumu kullanildi. SVS 2 (Ek 6) olarak %20
CS, %35 EG, %5 PVP ve 0.4 M trehaloz iceren TCM199 medyumu kullanildi.

- Cozdiirme Medyumlar

Cozdirme medyumlar1 ¢aligmadan 1 giin 6nce hazirlanarak buzdolabinda
dinlendirildi ve ¢alisma giinii buzdolabindan ¢ikartilip 38.5°C’ye gelene kadar
(yaklasik 45 dk) 38.5°C 1sida olan etiiv igerisinde bekletildi.

OPS grubunda, OPS ¢ozdiirme soliisyonu 1 (OCS 1) ve OPS ¢ozdiirme
soliisyonu 2 (OCS 2) olmak tizere 2 farkli medyum kullanildi. OCS 1 (Ek 7) olarak
%20 CS ve 0.25 M siikroz iceren TCM199 medyumu kullanildi. OCS 2 (Ek 8) olarak
%20 CS ve 0.15 M siikroz igeren TCM199 medyumu kullanildi.

SSV grubunda, SSV ¢o6zdiirme soliisyonu 1 (SCS 1) ve SSV c¢ozdiirme
soliisyonu 2 (SCS 2) olmak iizere 2 farkli medyum kullanildi. SCS 1 (Ek 9) olarak
%20 CS ve 0.3 M trehaloz iceren TCM199 medyumu kullanildi. SCS 2 (Ek 10)
olarak %20 CS igeren TCM199 medyumu kullanildi.
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- Maturasyon Medyumu

Maturasyon medyumuna eklenecek olan Na-piruvat stok soliisyonu
hazirlandiktan sonra 0.20 um’lik enjektor filtresinden (Sartorius Minisart, Lot no:
16534) gegirilerek steril 15 ml’lik konik uglu tiip igine aktarildi. Na-piruvat stok
soliisyonu 1 ay boyunca +4°C’de muhafaza edildi. Maturasyon medyumu ve
maturasyon petrileri calismadan 1 giin O6nce hazirlanarak %5 CO2’li atmosferik
ortamda, maksimum nemde, 38.5°C 1sida olan karbondioksitli etiivde (HERA cell
150, heraeus) icine ekilibre edildi. Maturasyon petrisi olarak ortasi kuyucuklu
petriler (Costar, USA) kullanildi. Maturasyon petrisinin ortasindaki kuyucuga 30
ul’lik maturasyon medyumundan damla olusturuldu ve damlanmn {izeri mineral yag
(Sigma M8410) ile kaplandi. Daha sonra olusturulan damlay1 biyiitmek igin 70
ul’lik maturasyon medyumu, 30 pl’lik damla i¢ine eklendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Maturasyon damlas1 olusturma. Maturasyon medyumundan 30 ul’lik
damla olusturma (a), 30 ul’lik olusturulan damlanin mineral yag ile kaplanmasi (b),
mineral yag il kaplanan 30 pl’lik damlanin igine 70 pl’lik maturasyon medyumunun
eklenmesi (c).

Maturasyon medyumu (Ek 11) olarak %10 FCS, 5 ng/ml LH, 0.5 pg/ml FSH,
27.5 pg/ml Na-piruvat ve antibiyotik (100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve
0.25 pg/ml amfoterisin-B) iceren TCM199 medyumu kullanildi.

3.3.2. Oositlerin Vitrifikasyonu

Li ve ark. (2002) tarafindan tarif edilen OPS ve SSV yontemlerinin

vitrifikasyonu kismen modifiye edilerek yapildi.
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-OPS (Open Pulled Straw= A¢ik Uclu Modifiye Payet)

OPS vitrifikasyon islemine baslamadan Once vitrifikasyon islemi i¢in On
hazirlik yapildi. Strafor kopiik kutu icerisine 3-4 It sivi azot dolduruldu. Sivi azotun
kaynamas1 kesildiginde, sivi azot ve strafor kopik kutunun sicakligi ayni
derecededir. Strafor kdpiik kutu, kapagi ile kapatildi ve vitrifikasyon iglemi i¢in hazir
hale getirildi. OPS payetlerini tasiyacak olan gobletlerin iizerine tarih yazildi.
Manipiilasyon medyumu, OVS 1 ve OVS 2 vitrifikasyon soliisyon damlaciklari, 90
mm’lik petri kabi1 i¢inde olusturuldu. Birinci damla 200 pl’lik manipiilasyon
medyumundan (%1 CS igeren TCM199), ikinci damla 200 upl’lik OVS 1
soliisyonundan ve iiglincii damla 300 pul’lik OVS 2 soliisyonundan olusturuldu.
Vitrifikasyon iglemi i¢in On hazirlik bittiginde dondurulacak olan oositler

manipiilasyon medyumu i¢ine alindi.

Sekil 3.8. Insiilin enjektdrii yardimiyla OPS payetine oositlerin ¢ekilmesi.

OPS yontemi vitrifikasyon isleminde manipiilasyon medyumunda bulunan
oositler, OVS 1 soliisyonuna aktarildi. Oositler, OVS 1 soliisyonunda pastor pipeti
(Isolab 108.03.001, 150 mm cam pipetler) yardimi ile karistirildi. OVS 1
soliisyonunda 30-45 sn bekletildikten sonra oositler, OVS 2 soliisyonuna aktarild.
Oositler, OVS 2 soliisyonunda karistirildiktan sonra 5-10 pl’ lik hacimlerde olacak
sekilde insiilin enjektorii yardimiyla OPS payetine ¢ekildi (Sekil 3.8). OPS payeti,
stvi azot yiizeyine 45 derecelik egim ile hizlica sivi azot havuzuna daldirildi
Oositlerin OVS 2 soliisyonuna aktarilmasindan OPS payetine yiiklenip sivi azot
icerisine daldirilmasma kadar gecen siire 20 sn idi. Oositlerin damlalara

aktarilmasinda modifiye edilmis pastor pipetleri kullanildi. Modifiye pastor pipeti,
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pastor pipetinin u¢ kisminin biraz yukarisindan isitildi ve 1sman camin ¢ekilerek
uzatilmas: ile elde edildi. Sivi azot icerisindeki vitrifiye edilen OPS payetleri,
onceden sogutulmus olan kiigiik goblet igerisine yerlestirildi. Dondurulan OPS
payetlerinin s1vi azot tankina yerlestirilmesinde kullanilan kii¢iik gobletin tizerindeki
tarih, kiigiik gobletin yerlestirildigi kalisterin numarast ve dondurulan oosit sayisi
gibi bilgiler laboratuar kayit formuna not edildi. OPS vitrifikasyon yonteminin

sematize hali sekil 3.9.’da gosterildi.

o

() %1 €8 igeren TCM199

S Azot

@ OVS1 30-45 sn

@ OVS220sn

Sekil 3.9. OPS vitrifikasyon yonteminin sematigi.

-SSV (Solid Surface Vitrification= Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu)

SSV vitrifikasyon islemine baglamadan Once vitrifikasyon islemi i¢in on
hazirlik yapildi. Metal kiipiin iist yiizeyi aliiminyum folyo ile kaplanarak strafor
koptlik kutunun ortasma yerlestirildi. Strafor kopilik kutu icerisine metal kiipiin iist
hizasint gecmeyecek sekilde sivi azot dolduruldu. Sivi azotun kaynamasi
kesildiginde sivi azotun, metal kiipin ve strafor kopiik kutunun sicakligi ayni
derecededir. Strafor kopiik kutu, kapagi ile kapatildi ve vitrifikasyon iglemi i¢in hazir
hale getirildi. SSV damlaciklarini tasiyacak olan kriyotiip lizerine tarih yazildi.
Kriyotiipleri tasimaya yarayan cryostore cane’lerin iizerine numara yazild1
Manipiilasyon medyumu, SVS 1 ve SVS 2 vitrifikasyon soliisyonlarin damlaciklari,

90 mm’lik petri kab1 i¢inde olusturuldu. Birinci damla 200 ul’lik manipiilasyon
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medyumundan (%1 CS iceren TCMI199), ikinci damla 200 pl'lik SVS 1
soliisyonundan ve iglincli, dordiincii ve besinci damlalar 200 pl’lik SVS 2
soliisyonundan olusturuldu. Vitrifikasyon islemi i¢cin On hazirhk bittiginde

dondurulacak olan oositler, manipiilasyon medyumu igine alindi.

SSV yontemi vitrifikasyon isleminde manipiilasyon medyumunda bulanan
oositler, SVS 1 soliisyonuna aktarildi. Oositler, SVS 1 soliisyonunda pastor pipeti
yardimu ile karigtirildi. SVS 1 soliisyonunda 12-15 dk bekletilen oositler, toplamda
25-30 sn siire olacak sekilde SVS 2 soliisyonundan olusan tiglincii, dordiincii ve
besinci damlalara aktarildi. Oositler, SVS 2 soliisyonundan olusan her damlada
karistirildi. Oositler son olarak, modifiye pastor pipeti ile 10-15 ul’ lik hacimlerde
pipetlenerek sivi azot icerisinde yer alan sogutulmus metal kiip lizerine damlatildi.
Oositlerin SVS 2 soliisyonuna aktarilmasindan metal kiip iizerine damlatilmasina
kadar gecen siire 25-30 sn idi. SSV damlaciklari, ucu sogutulan pens yardimiyla
onceden cryostore cane lizerine yerlestirilerek sogutulmus olan kriyotiipiin igerisine
konuldu. Siv1 azot tankindaki kalister sivi azot tankinin agiz kismina getirildi ve
sogutulmus pens ile tutulan cryostore cane, bu kalister icindeki biiyiik goblet igine
hizlica yerlestirildi. Kalister sivi azot tankindaki yerine tekrardan yerlestirildi.
Dondurulan SSV damlaciklarininin sivi azot tankma yerlestirilmesinde kullanilan
kriyotiipiin lizerindeki tarih, kriyotiipiin yerlestirildigi cryostore cane’nin numarasi,
cryostore cane’nin yerlestirildigi kalister numaras1 ve dondurulan oosit sayis1 gibi

bilgiler laboratuar kayit formuna not edildi. SSV vitrifikasyon yonteminin sematize
hali sekil 3.10°da gosterildi.
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Sekil 3.10. SSV vitrifikasyon yonteminin sematigi.

3.3.3. Oositlerin Cozdiiriilmesi

Li ve ark. (2002) tarafindan tarif edilen OPS ve SSV yontemlerinin

¢cOzdiirtilmesi kismen modifiye edilerek yapildu.

-OPS (Open Pulled Straw= A¢ik Uc¢lu Modifiye Payet)

OPS ile dondurulan oositlerin ¢ozdiirme islemine bagslamadan 6nce ¢ozdiirme
islemi i¢cin on hazwrlik yapildi. Strafor koplik kutu igerisine 3-4 1t sivi azot
dolduruldu. Strafor kopiik kutu, kapagi ile kapatildi ve ¢ozdiirme islemi i¢in hazir
hale getirildi. Etiiv icerisinde 38.5°C sicakligina getirilen OCS 1 ve OCS 2 ¢6zdiirme
soliisyonlarindan 90 mm’lik petri kab1 icinde damlaciklar olusturuldu. Birinci ve
ikinci damla 200 ul’lik OCS 1 soliisyonundan ve iigiincii damla 200 ul’lik OCS 2
soliisyonundan olusturuldu. Cozdiirme islemi i¢in 6n hazirlik bittiginde ¢ozdiiriilecek
olan OPS payetlerini tasiyan kiiclik goblet, siv1 azot tankindan ¢ikarilip hizli bir

sekilde siv1 azot dolu olan strafor kopiik kutu igerisine alind1.
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OPS payetlerinin sivi azottan ¢ikarihp OCS 1 damlasina aktarilana kadar
payetin havada ge¢irdigi siire yaklagik 5 sn kadardi. OPS yontemi ile ¢ozdiirme
isleminde OPS payetinin ucunda bulanan oositler, insiilin enjektorii yardimiyla
birinci damladaki OCS 1 soliisyonuna aktarilarak karistirildi. Coziilen oositler hemen
ikinci damladaki OCS 1 soliisyonu igine alinip karigtirilarak 1 dk bekletildi. Daha
sonra oositler OCS 2 soliisyonuna aktarilip karistirilarak 5 dk bekletildi. Cozdiiriilen
oositler, manipiilasyon medyum damlasina aktarilarak tiim oositler ¢ozdiiriiliinceye
kadar (yaklasik 30 dk) etiivde bekletildi. OPS ¢6zdiirme yonteminin sematize hali
sekil 3.11°de gosterildi.

Swva Azot
Tanlk

\\\% ®
0CS11dk
Srv1 Azot .
Strafor . 0CS2 5 ik

Sekil 3.11. OPS vitrifikasyon yonteminde ¢6zdiirme sematigi.

-SSV (Solid Surface Vitrification= Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu)

SSV ¢o6zdiirme islemine baglamadan dnce ¢dzdiirme islemi i¢in 6n hazirlhik
yapildi. Metal kiipilin iist ylizeyi aliiminyum folyo ile kaplanarak, strafor kopiik
kutunun ortasina yerlestirildi. Strafor kopiik kutu igerisine, metal kiipiin iist hizasin1
gecmeyecek sekilde sivi azot dolduruldu. Strafor kopiik kutu, kapag: ile kapatild1 ve

¢cozdiirme iglemi i¢in hazir hale getirildi. Etiiv igerisinde 38.5°C sicakligma getirilen
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SCS 1 ve SCS 2 ¢ozdiirme soliisyonlarin damlaciklari, 90 mm’lik petri kab1 i¢inde
olusturuldu. Birinci ve ikinci damla 200 pl’lik SCS 1 soliisyonundan ve ii¢linci,
dordiincii, besinci damlalar 200 pl’lik SCS 2 soliisyonundan olusturuldu. Cézdiirme
islemi i¢in 6n hazirlik bittiginde ¢ozdiiriilecek olan SSV damlalarini tagiyan kriyotiip,
stv1 azot tankindan ¢ikarilip hizli bir sekilde sivi azot dolu olan strafor kopiik kutu

icerisine alind1.

SSV yontemi ile ¢ozdiirme isleminde SSV damlalarini tastyan kriyotiipiin
kapag1 acgilarak kriyotiipiin i¢indeki damlalar, aliiminyum folyo ile kaplanan metal
kiip tizerine aktarildi. SSV damlaciklarinin metal kiip tlizerinden alinip SCS 1
damlasma aktarilana kadar damlacigin havada gecirdigi siire yaklasik 5 sn kadardi.
Oositleri igceren SSV damlari, sogutulmus pens ile tutulup birinci damladaki SCS 1
soliisyonuna aktarilarak karistirildi (Sekil 3.12). Coziilen oositler hemen ikinci
damladaki SCS 1 soliisyonu i¢ine alinip karistirilarak 3 dk bekletildi. Daha sonra
oositler, sirastyla tiglincii, dordiincii ve besinci damlalardaki SCS 2 soliisyonlarinda
karistirilarak yikama islemi yapildi. Cozdiiriilen oositler, manipiilasyon medyum
damlasma aktarilarak tiim oositler ¢ozdiriilinceye kadar (yaklasik 30 dk) etiivde

bekletildi. SSV ¢6zdiirme yonteminin sematize hali sekil 3.13’de gosterildi.

Sekil 3.12. SCS 1 damlasina aktarilmis SSV damlacigi (a), SCS 1 damlasinda
karigtirilarak ¢oziinen SSV damlacigi (b) ve SCS 1 damlasinda ¢bziinen oositlerin
modifiye pastor pipetiyle alinmasi (c).
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Sekil 3.13. SSV yonteminin ¢dzdiirme sematigi.

3.3.4. In Vitro Maturasyon

Ortas1 kuyucuklu petri kabinin kuyucuk kismina 100 pl’lik maturasyon
medyum damlas1 hazirlandi1 ve iizeri mineral yag ile kaplanarak caligmadan 1 giin
once CO2’li etlivde ekilibrasyona birakildi. Calismaya baslamadan hemen oOnce
kuyucuklu petrinin dis alaninda maturasyon medyumundan toplamda 7 damla (her
biri 100 pl) olacak sekilde damlaciklar hazirlandi. Karsilikli duran 3 adet maturasyon
damlasinda 9-12 adet oosit 3 kez yikand1 (Sekil 3.14. a). Yikanan tiim oositler, tek
bir maturasyon damlasinin iginde toplandi. Toplanan oositler (yaklasik 18-23 adet
oosit) modifiye pastor pipeti yardimi ile 6nceden hazirlanmis olan kuyucuk i¢indeki
100 pl’lik maturasyon medyum damlasi i¢ine yiiklendi (Sekil 3.14. b). In vitro
maturasyon islemi, oositlerin %5 CO;’li atmosferik ortamda, maksimum nemde,
38.5°C 1s1da olan karbondioksitli etiiv iginde, mineral yag ile kaplanmis maturasyon

medyumunda 22 — 24 saat boyunca inkiibe edilmesiyle yapildi.
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Sekil 3.14. Oositlerin maturasyon medyumunda yikanmasi (a) ve yikanan oositlerin
IVM damlasina aktarilmasi (b).

3.3.5. Maturasyon Kriterlerinin Degerlendirilmesi

Maturasyon degerlendirilmesinde oositlerde kumulus ekspansiyonunun ve
perivitellin boslukta polar body’nin goériilmesi olmak iizere 2 maturasyon Kriteri

dikkate alinmustir.
- Kumulus Ekspansiyonunun Degerlenderilmesi

Calismada kumulus ekspansiyonu degerlendirilmesi Kobayashi ve ark.’nin
(1994) bildirdigi gibi 0 derece,1 derece, 2 derece olmak lizere degerlendirilmistir.
Immatiir oositlere kiyasla morfolojik bir degisim goriilmeyen oositler 0 derece,
kumulus hiicreleri genislemis olup hiicreler arasindaki baglarin goreceli olarak hala
sik1 olan oositler 1 derece, kumulus hiicreleri daha ¢ok genisleyerek homojen sekilde

yayilan oositler 2 derecede kumulus ekspansiyonu olarak kabul edildi.

-Polar Body’nin Belirlenmesi

Calismada IVM’ e tabi tutulan oositler, 100 pl manipiilasyon medyumu (%1
CS igeren TCM199) eklenen gode igine almmistir. Gode igindeki oositler, 7-8 dk
boyunca yiiksek hizla vortekslenerek (Bio Vortex V1, BIOSAN) kumulus
hiicrelerinden soyuldu. Soyulan oositleri i¢eren manipiilasyon medyumu, pastor

pipeti yardimiyla manipiilasyon medyumunu igeren 90 mm’lik petri i¢ine aktarildi ve
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oositler yikanarak yeni manipiilasyon medyumu i¢ine aktarildi. Oositlerin her biri
pastor pipeti yardimiyla dondiiriilerek perivitellin boslugunda polar body atan
oositler pozitif (PB+), polar body atmayan oositler negatif (PB-) ve dejenere olan

oositler olarak siniflandirildi. Oositler, morfolojik yonden incelenerek not edildi.

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler Excell programinda tablo haline getirildikten

sonra Minitab ve SPSS18 programinda Ki-kare tesri ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismada mezbahada kesilen 139 inekten 277 adet ovaryum saglandi ve
toplam 2346 folikiil tespit edilerek 2128 folikiil aspire edildi. Kaliteli oosit sayis1 827
(% 75.39), kalitesiz oosit sayist 270 (% 24.61) olmak {izere toplam oosit sayis1 1097
idi. Ovaryum basina ortalama folikiil sayis1 8.47 ve ortalama aspirasyon sayist 7.68
olarak bulundu. Aspirasyon basarist % 51.55 olarak belirlendi. Ovaryum basina elde
edilen ortalama oosit sayis1 3.96 ve ortalama kaliteli oosit sayis1 2.99 idi. Calismada
kullanilan inek, ovaryum, folikiil ve folikiil aspirasyon sayilar1 tablo 4.1.’de verildi.
Calismada kullanilan toplam oosit, kaliteli, kalitesiz ve ¢calismaya dahil edilen kaliteli

oosit sayilari tablo 4.2.” de verildi.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan inek, ovaryum, folikiil ve folikiil aspirasyon sayilari.

Inek Ovaryum Folikiil Folikiil Aspirasyon

Sayisi Sayisi Sayisi Sayist
Vitrifikasyon
137 1239 1076
Gruplari
Kontrol Grubu 70 140 1107 1052
Toplam 139 277 2346 2128

Tablo 4.2. Calismada kullanilan oosit sayilari.

Toplam  Kaliteli Kalitesiz Calismaya Dabhil

Oosit Oosit Oosit Edilen Kaliteli Oosit
Sayis1 Sayis1 Sayis1 Sayis1
Vitrifikasyon
535 419 116 300
Gruplar1
Kontrol Grubu 562 408 154 150
Toplam 1097 827 270 450
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4.1. Vitrifikasyon ve Cozdiirme Sonrasi Elde Edilen Bulgular

OPS vitrifikasyon soliisyonlarma (OVS 1 ve OVS 2) aktarilan oositlerde hizl
bir sekilde dehidrasyon gozlendi. SSV birinci adim vitrifikasyon soliisyonuna (SVS
1) aktarilan oositlerde ¢ok yavas bir sekilde dehidrasyon gozlenirken, SSV ikinci
adim vitrifikasyon soliisyonuna (SVS 2) aktarilan oositlerde hizli bir sekilde
dehidrasyon gozlendi. Oositler, OVS 1 ve SVS 1 vitrifikasyon soliisyonlarinda
manipiile edilirken herhangi bir sorunla karsilagilmadi. OVS 2 ve SVS 2
vitrifikasyon soliisyonlarina aktarilan oositler, soliisyon yiizeyine c¢iktigi igin
soliisyonlar ile karistirilmasinda giigliikkler yasandi. Oositlerin  vitrifikasyon
soliisyonlarinda kalma siiresi ¢ok onemli oldugundan dolay: her bir OPS payeti ve
SSV damlas1 igine 2-4 oosit yiklenildi. SSV damlaciklart sogutulmus pens
yardimiyla kriyotiip igerisine konulurken metal sogutulmus pensi tutan parmaklar
soguktan hasar gordii. SSV damlacigi metal kiip lizerine damlatildiginda damlanin
birka¢ parcaya ayrildigi ve metal kiipiin tizerinden siv1 azot i¢ine diistiigli gozlendi.
Bu durum vitrifikasyon islemini zorlastirdi. Ciinkii ¢ok kii¢iik damlalar sivi azot
icerisinde gozden kagarsa damlanin igindeki hiicreler kaybedilebilir ve sivi azot

icerisindeki damlanin alinmasi, vitrifikasyon islemini daha da zorlastird:.

Cozdirme islemi icin sivi azottan ¢ikarilan OPS payetlerinin ve SSV
damlaciklarinin cam halini koruduklar1 goriildii. Co6zdiirme soliisyonuna aktarilan
SSV damlaciklarinda ve OPS payetlerinde bulutlanma goriiniimii olusmadig1 ve cam
halinde kaldiklar1 belirlendi. OPS payetinden ve SSV damlasindan alinan dehidre
oositler, ¢ozdiirme soliisyonlarinda yavas bir sekilde normal goriiniimlerine

dondiler.

4.2. Maturasyon Sonrasi Elde Edilen Bulgular

Maturasyon sonrasinda oositler, stereomikroskop altinda ilk olarak kumulus
ekspansiyonlar1 bakimindan incelendi. OPS grubunda (n= 146) 118 (%80.82) oosit 2
derecede, 22 (%15.07) oosit 1 derecede ve 6 (%4.11) oosit ise 0 derecede kumulus
ekspansiyonu gosterdi. SSV grubunda (n= 144) 113 (%78.47) oosit 2 derecede, 20

(%13.89) oosit 1 derecede ve 11 (%7.64) oosit ise 0 derecede kumulus ekspansiyonu
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gosterdi. Kontrol grubunda (n= 150) 144 (%96.00) oosit 2 derecede, 4 (%2.67) oosit

1 derecede ve 2 (%1.33) oosit ise 0 derecede kumulus ekspansiyonu gosterdi.

Yapilan istatistiki degerlendirmede OPS ve SSV gruplar1 arasinda 6nemli derecede

bir fark bulunmadi (p>0.05). OPS ve SSV gruplari, kontrol grubuna gére 6nemli

derecede diisiik bulundu (p<0.001). Kumulus ekspansiyonunun derecelerini gosteren

oositler, sekil 4.1’de ve gruplardaki kumulus ekspansiyonu dagilimlar: ise tablo 4.3

ve sekil 4.2° de yer almaktadir.

Tablo 4.3. Maturasyon sonrasi gruplardaki kumulus ekspansiyon bulgulari. Ayni
situnda farkli harfler ile gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli derecede
farklidir (p<0.001).

Gruplar

Kumulus Ekspansiyon Degerlendirilmesi

Kumuluslarin
soyulmasinda

olusan kayiplar (%0)

OPS
(n=146)
SSV
(n=144)
Kontrol
(n=150)

2 Derece (%)

118 (80.82) a

113 (78.47) a

144 (96.00) b

1 Derece (%) 0 Derece (%)

22 (15.07)

20 (13.89)

4 (2.67)

6 (4.11)

11 (7.64)

2 (1.33)

8 (5.48)

10 (6.94)

13 (8.67)
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Sekil 4.1. Ug farkli derecedeki kumulus ekspansiyonunun degerlendirilmesi. (a) 0
derece: Immatiir oositlere kiyasla morfolojik bir degisim gdzlenmedi, (b) 1 derece:
Kumulus hiicreleri genisledi, fakat hiicreler arasindaki bag hala goreceli olarak
sikiydi, (c) 2 derece: Kumulus hiicreleri daha ¢ok genisleyerek homojen sekilde

yayildi.

%4
M 2 Derece M 2 Derece
M 1 Derece M 1 Derece
i 0 Derece L4 0 Derece
Kontrol
%3 %1
H 2 Derece
M 1 Derece
L4 0 Derece

Sekil 4.2. Gruplardaki kumulus ekspansiyonu dagilim grafigi.

Maturasyon sonrasinda kumulus hiicreleri soyulan oositler, steromikroskop
altinda polar body varligi ve oositin morfolojik durumu (Sekil 4.3.) incelendi.

Tamamen kumulus hiicreleri soyulan oositler modifiye pastor pipeti yardimiyla
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dondiiriilerek polar body varligi incelendi. SSV ve OPS grubunda zona pellusida

kirilmas1 saptanmadi.

Sekil 4.3. Perivitellin boslugu normal sekilde olusmus ve bu bosluga polar body atan
matiir oosit (a), perivitellin boslugu c¢ok genislemis oosit (b), ooplazmasi elips
seklinde olan oosit (), heterojen ooplazma goriiniimlii oosit (d).

Tablo 4.4. Maturasyon sonrasi gruplardaki polar body bulgulari. Ayni siitunda farkli
harfler ile gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli derecede farklidir (p<0.001).

Polar Body Atan  Polar Body Atmayan  Dejenere Oosit

Gruplar Oosit Sayist (%) Oosit Sayist (%) Sayis1 (%0)
OPS (n=138) 32 (23.19) a 96 (69.56) a 10 (7.25) a
SSV (n=134) 28 (20.90) a 95 (70.90) a 11 (8.20) a

Kontrol (n=137) 108 (78.83) b 25(18.25) b 4(2.92) a
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OPS SSV

HPB+ HPB+

M PB- M PB-

i Dejenere i Dejenere
Kontrol

%3

HPB+
M PB-

i Dejenere

Sekil 4.4. Gruplardaki polar body ve dejenerasyon oranlarmin grafigi.

Incelenme sonrasinda OPS grubunda (n= 138) 32 (% 23.19) adet oositin polar
body attigi, 96 (% 69.56) adet oositin polar body atmadigi ve 10 (% 7.25) adet

oositin dejenere oldugu belirlendi.

SSV grubunda (n= 134) 28 (%20.90) adet oositin polar body attigi, 95 (%
70.90) adet oositin polar body atmadig1 ve 11 (% 8.20) adet oositin dejenere oldugu
belirlendi.

Kontrol grubunda (n= 137) 108 (%78.83) adet oositin polar body attigi, 25
(% 18.25) adet oositin polar body atmadigr ve 4 (% 2.92) adet oositin dejenere
oldugu belirlendi.

Yapilan istatistiki degerlendirmede OPS ve SSV gruplar1 arasinda 6nemli
derecede bir fark bulunmadi (p>0.05). OPS ve SSV gruplari, kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede diisiik bulundu (p<0.001). Gruplardaki polar body ve dejenerasyon
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oranlar1 dagilimlar1 tablo 4.4 ve sekil 4.4’ de yer almaktadir. Maturasyon oncesi
immatiir oositlerin, maturasyon sonras1 kumuluslar1 ekspanse olan ve polar body atan

oositlerin goriintimii sekil 4.5°de gosterilmistir.

Sekil 4.5. Maturasyon dncesi immatiir oositlerin goriiniimii (a), maturasyon sonrasi
kumulus ekspansiyon goriiniimii (b), kumulus hiicreleri soyulan ve perivitellin
bosluga polar body atan oositlerin goriiniimii (c).
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5.TARTISMA

Yavas dondurma yontemiyle dondurulan oositlerdeki bagar1 orani,
embriyolardaki basar1 oran1 kadar yiiksek bulunmamasi nedeniyle arastirmacilarin
vitrifikayon yontemine olan ilgisi artmistir. Fakat immatiir ve matiir oositlerin
kriyobiyolojik ozellikleri nedeniyle vitrifikasyon yonteminde de sorunlarla
karsilagilmistir. Bu sorunlardan en 6nemlisi, matiir oositlerde kromozomlarin tizerine
dizilen ig ipliklerinde hasar meydana gelmesidir. Kromozomlarin daha kromatin
halinde ve germinal vezikiil igerisinde olan oositlerin dondurulmasi, bu hasarin

oniine gecmek i¢in bir secenek olusturmaktadir (Kuleshova ve Lopata, 2002).

Aspirasyon yonteminde 18 G’lik ignelerin kullanilmasi, oositlerin toplanma
esnasinda kumulus hiicrelerinin zarar gérmemesi i¢in onerilmektedir (Bols ve ark.,
1996). Duran (2000), aspirasyon yOnteminde aspire edilen folikiillerin % 30-
60’indan oosit toplanabilecegini ifade etmektedir. Un ve Kiipliilii (2005), sigirlarda
2-7 mm’lik folikiilleri aspire ederek % 93.3’lik aspirasyon basarisina ulasmislardir.
Arastirmacilar ovaryum basmna diisen ortalama folikiil sayisim1 5.11 ve ovaryum
basina elde edilen ortalama oosit sayisini ise 4.7 olarak bulmuslardir. Cetin (2004),
aspirasyon yontemiyle % 30.72 oosit aspirasyon basarisina ulagmistir. Arastirmaci
ovaryum basina ortalama elde edilen aspirasyon sayisini 11.29, ovaryum basina elde
edilen oosit sayisini 3.47 ve ovaryum basina elde edilen ortalama kaliteli oosit
sayisini 2.41 olarak bulmustur. Calismamizda aspirasyon basaris1 % 51.55, ovaryum
basina diisen ortalama folikiil sayis1 8.47, ovaryum basma elde edilen ortalama
aspirasyon sayist 7.68, ovaryum bagina elde edilen ortalama oosit sayis1 3.96 ve
ovaryum bagima elde edilen ortalama kaliteli oosit sayis1 2.99 olarak belirlendi. Bu
calismada folikiillerin % 51.55’inden oosit elde edilerek Duran’a (2000) benzer,
Cetin’in (2004) bildirdigine gore nispeten yiiksek oran, Un ve Kiipliilii’niin (2005)
bildirdigine goére ise nispeten diisilk oran bulunmustur. Calismalardaki bu oran
farklari, mevsim, beslenme gibi birgok faktorlere bagli olan ovaryumlardaki folikiil
popiilasyonu farkliliklarindan ve kisisel el manipiilasyonundaki degiskenlikten dolay1

oldugu diistiniilmektedir.
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Wu ve ark. (2017b) 6 oositi, Yu ve ark. (2016) 3-5 oositi, Chen ve ark. (2014)
5-7 oositi, Hyttel ve ark. (2000) 2-4 oositi OPS payeti igerisinde vitrifiye etmislerdir.
Sripunya ve ark. (2014) 5 oositi, Liang ve ark. (2012) 20-30 oositi SSV damlas1
icerisinde vitrifiye etmislerdir. Calismamizda ise 2-4 adet oosit hem OPS payetinin
icerisinde hem de SSV damlasmin igerisinde vitrifiye edildi. Boylece oositler
rahatlikla vitrifikasyon soliisyonunda karistirildi  ve oositlerin  vitrifikasyon
soliisyonunda kalma siiresi asilmadan OPS payetine yiiklenerek sivi azot igerisine
daldirild1 veya SSV damlacig1 olusturularak metal kiip tizerine damlatildi. Oositlerin
cok kisa siire (20-30 sn) igerisinde, vitrifikasyon soliisyonuyla yeterince
karigtirilmalar1 ve vitrifikasyon soliisyonuna maruz kalma siiresinin agilmamasi i¢in
az sayida oositin kullamilmasi, vitrifikasyon i¢in avantaj olusturabilecegi
diistiniilmektedir. Aksi halde OPS vitrifikasyonunda daha fazla oositin (> 7 adet
oosit) dondurulmasi, kisa siire igerisinde oositlerin vitrifikasyon soliisyonuyla
karistirilmas1 ve oositlerin OPS payetine ¢ekilmesi islemlerini giliclestireceginden
dolay1 oositlerde toksik hasarlarin olusabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 nedenlerden
dolay1 SSV vitrifikasyonunda da az sayida oosit (< 7 adet oosit) kullanilmasi,

vitrifikasyon i¢in avantaj saglayacag diistiniilmektedir.

Mitokondrinin birincil islevi, motilite, hiicresel homeostazin korunmasi ve
hiicre sag kaliminin diizenlenmesi gibi normal fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli
olan ATP'yi olusturmaktir (Fu ve ark., 2009). Vitrifikasyon sonrasinda hasar goren
mitokondri, yag asidi metabolizmasin1 ve ATP iiretim yetenegini azaltir, boylece
oositlerde lipid damlaciklarinin birikmesine yol agar. Qositlerin yiiksek
kriyoprotektan konsantrasyonlarma maruz kalmasi, kortikal graniillerin erken
salinimint tetikleyerek vitrifikasyon sonrasinda oosit canliligini disiirdiigii ve zona
pellusidanin sertlesmesine neden oldugu bildirilmistir (Diez ve ark., 2005; Carroll ve
ark., 1990; Hurtt ve ark., 2000). Calismamizda kortikal graniil dagilimi incelenmesi
ve IVF yapilmadi. Bununla birlikte arastirmacilarin yaptigi ¢alismanimn sonuclarina
paralel olarak, yiiksek kriyoprotektana maruz kalan OPS ve SSV grubundaki
oositlerin maturasyon bulgularma dayanarak kontrol grubundaki oositlere gore

canlilik oranlar1 diisiik bulundu.
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Vitrifikasyon sonrasinda oosit kalitesini etkileyebilecek bir faktor,
kriyoprezervasyon oOncesinde oosit etrafindaki kumulus hiicrelerinin varligr veya
yoklugudur (Mahmoud ve El-Sokary, 2013). Germinal vezikiil evresindeki oositlerin
donma kabiliyetinin diisiik oldugu ve preovulatuar oositlerin kriyoprezerve edilmesi
icin ¢ok az girisimde bulunuldugu bildirilmistir (Miyake ve ark., 1993). Nandi ve
ark. (1998), matiir buffalo oositlerinin vitrifiye edilmeksizin fertilizasyon sirasinda
kumulus hiicrelerinin eksikliginden etkilenerek morula ve blastosist oranlarinin daha
diisiik oldugunu gozlemlemistir. Tharasanit ve ark. (2009),vitrifikasyon &ncesinde
kumulus hiicrelerinin soyulmasinin, hem immatiir hem de matiir vitrifiye edilen at
oositlerinde, oosit morfolojisi {izerinde zararli bir etkiye sahip oldugunu
gozlemlemistir. Vitrifikasyon oncesinde at oositlerinden kumuluslarin soyulmasinin,
mayotik yetenegin, M II i§ ve kromatin kalitesinin diigmesine neden oldugu
bulunmustur. Bununla birlikte Zhang ve ark. (2009), kumulus hiicreleri olan veya
olmayan vitrifiye matiir koyun oositlerinin hayatta kalma oranlarinda higbir fark
olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismanim aksine, Bogliolo ve ark. (2007), kumulus
hiicreleri olmadan vitrifiye edilen immatiir koyun oositlerinin kumulus hiicreleri
olanlara gore anlamli derecede daha yiiksek bir hayatta kalma ve mayotik
maturasyon orani gosterdiklerini ve iki grup arasimmda 1§ ve kromatin
organizasyonunda higbir farklilik olmadigmi goézlemlemistir. Zhou ve ark. (2010),
GV agsamasindaki sigir oositlerini kumulus hiicreleriyle vitrifiye ettiginde, kismen
soyulan oositlere gore fertilizasyon sonrasinda embriyo gelisimi daha yiiksek
oldugunu fakat M II asamasindaki sigir oositlerinin vitrifikasyonunda kumulus
hiicrelerinin her hangi bir etkisinin olmadigini1 bildirmistir. Kumulus hiicrelerinin
uzaklastirilmasi, MPF aktivitesini arttirarak metafaz asamasina gegisini ve kortikal
graniillerin dagilimini hizlandirdig1 goriilmiistiir. Purohit ve ark. (2012), immatiir ve
matiir ke¢i oositlerinin vitrifikasyonu {izerine kumulus hiicrelerinin etkilerini
incelemiglerdir. Vitrifiye edilen kumulus hiicreli immatiir keci oositleri, soyulan
immatiir oositlerine gore maturasyon oranlarmnin yiiksek ve fertilizasyon oranlarinin
benzer oldugu bildirilmistir. Vitrifiye edilen matiir oositlerinde ise fertilizasyon
oranlarinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Arastirmacilar, vitrifiye edilen immatiir
oositlerin matiir oositlere gore fertilizasyon oranlarmm Onemli derece yiiksek

oldugunu goézlemlemistir. Im ve ark. (1997), dondurulup ¢ozdiiriilen kumuluslu
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immatiir sig1r oositlerinin, soyulan oositlere gére IVM sonrasinda M II’e ulasan oosit
oraninin 6nemli derece yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Miyake ve ark., (1993)
vitrifiye edilen kumuluslu immatiir fare oositlerinin, soyulan immatiir oositlere gore
daha yiiksek canlilik oranina sahip oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar,
kumulus hiicrelerinin dondurma swrasinda oosit igine giren kriyoprotektani
yavaslattigini, fazla miktarda kriyoprotektanin girmesiyle olusabilecek toksik hasar1
Onledigini, kriyoprotektanin ¢ikarilmasi sirasinda sismeye bagli olan ozmotik hasari
engelledigini ve bu yilizden vitrifiye edilecek oositin kumulus hiicreleri ile kaph
olmasi1 gerektigini bildirmislerdir. Park ve ark. (2001), matiir fare oositlerinde,
Dinnyes ve ark. (2000), matiir sigir oositlerinde, kumulus hiicreleriyle birlikte
vitrifiye edilmesinin daha basarili sonuglar elde edilmistir. Dhali ve ark. (2000),
oositin ¢evresinde siki sekilde birbirlerine bagli olan kumulus hiicrelerinin EG ve
DMSO’nun yeterli miktarda oosit igine girmesine engel olabilecegini bildirmistir.
Calismamizda ise en az 3 kat kumulus hiicreleriyle ¢evrili olan oositler kullanildi.
Miyake ve ark.’nin (1993), bildirdigine benzer sekilde, ¢ozdiirme sirasinda oositler
asir1 sekilde sismeden normal goriinlimlerine kavustugu gozlemlendi. Oositlerin siki
bir kumulus hiicreleriyle kapli olmasi ve oositlerin kisa siirelerde (OPS i¢in 20 sn,
SSV i¢in 25-30 sn) kriyoprotektana maruz kalmasi, Dhali ve ark.’nin (2000) da
bildirdigi gibi oosit igine yeterli kriyoprotektan girmesine engel olabilecegi ve

bundan dolay1 hasarlar meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.

Goud ve ark. (2000), PROH kullanarak yavas dondurma yOntemiyle
dondurulan insan oositlerinde kumulus ekspansiyonunun olustugunu ve bu
ekspansiyonun, dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda, oositin biiziilmesine ve sismesine
bagli olarak kumulus hiicreleri arasindaki baglarin zarar goérmesi nedeniyle
olusabilecegini bildirmistir. Hurtt ve ark. (2000), EG ve OPS ile vitrifiye edilen at ve
sigir oositlerinde ¢ozdiirme sonrasit kumulus hiicrelerinin ekspanse oldugunu ve bu
ekspansiyonun kumulus-oosit arasindaki gap junction gibi baglantilarin hasar
gérmesinden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Arastirmacilar kriyoprotektana
maruz kalan oositlerde, diizensiz kortikal graniil dagilimmin oldugunu da
bildirmistir. Cetin (2004), klasik payet ile sigir oositlerinin vitrifikasyonu sonrasinda
sadece DMSO grubunda kumulus dagilmasmin meydana geldigini, EG ve karma

(EG+DMSO) grubunda ise kumulus dagilmasinin meydana gelmedigini
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gbzlemlemistir. Arastirmaci ¢ézdiiriilen oositlerin IVM sonrast kumulus ekspansiyon
oranlarmm EG grubunda % 93.52 (130/139), DMSO grubunda % 78.62 (114/145),
karma grubunda % 87.76 (165/188), kontrol (vitrifiye edilmeyen) grubunda ise %
95.14 (98/103) oldugunu bildirmistir. Kobayashi ve ark.’nin (1994), in vitro
maturasyon ¢alismasinda LH + FSH grubunda % 99.2 (118/119) oraninda kumulus
ekspansiyonu gozlemlemistir. Calismamizin IVM sonrast kontrol grubunda % 96
kumulus ekspansiyon oraniyla, Kobayashi ve ark.’nin (1994) IVM c¢aligmasinin LH
+ FSH grubundaki ve Cetin’in (2004) kontrol grubundaki kumulus ekspansiyonu
oranina benzer bulunmustur. Calismamizin [IVM sonras1t EG-DMSO kullanilan OPS
grubunda % 80.82 kumulus ekspansiyon oraniyla, Cetin’in (2004) EG+DMSO
grubuyla benzer ve EG kullanilarak SSV grubunda % 78.47 kumulus ekspansiyon
orantyla, Cetin’in (2004) EG grubundan diisiik bulunmustur. Cetin’in (2004)
calismasidan diisiik olmasi, kumulus-oosit arast baglarin hasar gérmiis olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Mevcut caligmalar zona kiriginin esas olarak ¢ozdiirmeye bagli olduguna dair
kanit saglamaktadir. Kriyomikroskobik ¢aligmalar, -110°C'nin altindaki sicakliklarda
sivi kanallarim tamamen katilasmasindan ve c¢Ozdirme smrasindaki ani sicaklik
degisiminden dolay1 termal olarak uyarilan mekanik bir stresin meydana geldigini
bildirmektedir. Cozdiirme esnasinda ortaya ¢ikan ani sicaklik degisimi, sivi
kanallarinda kirilmalara neden olmaktadir (Subramaniam ve ark., 1990).
Subramaniam ve ark. (1990), ¢6zdiirme isleminde payetlerin direk su banyosunda
¢ozdiirilmeden oOnce havada bekletilmesinin  bu durumu engelledigini
bildirmektedirler. Cetin (2004), ¢6zdiirme isleminde payetleri 5 sn havada
beklettiginde EG grubunda 2 oositte, DMSO grubunda ise 3 oositte zona kirilmasina
rastlarken, karma grubunda bdyle bir duruma rastlamamistir. Caligmamizda SSV
damlaciklarinin ve OPS payetlerinin sivi azottan ¢ikarilip ¢ozdiirme soliisyonuna
aktarilincaya kadar havada gecen siire 5 sn idi. Her iki vitrifikasyon yonteminde
¢ozdiiriilen oositlerde zona kirtlmasmin gériilmemesi, Cetin (2004) ve Subramaniam
ve ark.’nin (1990) bulgularin1 desteklemektedir. Bu yiizden OPS payetlerini ve SSV
damlaciklarm1 ¢ozdiirmeden Once havada kisa siire gecirmesinin avantaj

olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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Sharma ve Purohit (2008), immatiir buffalo oositlerini 4.5 M EG, 5.5 M EG,
4.5 M DMSO ve 5.5 M DMSO olmak tizere 4 farkl grupta 0.5 M siikroz ve DPBS’
dan olusan vitrifikasyon soliisyonu kullanarak OPS payetlerinde vitrifiye etmislerdir.
IVM sonrasinda oositler orsein boyasi ile boyanarak incelendiginde 4.5 M EG
grubunda % 29.41, 5.5 M EG grubunda % 39.13, 4.5 M DMSO grubunda % 25.55,
5.5 M DMSO grubunda % 36.04 ve kontrol grubunda ise % 63.36 oraninda M |l
asamasina gelmis oosit elde edilmistir. Hurtt ve ark. (2000), immatiir sigir oositlerini
5 M EG, % 18 fikol, 0.5 M siikroz i¢eren vitrifikasyon soliisyonunu kullanarak OPS
payetlerinde vitrifiye etmislerdir. IVM sonrasinda oositler aseto-orsein boyasi ile
boyanarak incelendiginde OPS grubunda % 60 (18/30), kontrol grubunda ise % 77
(23/30) oraninda M II asamasma gelmis oosit elde edilmistir. Matsumoto ve ark.
(2001), immatiir sigir oositlerini % 40 EG, %18 fikol, 0.3 M siikroz igeren
vitrifikasyon soliisyonunu kullanarak EM grid ve naylon mesh icinde vitrifiye
etmislerdir. IVM sonrasinda oositler, aseto-orsein boyasi ile boyanarak M II oranlar1
EM grid grubunda % 20 (31/158), naylon mesh grubunda % 19 (24/128) ve vitrifiye
edilmeyen kontrol grubunda % 70 (252/362) elde edilmistir. Calismamizda M ||
oranlar1 incelenmemistir fakat polar body oranlariyla degerlendirildiginde, OPS
grubunda % 23.19, SSV grubunda % 20.90 oraniyla Hurtt ve ark. (2000) ve Sharma
ve Purohit’in (2008) 5.5 M EG ve 5.5 M DMSO gruplarina gore diisiik, Sharma ve
Purohit’in (2008) 4.5 M EG ve 4.5 M DMSO gruplarina ve Matsumoto ve ark.
(2001) gore benzer bulunmustur. Hurtt ve ark.’min (2000) bulgularindan farkli
Olmasmin nedeni, Hurtt ve ark.’nin (2000) vitrifiye ettikleri hacmin (2 pl)
calismamizda vitrifiye edilen hacme (OPS grubunda 5-10 pl, SSV grubunda 10-15
ul) gore daha kiigiik olmasi, sogutma oranini yiikseltebileceginden dolay1 oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte Hurtt ve ark.’nin (2000) fikol kullanmasmna da
bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Sharma ve Purohit’in (2008) bulgularindan farkl
olmasinin nedeni, Sharma ve Purohit’in (2008) vitrifiye ettigi hacmin (1-2 pl)
calismamizdaki hacme gore daha kiicik oldugundan dolayr kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Caliymamizdaki kontrol grubunda elde ettigimiz % 78.83 polar
body atma oraniyla degerlendirildiginde, Hurtt ve ark. (2000), Sharma ve Purohit
(2008) ve Matsumoto ve ark.’na (2001) benzer bulunmustur. Kontrol grubu IVM
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oranlarmin benzer olmasi, laboratuvarimizdaki in vitro maturasyon standardmin

sunulan ¢aligmalara benzer oldugu diistiniilmektedir.

Vajta ve ark.’nin (1998), vitrifiye edilmis sigir oositlerinin gelisim
kapasitesinin, klasik payet yontemine gore OPS kullanilarak gelistirilebilecegini
dogrulamaktadir. A¢ik uclu modifiye payetin ucu, kiigiik ¢apli ve ince bir ¢epere
sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Bu nedenle c¢ok kiiciik bir hacimdeki
vitrifikasyon soliisyonu ile OPS i¢inde tutulan oositler, klasik payete (2.500°C/dk)
gore daha hizli bir soguma ve 1sinma oranma (teorikte 20.000°C/dk 'lik bir oran)
erigirler (Rall ve Fahy, 1985; Vajta ve ark., 1998) ve iglere zarar veren Kritik
sicakligr (15°C ila -15°C) hizla gegebilir (Martino ve ark., 1996b). Sharma ve
Purohit (2008) OPS payetini direk ¢ozdiirme soliisyonunda ¢ozdiiriilmesinin kritik
sicaklik araligmi hizli gegmesini sagladigmi, klasik payetin su banyosunda
cozdiiriilmesinin 1se kritik sicaklik araligmin gecilmesinde OPS’ye gére daha uzun

stire aldigmi bildirmistir.

Wu ve ark. (2017b), immatiir sigir oositlerini OPS payetlerinde, % 20 EG +
% 20 DMSO + % 17.1 siikroz igeren vitrifikasyon soliisyonunu kullanarak sivi azot
ve % 17.5 EG + % 17.5 DMSO + % 17.1 siikroz igeren vitrifikasyon soliisyonunu
kullanarak sivi helyumda vitrifiye etmislerdir. Arastirmacilar IVM sonrasi oositlerin
polar body atma oranlarmin sivi azot grubunda % 48 (123/258), sivi helyum
grubunda % 51 (134/263) ve vitrifiye edilmeyen kontrol grubunda ise % 73.2
(178/250) oldugunu bildirmislerdir. Yu ve ark. (2016), immatiir sigir oositlerini OPS
payetlerinde, % 20 EG + % 20 DMSO + 0.5 M siikroz iceren vitrifikasyon
soliisyonunu kullanarak sivi azotta ve sivi helyumda vitrifiye etmislerdir.
Aragtirmacilar IVM sonrasi oositlerin polar body atma oranlarinin sivi azot grubunda
% 43.4 (133/306), siv1 helyum grubunda % 52.8 (172/326) ve vitrifiye edilmeyen
kontrol grubunda ise % 75 (224/299) oldugunu bildirmislerdir. Chen ve ark. (2014),
immatiir si81ir oositlerini OPS payetlerinde, % 20 DMSO + % 20 EG + 0.5 M siikroz
iceren vitrifikasyon soliisyonunu kullanarak sivi azot ve sivi helyumda vitrifiye
etmiglerdir. Arastrmacilar IVM sonrasi oositlerin polar body atma oranlarmnim sivi
azot grubunda % 42.6 (108/247), s1v1 helyum grubunda % 50.6 (147/292) ve vitrifiye
edilmeyen kontrol grubunda ise % 69.5 (192/271) oldugunu bildirmiglerdir. Cetin
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(2004), immatiir s1g1r oositlerini % 40 EG / % 20 EG+ % 20 DMSO/ % 40 DMSO
olmak iizere 3 farkli kriyoprotektan ile 1 M siikroz kullanarak payet icinde vitrifiye
etmistir. Arastirmaci, IVM sonrasinda polar body atma oranlarinin EG grubunda %
31.65 (44/139), EG+DMSO grubunda % 13.30 (25/188), DMSO grubunda % 7.59
(11/145) ve vitrifiye edilmeyen kontrol grubunda ise % 74.76 (77/103) oldugunu
bildirmistir. Calismamizdaki OPS grubunda % 23.19, SSV grubunda % 20.90
oraninda polar body atilmasiyla, Wu ve ark. (2017b), Yu ve ark. (2016) ve Chen ve
ark.’na (2014) gore disiik, Cetin’in (2004) EG grubuyla benzer, Cetin’in (2004)
EG+DMSO ve DMSO gruplarindan yiiksek bulunmustur. Wu ve ark. (2017b), Yu ve
ark. (2016) ve Chen ve ark.’nin (2014) bu orami yiiksek bulmasi, vitrifiye edilen
hacmin ¢ok kii¢ciik olmasindan ve kriyojen olarak sivi azottan daha yiiksek sogutma
hizi1 saglayan sivi helyumun kullanilmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
Cetin’in (2004) bu oram diisiik bulmasi, ¢calismamizda klasik payete gore daha
yliksek sogutma orant saglayan OPS payetini ve SSV damlaciklarmi
kullandigimizdan kaynaklandig: diisiintilmektedir. Calismamizdaki kontrol grubunda
% 78.83 oraninda polar body atilmasiyla, Wu ve ark. (2017b), Yu ve ark. (2016),
Chen ve ark. (2014), ve Cetin’e (2004) gore benzer bulunmustur.

Vitrifiye oositlerin gelisim kabiliyetindeki azalma, ozmotik hasara ve
Kriyoprotektanlarin toksik etkilerine bagl olabilir. Buna ek olarak, kromozomlar ve
diger sitoplazmik yapilar tizerinde zararh etkilerinin olma olasiligi géz ardi edilemez,
clinkii bu tiir etkiler fare (Van der Elst ve ark., 1988) ve insan (Pickering ve ark.,
1990 ve Park ve ark., 1997) oositlerin kriyoprezervasyonu sirasinda gosterilmistir.
Donma ve ¢6zdiirme isleminin, hiicre i¢i lipidlerde fiziko-kimyasal 6zelliklerinde
degisimi indiikledigi bilinmektedir (Isachenko ve ark., 2001; Kim ve ark., 2001) ve
bu degisimlerin sonucunda meydana gelen hasarlar, oositin gelisimsel yeterliligini
korunmasini engelleyebilir. Donma sirasinda kriyoprotektanlarin koruyucu etkilerine
ragmen kriyoprotektan konsantrasyonu, zaman ve sicakliga bagl olarak toksik etkili

olabilirler (Fahy ve ark., 1990).

Sripunya ve ark. (2014), immatiir sigir oositlerini % 20 DMSO, % 20 EG, 0.5
mol/1 siikroz iceren vitrifikasyon soliisyonunu kullanarak kriyotop (CT) ve SSV ile

vitrifiye etmislerdir. CT ve SSV gruplari, sitokalasin B uygulanan (CB+) ve
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uygulanmayan (CB-) olarak iki alt gruplara ayrilarak vitrifikasyon ydntemleri
lizerine sitokalasin B’nin etkisi arastirilmistir. IVM sonrasinda aseto-orsein ile
boyandiginda, polar body ve metafaz plagi goriilen oositler, M Il asamasi olarak
kabul edilmistir. Arastirmacilar degerlendirmede CT (CB+) grubunda % 57 (81/142),
CT (CB-) grubunda % 58 (88/151), SSV (CB+) grubunda % 63 (83/132), SSV (CB-)
grubunda % 60 (83/139), kontrol grubunda ise % 81 (113/140) oraninda M |l
asamasina gelmis oosit elde etmislerdir. Liang ve ark. (2012), immatiir buffalo
oositlerini % 20 DMSO, % 20 EG, 0.5 mol/l siikroz i¢eren vitrifikasyon soliisyonunu
kullanarak CT ve SSV ile vitrifiye etmislerdir. CT ve SSV gruplar1 iizerine
sitokalasin B’nin etkisi arastirmak amaciyla vitrifikasyon yontemlerini sitokalasin B
uygulanan (CB+) ve uygulanmayan (CB-) olarak iki alt gruplara ayrilmistir. IVM
sonrasinda aseto-orsein ile boyandiginda, polar body ve metafaz plagi goriilen
oositler, M II asamas1 olarak kabul edilmistir. Arastirmacilar degerlendirmede CT
(CB+) grubunda % 22 (23/106), CT (CB-) grubunda % 32 (35/110), SSV (CB+)
grubunda % 13 (11/88), SSV (CB-) grubunda % 23 (21/91), kontrol grubunda ise %
55 (60/109) oraninda M II asamasima gelmis oosit elde etmislerdir. Calismamizda M
IT plag1 incelenmemistir fakat polar body oranlariyla degerlendirildiginde, OPS
grubunda % 23.19, SSV grubunda % 20.90 oraniyla Sripunya ve ark.’na (2014) gore
diisiik, Liang ve ark.’na (2012) gore benzer bulunmustur. Sripunya ve ark. (2014)
bulgularindan farkli olmasmnm nedeni, CT (< 0.1 pl) ve SSV (2 ul) gruplarinda
vitrifiye edilen hacimlerin ¢alismamiza gore ¢ok kii¢iik olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda OPS ve SSV vitrifikasyon yontemlerinde kullanilan
vitrifikasyon 1 soliisyonlarinda (OVS 1 ve SSV 1) oositler manipiile edilirken
herhangi bir sorunla karsilasiimadi. OPS ve SSV vitrifikasyon 2 soliisyonlarinin
(OVS 2 ve SSV 2) yogunlugundan dolay1 oositler soliisyon yiizeyine ¢ikt1 ve

oositlerin soliisyon ile karistirilmasinda giigliikler yasandi.

Kisa siirede OPS (20 sn) payetine ve SSV (30 sn) damlasina 2-4 00sit
yiiklenerek vitrifiye edildi. Bir¢cok yapilan OPS ve SSV calismalarinda 7 den az oosit
kullanilmigtir. Her iki yontemde az sayida oosit kullanilmasi, vitrifikasyon igin

avantaj olusturabilecegi diistiniilmiistiir.

Cozdirme islemi igin sivi azottan ¢ikarilan OPS payetlerinin ve SSV

damlaciklarin cam halini koruduklar1 ve bulutlanma gériiniimii olusmadig1 gorildii.

Maturasyon sonrasinda kumulus ekspansiyonu degerlendirildiginde OPS (%
80.82) ve SSV (% 78.47) vitrifikasyon gruplar1 arasinda onemli fark (p>0.05)
bulunmamistir. Vitrifikasyon gruplarmmin kumulus ekspansiyon oranlari, kontrol (%

96) grubuna gore 6nemli derecede (p<0.001) diisiik bulunmustur.

Cozdirme isleminde OPS payetleri ve SSV damlaciklarinin sivi azottan
cikarilip ¢Ozdiirme soliisyonuna aktarilincaya kadar havada gecgen siire 5 sn idi.
Maturasyon sonrasinda kumulus hiicrelerinden soyulan oositler incelendiginde, OPS
ve SSV gruplarinda zona pelusida kirilmasi goriilmemesi, onceki caligmalar1
destekler niteliktedir. Bu yilizden OPS payetlerini ve SSV damlaciklarini
cozdiirmeden Once havada kisa silire gecirmesinin avantaj olusturabilecegi

diistiniilmektedir.

Maturasyon sonrasinda perivitellin bosluga 1. polar body atilmasi
degerlendirildiginde OPS (% 23.19) ve SSV (% 20.90) vitrifikasyon gruplari
arasinda 6nemli fark (p>0.05) bulunmamistir. Vitrifikasyon gruplarinin polar body
oranlari, kontrol (% 78.83) grubuna gore Onemli derecede (p<0.001) diisiik

bulunmustur.
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Calismamizdaki OPS ve SSV gruplarinda 1. polar body atma oranlarmnin
diger calismalara gore diisiik olmasi, vitrifikasyon isleminde kullandigimiz hacmin
(OPS’de 5-10 ul, SSV°de 10-15 pl) diger ¢aligmalara (OPS ve SSV 1-2 ul) gore

yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, immatiir sigir oositlerinin OPS ve SSV vitrifikasyon
yontemleri ile vitrifiye edilebilecegi gosterilmistir. SSV yonteminde olusturulan
damlaciklar metal kiip iizerine damlatildiginda birkag¢ parcaya ayrilabildigi gézlendi.
Ayrilan damlalarin bazilar1 ise metal kiip lizerinden sivi azot igine diistii ve
damlalarin sogutulmus pens ile almarak kriyotiip igerisine konulmasi isleminde
giigliikler yasandi. Bu nedenlerden dolay1 OPS yontemi SSV yontemine gore daha
avantajli oldugu diisiiniilmektedir. Vitrifikasyon isleminin kolayligi ve giivenirligi

bakimmdan OPS yontemi 6nerilmektedir.

Son zamanlarda gelistirilen vitrifikasyon yontemlerinde sogutma oraninin
arttirllmas:1 hedeflenmistir. Sogutma oranini arttirmak amaciyla o6zellikle vitrifiye
edilen soliisyonun hacmi kiigiiltiilmiistiir. Vitrifikasyon sonuglarinin daha basarili
olmasi i¢in vitrifikasyonda kullanilan hacmin olabildigince kii¢iik olmasma (< 1 pl)
O0zen gosterilmesi Onerilmektedir. Bununla birlikte soguma oranmi arttirmak
amaciyla gelistirilen vitrifikasyon yontemlerinin kullanilmasi ile immatiir sigir

oositlerinde daha basarili vitrifikasyon sonuglar1 elde edilebilir.
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EKLER

Ek-1: 1ml Gentamisin i¢eren 1 It’lik % 0.9’luk serum fizyolojik

1 1t'lik % 0.9°luk serum fizyolojik

: Uriin Kodu ,
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
Sodyum Kloriir Sigma - 9gr
Saf Su (Saf H,0) - - 11t

FILTRASYON (+4 °C’ de siiresizce saklanabilir)

1 ml Gentamisin igeren 1 It’lik % 0.9’luk serum fizyolojik

: Uriin Kodu :
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
% 0,9” luk NaCl - - 11t
Gentamisin I. E. Ulugay Genta® 80 mg 1ml
Ek-2: 100 mI’lik manipiilasyon medyumu

. Uriin Kodu .
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 99 ml
CS Sigma-Aldrich C8056-500 ml 1ml

Ek-3: 10 mI’lik OPS Vitrifikasyon Soliisyonu 1 (OVS 1)

. Uriin Kodu .
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 6 ml
CS Sigma-Aldrich C8056-500 ml 2 mi
DMSO Sigma-Aldrich D4540-100 ml 1mi
EG Merck M100949.1000 1ml

Ek-4: 10 mI’lik OPS Vitrifikasyon Soliisyonu 2 (OVS 2)

. Uriin Kodu :
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 4 ml
CS Sigma-Aldrich C8056-500 ml 2 mi
DMSO Sigma-Aldrich D4540-100 ml 2 mi
EG Merck M100949.1000 2ml
Stikroz Sigma-Aldrich S7903-250 gr 1.7115 gr
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Ek-5: 10 mI’lik SSV Vitrifikasyon Soliisyonu 1 (SVS 1)

: Uriin Kodu ,
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 7.6 ml
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EG Merck M100949.1000 400 ul
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TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 4.5 ml
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Trehaloz Sigma-Aldrich T0167-100 gr 1.51332 gr
Ek-7: 10 mI’lik OPS Co6zdiirme Soliisyonu 1 (OCS 1)

. Uriin Kodu .
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 8 ml
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Ek-10: 10 mI’'lik SSV Cozdiirme Soliisyonu 2 (SCS 2)

: Uriin Kodu :
Kimyasal Madde Marka (Katalog No) Miktar
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Ek-12: FSH stok
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Bioniche Animal :
FSH Health Folltropin 1 flakon
Saf Su - - 80 ml
Ek-13: Na-piruvat Stok

, Uriin Kodu :
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TCM199 medyumu Sigma-Aldrich M2520-10x1 It 10 ml
Na-piruvat Sigma-Aldrich P4562-5 gr 0.055 gr
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Ek-14: Laboratuvar Kayit Formu

BURDUR MAKU REPRODUKTIF BiYOTEKNOLOJI
LABORATUVARLARI

LABORATUVAR KAYIT FORMU

01. Genel bilgiler:

02. Toplanan materyal protokol numaras:

03. Materyalin alindig1 tarih ve saat:

04. Materyalin laboratuvara getirildigi saat:

05. Materyali alan gorevli ve imzast:

06. Materyalin alindig1 mezbahane:

07. Kesilen hayvan sayist:

08. Ovaryumlarin laboratuvara getirilmesi:

() Uygun sartlarda; ( ) Uygun olmayan sartlarda

09. Diger ¢k bilgiler:

10. In vitro oosit eldesi :

11. Yontem:

() Oosit aspirasyonu; () Ovaryum dilimleme; () Follikiil diseksiyonu
12. Elde edilen ovaryum sayist1 : ( ) adet elde edildi.

13. Ovaryum tizerindeki follikiil sayist: ( ) adet; () adet aspire edildi.

14. Elde edilen oosit sayist:
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(

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

) adet kaliteli + () adet kalitesiz =

Diger ek bilgiler:

Oosit Dondurma:
Dondurma yontemleri:

) Yavas dondurma; () Vitrifikasyon;

Vitrifikasyon yontemleri:

) OPS; ( )SSV;
Dondurulan oosit sayist:

) adet OPS ; () adet SSV;
Oositlerin donduruldugu tarih ve saat:
Diger ek bilgiler:

Ositlerin dondurularak saklanmasi:

toplam (

(

Oositlerin s1v1 azot tanki icinde saklandig yer:

- OPS yontemiyle dondurulan ( ) adet oosit (

(alttaki / iistteki) biiyiik goblet i¢inde (

OPS payetlerinde saklanmaktadir.

alttaki biiyiik goblet icinde (

gbzde bulunan (

24. Oositler en az (

) adet oosit elde edildi.

) numarali kalisterde

) tarihli kiigiik gobletler iginde

- SSV yontemiyle dondurulan ( ) adet oosit (
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) numarali kalisterde
) numaral1 cryostore cane iizerinde alttan (

) tarihli godeler i¢inde saklanmaktadir.

) tarihine kadar s1v1 azot i¢inde saklanacaktur.



25. Oositlerin Cozdiiriilmesi:

26. Cozdiirme yontemleri:

() Yavas dondurma; ( ) Vitrifikasyon; ( )diger=> ...........

27. Vitrifikasyon sonrasi ¢ozdiirme yontemleri:

( )OPS; ( )Ssv; ( )diger=> ..............

28. Cozdiiriilen oosit sayist:

() adet OPS; () adet SSV; ( )diger=» ...........

29. Oositlerin ¢ozdiirtildiigii tarih ve saat :
( ) OPS; ( ) SSV

30. Dondurulup ¢6zdiiriilen oositlerin bulgular1 ve basar1 oranlart:

-OPS yonteminde () adet oosit saghkli; () adet oosit dejenere oldu.

-SSV yonteminde () adet oosit saghkli; () adet oosit dejenere oldu.

31. Diger ek bilgiler :

32. In vitro maturasyon :

33. Yontem: () standart IVM prosediirii () diger = .....................

34. IVM uygulanan oosit sayisi: OPS isleminden sonra ( ) adet
isleminden sonra ( ) adet + Vitrifiye edilmeksizin kontrol grubunda (

= Toplam ( ) adet oosite IVM iglemi uygulandi.

35. Oositlerin IVM medyumuna tabi kaldig siire: ( ) saattir.
36. Maturasyon bulgulart:

- OPS sonras1 IVM” e tabi tutulan

( ) adet oosit kumulus ekspansiyonu agidindan degerlendirildi.
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( ) adet oosit 0 Derece, ( ) adet oosit 1 Derece, ( ) adet oosit 2

Derecede kumulus ekspansiyonu goriildii.
() adet oosit kumulus hiicrelerinden soyulmasi i¢in vortekslendi.

( ) adet oosit vorteks esnasinda kaybedildi ve vorteks sonrasinda ( )

adet oosit elde edildi.
( ) adet oositin perivitellin bosluguna polar body atild:.
( ) adet oositin perivitellin bosluguna polar body atilmadi.
- SSV sonras1 [IVM’ e tabi tutulan
( ) adet oosit kumulus ekspansiyonu agidindan degerlendirildi.

( ) adet oosit 0 Derece, ( ) adet oosit 1 Derece, ( ) adet oosit 2

Derecede kumulus ekspansiyonu goriildii.
() adet oosit kumulus hiicrelerinden soyulmasi i¢in vortekslendi.

( ) adet oosit vorteks esnasinda kaybedildi ve vorteks sonrasinda ( )

adet oosit elde edildi.
( ) adet oositin perivitellin bosluguna polar body atild1.
( ) adet oositin perivitellin bosluguna polar body atilmadi.
- Vitrifiye edilmeksizin kontrol grubunda IVM’ e tabi tutulan
( ) adet oosit kumulus ekspansiyonu agidindan degerlendirildi.

( ) adet oosit 0 Derece, ( ) adet oosit 1 Derece, ( ) adet oosit 2

Derecede kumulus ekspansiyonu goriildii.
() adet oosit kumulus hiicrelerinden soyulmasi i¢in vortekslendi.

() adet oosit vorteks esnasinda kaybedildi ve vorteks sonrasinda () adet

oosit elde edildi.

() adet oositin perivitellin bosluguna polar body atild.
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() adet oositin perivitellin bosluguna polar body atilmada.

37. IVM basar1 orani:
- OPS sonras1 [IVM’ e tabi tutulan

() adet oositin maturasyonu saglandi.

(% ) oraninda IVM basar1 orani elde edildi.
- SSV sonras1t IVM” e tabi tutulan

( ) adet oositin maturasyonu saglandi.

(% ) oraninda IVM basar1 orani elde edildi.

- Vitrifiye edilmeksizin kontrol grubunda IVM” e tabi tutulan

( ) adet oositin maturasyonu saglandi.
(% ) oraninda IVM basar1 orani elde edildi.
38. Diger ek bilgiler:

39. SONUC:

40. IMZALAR:

Uygulamay1 Yapan
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Ad1 ve Soyadi : Sohret GULER

Dogum Yerive : Dinar 24.08.1989

Yih

Medeni Hali : Bekar

Yabana Dili : Ingilizce

Uyrugu : Tiirkiye Cumhuriyeti

Telefon No : 05067833635

Elektronik Posta : sohretguler89@gmail.com

Tletisim Adresi : Sirinevler Mahallesi
39018. Sokak No:9 D:7
Merkez/BURDUR

Egitim Durumu (Kurum ve Yil):

On Lisans: Selguk Universitesi, Karapmar Aydogan Meslek Yiiksekokulu, Hayvan
Yetistiricilgi ve Sagligi, 2008.

Lisans: Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, 2012.

Cahstign Kurum/Kurumlar ve Yil (Mesleki Deneyim):

1. 2014 yilh Temmuz aymda Bahgeci Fulya Tiip Bebek Merkezinde yapilan
calismalara 14 giin boyunca katilim sagladim.
2. 2015-2016 yillar1 arasinda “Kedilerde Gebelik Siirecinde Insiilin Benzeri Biiyiime

Faktorii (IGF) Ailesinin Uterusta Gen ve Protein Diizeyinde Arastirilmasi” isimli

Tiibitak Projesinde bursiyer 6grencisi olarak calistim.

3. 30.10.17-03.11.17 tarihleri arasnda TUBITAK MAM’da verilen‘Farelerde
Embriyo Manipiilasyonlari, Transgenik Fare Uretimi ve Sistem Biyolojisi’ konulu

egitim program sonucu katilim belgesi aldim.
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4. 2017-2018 yillar1 arasinda “Preterm Dogum Oncesi Maternal Magnezyum Siilfat
Tedavisinin Endotoksin ile Indiiklenmis Fetal Beyin Hasarini Onlemede Beynin
Farkli Bolgelerindeki Gebe Ke¢i Modelinde Arastirilmast” isimli Tiibitak Projesinde

bursiyer 6grencisi olarak ¢aligtim.

Yayinlan (SCI ve diger makaleler):

1. TVJD VII. Ulusal & 1. Uluslar aras1 Kongresi’ne katilim belgesi (12-15 Ekim
2017-Marmaris) (‘Sigir Oositlerinin Kriyoprezervasyonunda Giincel Yaklasimlar’

baslikl1 poster sunumu sunuldu.)
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