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OZET

ARI SUTU VE BUZAGI SERUMUNUN SIGIR OOSITLERININ
VITRIFIKASYONU VE OLGUNLASMASI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Bu calismayla amaglanan; seruma alternatif olarak diisliniilen ar1 siitliniin oosit
olgunlagtirmada kullanilarak, olgunlastirilan oositlerin OPS vitrifikasyon yontemiyle
dondurulduktan sonra canli kalma oranlarm1 ve fertilizasyon yeteneklerinin
arastirilmasidir.

Calismanin materyalini Antakya Belediyesi’ne ve 6zel bir kisiye ait iki farkli
mezbahaneye kesim icin getirilen Siyah-Beyaz Alaca sigirlara ait ovaryumlardan elde
edilen oositler olusturmaktadir. Oositler morfolojik olarak siniflandirilmislar ve kaliteli
olanlar in vitro olgunlastirma ortamina (TCM-199 + % 10 (v/v) FBS + % 0,625 (w/v)
ar1 siitii (ASS) + % 1,25 (w/v) an siitii (AS4) + FSH (5 pg/ml) + LH (5 pg/ml) + 50
IU/mL penisilin / 50 pg/mL streptomisin) aktarilarak, 38°C sicaklikta %5 CO2 li
atmosferde 22-24 saat inkiibe edilmislerdir. Oositler ters mikroskop (Olympus, CKX41)
altinda X40 oraninda biiyiitiilerek nukleer olgunlagmalari incelenmis ve ters mikroskoba
(Olympus, CKX41) bagl floresan 151k kaynagi ve UV filtre kullanilarak olgunlagsmalar
tespit edilmistir. Olgunlastirma ortamlarina ilave edilen ar siitiiniin kontrol grubunda
kullanilan seruma alternatif olabilecek Olcude oositlerin olgunlasmasi (K: % 77,8, AS4:
% 64,5 ve AS5: % 74,5) lzerine etkili oldugu goriilmiistiir (P>0,05). Ortama ilave
edilen ar1 siitii dondurulmus olgunlagsmayan oositlerin olgunlagsma oranlarin1 olumlu
yonde etkilemis (HYC+K: % 71,4 HYC+V: % 54,3 AS5+K: % 61,2 AS5+V: % 60,8)
fakat tespit edilen bu etki istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Ayrica ar1 siiti
vitrifikasyon sonrasi fertilizasyonu (AS5+K: % 54,7 ve AS5+V: % 62,5) olumlu sekilde
etkilemektedir.

Sonug olarak, ar siitii sigir oositlerinin olgunlastirilmas: ve fertilizasyonunda
seruma alternatif olma potansiyeline sahiptir. Ancak, ar1 siitiiniin oosit vitrifikasyonu
acisindan daha detayli arastirilmasina ihtiyag vardir.

2010, 56 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ar siitii, serum, sigir oosit olgunlagma, vitrifikasyon



ABSTRACT

EFFECTS OF ROYAL JELLY AND FETAL BOVINE SERUM ON THE
MATURATION AND VITRIFICATION OF BOVINE OOCYTES

Aim of this study was to explore the fertilization abilities and survival rates of
oocytes maturated using royal jelly and cryopreserved using OPS vitrification.

Oocytes, collected from the ovaries of Black-White cattles slaughtered in two
different slaughterhouses in Antioch. COC’s were assessed morphologically prior to
maturation and only oocytes with compact, non-atretic cumulus investment and evenly
granulated cytoplasm were selected for maturation. Selected oocytes were matured in
bicarbonate-buffered Medium 199 with Earle’s salts supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum or 0,625 % (w/v) honeybee royal jelly (RJ5) and 1,25% (w/v) honeybee
royal jelly (RJ4) in the presence of FSH (5ug/ml), LH (5ug/ml) and antibiotics (50
IU/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin sulphate) under a humidified atmosphere
of 5% CO, at 38 °C for 22-24 h.

Nuclear maturations of oocytes evaluated under inverted microscope at X40
zoom (Olympus, CKX41). Also, maturation rates evaluated using flourescent beam
source and UV filters. Findings indicated that royal jelly inclusion to maturation
medium has been shown to be an alternative in terms of maturation rate (C: 77,8%, RJ4:
64,5% and RJ5: 74,5%). Royal jelly inclusion to maturation medium did not
significantly effect vitrified immature oocytes maturation rates (HYC+C: 71,4%
HYC+Vitrification: 54,3% RJ5+C: 61,2%, RJ5+V: 60,8%), but tended to improve
oocyte maturation after vitrification. Also, fertilization rates following vitrification-
thawing were improved RJ5+C: 54,7% and RJ5+V: 62,5%) when royal jelly included
maturation medium.

In conclusion, royal jelly has the potential of being an alternative to the serum
for maturation and fertilization on cattle oocytes. However, its required to make detailed
researches on effect of royal jelly on oocyte vitrification.

2010, 56 pages

Keywords: Royal jelly, serum, cattle oocyte, maturation, vitrification
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1.GIRIS

Yardimei iireme teknikleriyle ilgili cesitli ¢aligmalar yapilmaktadir. [n vitro
olgunlastirma, fertilizasyon ve in vitro kiiltiir gibi yardimci iireme tekniklerinin hizla
gelismesi doku ve organlarin dondurulmasi tekniginin de ortaya ¢ikmasina ve
gelismesine olanak saglamistir. Ozellikle in vitro embriyo dretimi icin istenilen
zamanda oosit elde etmenin en uygun yolu oositlerin dondurularak depolanmasidir.
1949 wyilinda Polge ve ark., kryoprotektan olarak gliserol kullanarak, sperma
dondurmustur. Bu 6nemli gelismeyle birlikte hiicre, doku, organ ve organizmalarin
dondurularak korunmasini inceleyen bilim dali olan kriyobiyoloji ile ilgili ¢aligmalar ve
aragtirmalar hiz kazanmistir. Embriyo dondurulmasi da ilk olarak 1977 yilinda
Whittingham tarafindan fare embriyolarinin dondurulmasiyla yapilmistir. Oositlerin
dondurulmasi {izerine ilk ¢alismalar, fare ve hamster oositlerinin dondurulmasiyla
baglamistir (Martino ve ark., 1996). Vitrifikasyon, geleneksel yavas dondurmaya
alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmis ve memelilerde embriyolarin dondurulmasi
icin ilk kez Rall ve Fahy (1985) tarafindan kullanilmistir. Sigir embriyolarini
vitrifikasyonla dondurulmasi ilk olarak 1987 yilinda ger¢eklesmistir (Massip ve ark.,
1987). Vajta ve ark. (1998), modifiye payet sistemi (OPS) yontemiyle, Lane ve ark.
(1999), kryolop yontemiyle, Dinnyes ve ark. (2000), kati1 yiizey vitrifikasyon (SSV)
yontemiyle, Papis ve ark. (2000), mikro damlacik teknigiyle (MDS) ve Kuwayama ve
ark. (2005), kryotop teknigiyle, blastosist elde etmislerdir.

Oosit dondurmayla ilgili ¢esitli teknikler gelistirilmis olsa dahi, embriyo
dondurma kadar yaygin kullanilmamaktadir. Fakat oosit dondurma o&zellikle 1slah
acisindan embriyo dondurmaya goére daha avantajli olan bir yontemdir. Embriyo
dondurmayla saf gen kaynaklar1 korunamamaktadir. Ustiin genotipli hayvanlardan
alman oositlerin dondurulmasiyla, bu hayvanlardan elde edilecek yavru sayisi
arttirtlmakta, bu genlerin ileriki generasyonlara aktarilmasi daha daha kolay olmaktadir.
Biiyilikbas hayvanlarda yilda bir yavru alinabilmektedir. Bu da elde edilen yavru sayisini
sinirlamaktadir. Ayrica ¢esitli hastaliklar, infertilite gibi durumlar da yavru alimimi
tamamen sifirlayabilmektedir. Oosit dondurmayla bu sorunlarin oniine gecilebilmesi
mimkindir. In vitro ¢alismalar i¢in mezbahaneden alman oositlerin émrii kisadir ve

dejenere olduklar1 i¢in kullanllamama durumlart vardir. Toplanan oositlerin



dondurulmasiyla istenilen zamanda oosit temini miimkiin olabilecektir. Oosit
dondurmanin buna benzer pek ¢ok faydasi ve avantaji oldugu halde uygulamada bazi
problemler yasanmaktadir.

Oosit dondurmada kullanilan yontemler; gelencksel yavas dondurma (slow
freezing) ve hizli dondurma vitrifikasyondur (vitrification). Geleneksel bir yontem olan
yavas dondurmada, ¢ok pahali cihazlara gereksinim duyulmaktadir. Vitrifikasyon ise
daha az ekipmanla ve daha kisa zamanda yapilabilmektedir (Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Kroyoprezervasyon sonrasi oositlerin hayatta kalmasimi etkileyen iki faktor
vardir; Bunlar, morfolojik ve biyofiziksel faktorlerdir (Ledda ve ark., 2007). En 6nemli
biyofiziksel faktor, kroyoprezervasyon sirasinda hiicre i¢i buz kristallerinin olugmasi
(Mazur ve ark., 2005) ve ozmotik zarardir (Pedro ve ark., 1997). Bu =zararlar
azaltabilmek i¢in kullanilan Kkriyoprotektanlarin ¢esidi ve bunlara maruz kalma
strelerini 1yi ayarlamak gerekmektedir (Wani ve ark., 2004). Morfolojik faktorler ise;
oositin kalitesi, alinan hayvanin 6zellikleri, oositin mayotik boliinmenin hangi
safhasinda oldugu gibi faktorlerdir.

Oositler, implantasyon Oncesi embriyolara goére dondurulma sirasinda soguk
hasar1 denilen zarardan daha ¢ok etkilenmektedirler. Dondurma sirasinda ozellikle
plazma membrani zarar gdrmektedir (Arav ve ark., 1993). Bunun en 6nemli sebebi,
dondurma sirasinda olusan hiicre i¢i buz kristallerinin hiicreye geri doniisiimsiiz olarak
zarar vermesidir. Bu zararin olmamasi i¢in en uygun yontem vitrifikasyon teknigidir.
Vitrifikasyon sirasinda buz kristallerinin olustugu -5 ve -15 derecedeki sicakliklar ¢cok
cabuk gegilerek hizli bir sekilde dondurma saglanir. Ayrica kriyoprotektanlara maruz
kalma siiresi de kisa oldugu igin bunlarin toksik etkisi en aza indirgenir. Dondurma ve
¢Ozdiirme sirasinda hiicre i¢inde olusabilecek zararlari 6nlemek amaciyla cesitli
kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bu kimyasallara kriyoprotektan denilmektedir
(Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Oositlerin  dondurulmas1 ve ¢ozdiriildiikten sonra tekrar gelisimini devam
ettirebilmeleri, 6ncelikle oositin kalitesine, daha sonra da dondurma i¢in kullanilmakta
olan degisik koruyucularin uygun miktar ve oranda kullanilmalarina baglidir (Checura
ve Seidel, 2007). Halen yurutilen in vitro fertilizasyon (IVF) ¢alismalarinda optimum
sartlar, kullanilan kimyasal maddeler ve etkileri, uygulanabilecek teknikler tam olarak

kesinlik kazanmamis olup her gecen giin yapilan calismalar ile yeni gelismeler



saglanmaktadir (Pabugcuoglu ve Birler, 2007). In vitro embriyo Uretiminin
glinimuzdeki en 6nemli sorunu, embriyo kiiltiiri i¢in kullanilan ortamlarin kimyasal
igeriginin tam olarak belirlenememis olmasidir. Yapilan ¢aligsmalarda kiiltiir ortamlarina
serum ilave edilmesinin, oosit olgunlasmasi ve blastosist iiretimini olumlu yonde
etkiledigi fakat elde edilen embriyolarin kalitesinin ¢ok iyi olmadigi bildirilmistir
(Carolan ve ark., 1995; Van Langendonckt ve ark., 1996).

Gardner ve Lane (1999), serumun olumsuz etkisinin 6zellikle normal olmayan
blastosel formasyonunda, anormal mitokondri yapilanmasinda, diisiik hiicre sayisiyla ve
embriyo metabolizmasindaki anormalliklerle ortaya ¢ikmakta oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, serumdan kaynaklanan sebeplerle olgunlasan oositlerde yag damlalari
birikmekte ve bu damlalar vitrifikasyon sonucunda oositlerin zarar gérmesine neden
olmaktadir (Gardner, 1994).

Yapilan bu calismanin amaci; siir oositlerinin olgunlagtirma evrelerinde
kullanilan ve protein kaynagi olan seruma alternatif olarak ari siitii proteininin
kullanilmasimin saglanmasidir. Ayrica, bu calismada oosit olgunlastirilmasi sirasinda
seruma alternatif olarak kullanilan ar siitiiniin, olgunlasan oositlerin vitrifikasyonu ile

olusacak zararlara hangi oranda etkileyecegi belirlenecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Oosit kriyoprezervasyonu, son zamanlarda hizla gelisen ancak daha etkili
olabilmesi i¢in ¢ok daha fazla ¢alisma ve arastirmaya ihtiya¢ duyulan yardimci lireme
tekniklerinden birisidir. Oosit kriyoprezervasyonunu tam olarak anlayabilmek igin, disi
ureme sistemi (anatomi, hormonal kontrol), oosit olgunlagsmasi, dondurma yontemleri

ve diger faktorler hakkinda da yeterli bilgiye sahip olmak gerekmektedir.

2.1.Disi Ureme Sistemi Anatomisi

Disi lireme sistemi ovaryum, uterus, serviks, vajina ve vulvadan olusur.
Ovaryumun, oosit ve iki temel hormon olan 6strojen ve progesteron Gretimi gibi iki
temel fonksiyonu vardir. Ovaryumdan sonra huni bigiminde olan infindubulum baglar
ve burada ovidukt vardir. Ovulasyon oldugunda oosit infindubulum tarafindan 00sit
kanalina gonderilir. Ovidukt ayn1 zamanda fallop tlip olarak da bilinir. Burada canli
sperm mevcut ise dollenme gerceklesir. Oositin burada déllenme igin bekleyecegi siire
kisadir. Eger dollenme gerceklesmezse oosit dejenere olur. Embriyo ovidukttan uterus
boynuzuna tasinir. Burada fetal gelisim baglar ve bununla birlikte fetiisiin besinini
saglayan ve koruyan plasenta da gelisir. Serviks; ¢iftlesme sirasinda spermin girisini ve
dogum sirasinda yavrunun c¢ikisini kolaylagtirir. Bunun i¢in mukus salgist salgilanir

(Ball ve Peters, 2004).

2. 2. Uremenin Endokrinolojik Kontroli

Disi lireme sistemi sayisiz hormon salgilanan endokrin bezleri tarafindan kontrol
edilir. Bu salgilar glandiiler hiicreler tarafindan firetilir ve kan ve lenf sistemleri
araciligiyla viicudun gesitli bolgelerine iletilir (Gordon, 2003).

Disi iireme sisteminin en 0nemli hormonlarindan olan Gstrojen, graff folikiil
tarafindan tretilir. Ve ¢esitli fonksiyonlari vardir (Gordon, 2003).

1. Cinsiyet organlarinin gelisimi ve islevi



2. Ostrus doneminin baslamasi

3. Prepubertal diive ve postpartum ineklerin cinsel aktivitelerinin baglamasi

Progesteron, corpus luteum tarafindan salgilanir Ostrojenin salgilanmasini
baskilayarak, folikiil gelisimini durdurur. Progesteron dollenmis 0ositin yerlesebilmesi
icin uterusu hazirlar ve gebeligin devamini saglar (Gordon, 2003).

Ovaryumdan salgilanan hormonlar direk olarak hipofiz 6n lobundan salgilanan
GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) 1 etkisi altindadir. FSH ve LH hipofizden
salgilanir ve kan yoluyla ovaryuma gelir. FSH folikiil gelisimini ve islevini saglar. LH
ise ovulasyon sirasinda folikiiliin yirtilmasina ve corpus luteumun olugmasina yardim
eder. Ayrica protein hormonu olan prolaktin, thyrotrophin releasing hormone (TRH),
thyroid stimulating hormone (TSH) gibi hormonlarda disi iireme sisteminde etkileri
olan hormonlaridir. Bunlarin disinda Growth hormone (GH), Adrenocorticotrophic
hormone (ACTH) hormonlar1 da lireme sistemini dolayli olarak etkilemektedir (Ball ve
Peters, 2004).

2. 3. Oogenesis ve Folikulogenesis

Ovaryumlardan oosit {iretilmesi olayma oogenesis denir. Oogenesis ovum
olusumunu ve gelisimini ifade eder. Oogenesis ¢ogalma, biiylime ve olgunlasma
donemlerini kapsar. Spermatogenesis gibi surekli degildir, dongiiseldir. Oosit
gelisiminin oldugu bu dongiiye, ineklerde &strus siklusu denir. 20-21 gin
uzunlugundadir. Bu dongiide ovaryumda iki yapi1 olusur; folikiil ve corpus luteum
(Anonim, 2010).

Folikiilogenesis; folikiil olusumunu ve gelisimini ifade eder. Primer folikilden
preantral, antral ve en sonunda olgun yani Graff folikiile doniisiinceye kadar olan
devreyi kapsar. Ovulasyondan sonra folikil, corpus luteuma dontisir (Celik ve
Yildirim, 2010).



2. 4. In vivo Oosit Olgunlasmasi

Disi esey hiicreleri dogumdan 6nce c¢ogalir ve doguma kadar ¢ogalmasini
tamamlar. Dogduktan sonra sayisinda artis olmaz sadece biiyiirler. Ineklerde oosit
olusumu gebelik doneminde gergeklesir. Gebelik sirasinda birinci mayoz bolinmesinin
diyakinez asamasina gelir. Bu asamada mayoz bdliinme durur. Pubertaya ulaginca tekrar
mayoz boliinme baglar. Mayoz boliinmenin baslamasiyla primer oosit olusur, ¢evresi
folikiille sarilir ve zona pellusida meydana gelir. Primer oositin ¢evresindeki folikiil
hiicre sayisi artar, zona pellusida kalinlagir bu durumdaki folikiil sekonder folikiildiir.
Daha sonra tersiyer folikile ve en sonunda da en olgun devre olan Graff folikile
doniistir. Graff folikiiliin zamanla biiyiimesiyle primer oosit de kiimiiliis oosit kompleks
seklinde folikiil i¢inde mayozun birinci devresini gegerek sekonder oosite doniisiir.
Sekonder oosit de mayozun ikinci asamasini gecerek polar cisimcigini atar ve
olgunlasarak fertilizasyona hazir hale gelir (Anonim, 2010).

Olgunlasma, oogenesis ve follikiilogenesis olgusunun bir evresidir. Olgunlagma,
oositlerin fertilizasyon oncesi diploid olan (2n) kromozom sayilarini haploide (n)
indirecek bir mayoz bélunme sirecini gecirmeleri ve bu béliinmeyle paralel seyreden
bir organel reorganizasyonu ile fertilizasyon yetenegini kazanmalart olarak
aciklanmaktadir. Olgunlasmamis oositler, fertilizasyon yetenegi olmayan, ¢ekirdeginde
diploid sayida (2n) kromozam tasiyan oositlerdir. Fertilize olabilmeleri icin bir
olgunlasma periyodu gecirmeleri gerekmektedir. Oositlerin olgunlagsmasi, kromozom
sayilarini yariya indirecek iki mayoz boliinme (¢ekirdek olgunlagsmasi) ve bolinme
sonrast donemde ihtiyaci olan enerjinin iiretimi i¢in organel reorganizasyonunu

(sitoplazma olgunlasmasi) icermektedir (Un ve Kiiplli, 2005).

2.4.1. NUkleer Olgunlasma

Nikleer olgunlagsmada ¢ekirdegin yikimlanmasi (Germinal Vesicle Break-
Down-GVBD), ig olusumu ve kutup hiicresinin atilmasi olaylart goriiliir (Kupluli ve
Un, 2001). Cekirdek olgunlasmasi da denilir. Kromozomlar kutuplara dogru gekilerek

1g iplikgikleri olusur. Niikleer olgunlasma, her tiire 6zgii bir siirede (sigirlarda 24-48



saat, insanda 16-28 saat gibi) tamamlanmakta, durmasi veya duraksamasinin ise oositin
dejenere olmasina yol agmaktadir. Bagka bir tanimla, oositin Germinal Vezikiil (GV)
doneminden Metafaz-11 (MIl) ddnemine gecmesi demektir. Primer oosit iki mayoz
boliinme gegirerek olgunlasir. Ilk béliinmede iki hiicre olusur. Bunlardan ilki,
stoplazmaya sahip olan gergek oosit hiicresidir. Digeri ise stoplazmasi zayif fakat bazi
organelleri bulunan polar cisimciktir. Birinci polar cisimcigini atan oosit ikinci metefaza
gegmeye hazirlanir. Kromozomlar tekrar ekvatora toplanir. Oosit sirasiyla Metafaz-I
(MI), Anafaz-1 ve Telofaz-1 asamalarin1 gegirerek, birinci kutup hiicresini atarak oosit-11
adin alir. Ikinci mayozun tamamlanmasi spermatozon penetrasyonu ile gergeklesir. Bu
asamada ovulasyonla atilan oosit bir spermatozoidin zona pellusidaya tutunmasi ile
ikinci kutup hiicresini atar ve ovum adimi alarak ¢ekirdek olgunlagsmasini tamamlar.
Ikinci polar cisimin atilmas1 sonucunda haploid koromozoma sahip olgun bir oosit elde
edilmis olur (n=30) (Anonim, 2010; Kiiplilii ve Un, 2001; Akyol, 2006; Un ve Kupliil,
2005) .

2.4.2. Sitoplazmik Olgunlasma

Sitoplazmik olgunlagsmada ise oositin GV ddneminden MII’ ye kadar gecen
stiredeki yapisal degisiklikler s6z konusudur. Bu degisimler, oositin normal
fertilizasyonu, boliinmeye baslamasi ve blastosist safthasina kadar ulagsmasinda indirekt
olarak etkilidir. Sitoplazma olgunlagsmasinda, sitoplazma icerisinde yer alan
organellerde yer degistirme, farkli fonksiyon kazanma, sayilarinda degisiklik gibi
olaylar gozlenir ve g¢ekirdek maturasyonu ile es zamanl sekillenir ve dollenebilme
yeteneginin  kazanilmasinda ¢ekirdek olgunlagsmasinin  tamamlayicist  oldugu

belirtilmektedir (Shamsuddin ve ark., 1993; Ferreire ve ark., 2009).

2.5. In vitro Oosit Olgunlasmasi

Oositlerin aspire edildikleri follikullerin baydkltkleri, kimalus hicrelerinin
varligi, kimults-oosit komplekslerinin morfolojisi, oosit biiyiikligii, ovaryum kaynagi

(canli hayvan ya da mezbaha materyali), ovaryumlarin alindiklar1 hayvanlarin yas,



viicut kondiisyonlari, Ostrus asamasi ve gebelik durumu gibi faktorler sigirlarda
oositlerin in vitro olgunlagma basarisini indirekt olarak etkilemektedir.

Thompson (1997), oositlerin aspire edildikleri follikllerin buydkliklerinin
artmasimin olgunlasma basarisin1 olumlu etkiledigini bildirmis, Sirard ve Blondin
(1996), 2 mm'den kugcik ve 6 mm'den biyuk folliktllerden ve elde edilen oositlerin
olgunlagsma basarisinin yiiksek oldugunu belirtmistir. Shamsuddin ve ark., (1993) ile
Sirard ve Blondin (1996), kimdulus-oosit komplekslerinin morfolojisinin in vitro
maturasyon lizerine ¢ok etkili oldugunu bildirmis ve bu durumun kidmulls hiicrelerinin
oositin besin kopriisii olmasina baglamislardir.

In vitro olgunlasma, in Vvivo olgunlasmadan daha hizli seyreder. Inek
oositlerinden in vitro olarak embriyo elde edilmesi genellikle mezbahaneden toplanan
ovaryumlarin alinmasiyla gergeklesmektedir (KUpluli ve Un, 2001).

Oositlerin daha iyi oranlarda fertilize olabilmeleri ve embriyolarin daha sonraki
gelisimlerini garantileyebilmek igin olgunlagma ortamlarinin yapist oldukca 6nemlidir.
Bu nedenle oositin gerek sitoplazmik ve gerekse kromozomal olgunlasmay1
destekleyebilmek icin aminoasitler, mineral maddeler, vitaminler, proteinler, enerji
maddeleri ve cesitli hormonlar ile insiilin, epitel biiyiimeyi uyaric1 faktor (EGF) gibi
gelisimi destekleyici faktorlerin ortamda bulunmasi gerekmektedir. Olgunlastirma
amaciyla kullanilan ortamlar, sigir oositlerinin ikinci metafaza ulasmasini saglamakta,
ayn1 zamanda normal fertilizasyon gerceklestirebilecek yetenege ulasmasina ve embriyo
olustuktan sonra gosterdigi gelisim performansina da etki etmektedir (Akyol, 2006).

Oosit olgunlastirmak amaciyla, hormonlardan daha ¢ok FSH ve LH
kombinasyonu kullanilmaktadir (Galli ve ark., 2003). LH oositin gelisimine pek etkisi
olmamakla birlikte erken embriyonik gelisimi i¢in gerekmektedir. Nakagawa ve Leibo
(1997) tek basina LH’1n kullanildigi durumlarda maturasyon oraninin énemli diizeyde
arttigim1 - vurgulamigtir.  Kiiltiir ortamima katilan LH oositin besinsel ¢evresini
degistirmektedir. Olgunlastirma ortamina katilan FSH erken embriyonik gelisim
asamasinda, mayotik gelisimde ve fertilizasyonda etkili olmaktadir (Eyestone ve Boer
1993). Ostrojen ve progesteron FSH ve LH ile birlikte kullanilmaktadir ve olgunlasmay1
olumlu yénde etkilemektedir (Anonim, 2010).

Embriyo kiiltiiriinde, ortamda protein olmamasi durumunda istenmeyen degisik

tiirde metabolik aktiviteler ve gelisim yeteneginin diismesi gibi olumsuzluklar gbzlenir.



In vitro fertilizasyon protokollerinde en ¢ok kullanilan protein kaynagi sigir serumu ve
sigir serum albuminidir (BSA). Protein kaynagi olarak kullanilan maddeler, kullanilan
ortamlara degisik besin maddelerini, hormonlari, biiyiime faktorlerini, proteinleri ve yag
asitlerini birlikte saglayan en 6nemli unsurlardir. Potansiyel olarak serum, oosit ve
embriyo igin gerekli olan bircok besin maddesini icermekle birlikte huicre kilturd igin
kullanildiginda toksik etkileri oldugu bildirilmektedir (Maurer, 1992). Toksik etkilerin
ortaya ¢cikma sebebi olarak, serum elde edilirken uygulanan islemlerin (pihtilastirma)
serumda bulunan bazi maddelerin kimyasal yapisinda degisiklikler olusturmasi olarak
aciklanmistir. Serum kullaniminin grantiloza ve teka hucrelerinin luteinizasyonuna
sebep oldugu ve Ostrojen iiretimine zarar verdigi bildirilmektedir (Allegrucci ve Hunter,
2003). Buzagilardan, atlardan ve insanlardan elde edilen serumlar embriyo kiiltiirii
ortamlarinda besin maddeleri saglamasi amaci1 ile kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarda kiiltiir ortamlarina Buzagi Serumu (FCS) ilave edilmesi blastosist Uretimini
olumlu yonde etkiledigi fakat elde edilen embriyolarin kalitesinin ¢ok iyi olmadig:
bildirimektedir. (Van Langendonckt ve ark., 1996; Carolan ve ark., 1995). Gardner ve
Lane (1999) serumun olumsuz etkisinin Ozellikle normal olmayan blastosel
formasyonunda, anormal mitokondri yapilanmasinda, diisiik hiicre sayisiyla ve embriyo
metabolizmasindaki anormalliklerle ortaya ¢ikmakta oldugunu bildirmislerdir. in vitro
embriyo {iiretiminde serum kullanilarak elde edilen embriyolarin transfer edilmesi
durumunda ortaya ¢ikan diger bir 6nemli sorunda dogan yavrularin anormal derecede
biylk olmasidir (Thompson ve ark., 1995; Sinclair ve ark., 1998). Bu duruma serum
icerisindeki hangi spesifik faktor yada faktorlerin sebep verdigi belirlenmis degildir.
Ancak serumda yer alan blyume faktorleri, serbest radikaller, amonyak ve progesteron

gibi maddelerin bu duruma sebep verebilecegi bildirilmistir (Young ve ark., 1998).

2.6. An Siitiiniin Seruma Alternatif Olarak Oosit Ogunlastirilmasinda

Kullanilmasi

Arilar bal, propolis ve ar1 siitii gibi 6nemli {iriinleri insanlarin ihtiyaglarina
sunmaktadirlar. Ar siitii ana is¢i arilar tarafindan ar1 embriyolarinin beslenmesi amaci
ile tiretilmekte olan dogal bir iiriindiir. At siitii kimyasal icerigi bakimindan oldukca

besleyici bir yapida olup beyaz krem renginde eksimtirak tatta protein, karbonhidrat,
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degisik yag asitleri (kisa zincirli) ve mineral maddeler bakimindan zengin bir iiriindiir

(Schmidt ve Buchmann, 1992) .

Sekil 2.1. Ar siitiiniin dogal yolla tiretimi

Ar siitiiniin yapisinda degisik dogal hormonlar, vitamin A, B, C, D ve E oldukca
zengin miktarda mevcut olup tlim esansiyel aminoasitleri de iceren 20 den fazla amino
asit bulunmaktadir. Yasamin temel tas1 olan proteinlerin ar siitiinde bulunduklari
oranlar insanlardan elde edilen serumlardaki proteinlerde bulunan oranlara paralel
olarak bulunmaktadir. Bu 06zellik, oositlerin veya embriyolarin ar1 siitiindeki
maddelerden kiiltiir ortaminda kullanilmasi durumunda kolayca faydalanilabilecegini
gostermektedir. A siitiinlin 6nemli 6zellikleri arasinda viicutta zarar goren hiicre ya da
dokulart normallestirici ve tamir edici olmasi, seksiiel kapasitesiyi arttirmasi,
hastaliklara direnci arttirmasi, antioksidatif etkisi ile serbest radikallerin hiicre tizerinde
olusturdugu anormallikleri gidermesi, metabolizmay1 stimiile etmesi gibi 6zellikler yer
almaktadir. An siitlinde royalisin ve jellenies gibi antibiyotik 6zellige sahip maddeler
mevcut olup bakteriyel kontaminasyonlara karsi etkili oldugu bildirilmektedir (Fujivara
ve ark., 1990; Fontana ve ark., 2004).

Arn siitli, tireme ile ilgili degisik konularda denemek iizere kullanilmistir.
Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar ar siitii i¢ersindeki steroid yapidaki maddelerin
Ostrojen reseptorlerine baglanarak Ostrojenik aktivitelerin ortaya c¢ikmasina sebep
oldugunu bildirmektedir (Mishima ve ark., 2005). Koyunlarda yapilmis olan bir
senkronizasyon denemesinde progesteronla birlikte ar1 siitii kullaniminin kizginhig: ve

gebelik oranlarmi arttirdigi  bildirilmistir (Kridli ve ark., 2003). Ayrica, fare
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morulalarinin dondurulmasinda kullanilan koruyucular arasina ari siitii eklenmesinin

canlilik oranlarini arttirdig: bildirilmistir (Visintin ve ark., 2000).

2.7. Oosit Dondurma

2.7.1. Dondurma Mekanizmasi

Hiicrelerin ~ dondurulmasinda  suyun  biyolojik  formunun  degisimi
(transformasyon) s6z konusudur. Yani dondurma, suyun biyolojik olarak kristallesmesi,
sekil degistirmesi ile gergeklesir. Hiicrelerin dondurulma islemi sirasinda ekstraselliiler
soliisyon kendiliginden veya etkime (seeding) ile -5 ila -100 °C’ de kristallesir. Ancak
intraselliiler ortam hiicre membraninin etkisiyle heniiz donmamistir. S6z konusu olugum
sirasinda ekstraseliiler suyun buzlagsmasi nedeniyle ortamda bulunan maddelerin
yogunlugunda artis olusur. Bu durum kimi kimyasal maddelerin hiicre i¢inde ve disinda
farkli yogunlukta bulunmalarina yol acar. Meydana gelen farkli yap1 ya da denge
nedeniyle bir kisim sivinin hiicre disina ¢ikmasi (dehidrasyon) ile bu kez de hiicre
icinde bulunan bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda yiikselme meydana gelir ve
hiicre igerisinde de kristaller olusur. Agiklanmaya c¢alisilan olusumlar hiicrelerin
dondurulmasinda oldugu gibi ¢ozdiiriilmesinde de (ters yonde ve dekristalizasyon
halinde) sogutma hizinin etkisine bagli olarak az ya da ¢ok meydana gelir (Bucak ve
Tekin 2007).

Hiicre membran biitlinliigli ve normal yapisi hiicrenin metabolik fonksiyonlari
icin mutlak gereklidir. Normal viicut 1sisinda hiicre membran yapist lamelli, iki sirali
fosfolipit yapisinda ve dizilmis proteinlerden olusur. Ortamin 1s1 degisimleri (6zellikle
diisme) direk sdzkonusu membran yapisint etkilemesi (soguk soku) ile birlikte
metabolik olaylarda azalma, sapma, diisme, intraseliiler iyon ve molekiil kayiplarina yol

acar (Bucak ve Tekin, 2007) .
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2.7.2. Dondurma Y ontemleri

Oosit dondurmada kullanilan yontemler; geleneksel yavas dondurma (slow
freezing), hizli dondurma vitrifikasyon (vitrification) yontemleridir. Geleneksel bir
yontem olan yavas dondurmada, ¢ok pahali ve komplike cihazlara gereksinim vardir.
Vitrifikasyonda ise buz kristallerinin hig¢ sekillenmedigi vitr6z ya da camsi bir durum
yaratilarak, hiicrelerin, dokularin ve organlarin direkt olarak sivi azot igerisine

daldirilmasiyla dondurulmalar1 saglanmaktadir (Sagirkaya ve Bagis, 2003).

2.7.2.1. Yavas Dondurma

Gelencksel yavas dondurmayla ilgili ilk ¢alismalar Whittingham ve ark. (1972)
tarafindan yapilmistir. Embriyolar1 diigiik konsantrasyonlu (1-2 mol/L) hiicre zarindan
gecebilen kriyoprotektanlarla yavas bir sekilde sogutmus ve daha sonra sivi nitrojenle
dondurmustur (0,3-0,5°C/min). Bu metod daha sonra Mazur (1990) tarafindan
gelistirilmis ve su anda kullanilan haline donistiiriilmiistiir. Geleneksel yavag
dondurmada hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu engellemek ve ozmotik hasar1 en
aza indirgemek i¢in sicaklik disiisii yavas olmaktadir (Friedler ve ark.,1988). Burada
hicre icindeki su tamamen dehidre edilir. Bu yontemde seeding denilen uygulama
yapilir. Buna gore; hiicre igine niifuz eden diisiik molekiil agirliktaki kriyoprotektanlar
kullanilarak donma ve ¢ozdiirme sirasinda hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu
engellenir. Hiicre igerigi kriyoprotektanlarla dengelenerek sicakligin 0°C’nin altina
diistiigli durumlarda buz kristallerinin gelisimi, spesifik buz cekirdeklerini olusturan
proteinlerce baslatilir ve bu sekilde ani ve hizli sogumayla birlikte kendiliginden ve
kontrolsiiz bigimde buz ¢ekirdeklenmesinin sekillendigi donemde hizli dondurmanin
zararli etkilerini Onlenmis olur. Seeding geleneksel yontemle kryoprozervasyonda
¢Ozdiirme sonrasi oositlerin canlilig1 i¢in gereklidir ve bu sicakliklarin ¢ok dikkatli
gecilmesi gerekmektedir. Bu kiigiik buz kristallerinin hiicreye geri doniislimsiiz zarar
verecek olan blylk buz kristallerine donmemesi igin sicaklik dakikada en fazla 2°C
distiriiliir (Chen ve Yang, 2009; Cetin, 2004; Sagirkaya ve Bagis, 2003) .
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Ancak bu yontemde hiicreler, kryoprotektanlar olarak adlandirilan oositleri
dondurma ve ¢dzdiirme islemleri sirasinda soguk sokundan koruyan maddelerin toksik
etkisine uzun siire maruz kalmakta ve dondurma sirasinda intraselliiler buz
kristalizasyonu olusumundan dolay1r zona pellusidada kirilma, hiicre membranlar1 ve
iskelette bozulma ve metabolik bozukluklar meydana gelmektedir. Geleneksel yontemle
dondurulmus sigir embriyosundan ilk buzagi Wilmut ve Rowson (1973) tarafindan elde

edilmistir.

2.7.2.2. Vitrifikasyon

Son yillarda vitrifikasyon oosit dondurmada yavas dondurmaya alternatif olarak
kullanilmaya baslanmistir (Moussa ve ark., 2005; Hurt ve ark., 1999;)

Fiziksel olarak vitrifikasyon bir soliisyonun buz kristaline doniismeden diisiik
sicaklikla dondurulmasidir. Vitrifikasyon yontemi yliksek oranda kryoprotektanlarla
konsantre (% 40 ve daha yliksek) edilmis dolayistyla viskozitesi artirilmig vitrifikasyon
solusyonunda (kryoprotektan solusyonu) ve buz kristalizasyonunu 6nlemek i¢in hizli
dondurma (sogutma) oranlar1 (15,000-30,000°C/dakika) uygulanarak hicrelerin cam
benzeri bir yapida dondurulmasi islemidir (Uysal, 2007). Onceleri 0,25 ml lik payetlerin
direk siv1 azot icerisine daldirilmasiyla dakikada 2500°C/dk 1s1 diisiisii saglanmaktaydi.
Fakat bu sekilde zonada kirilmalar olusmutur ve bunu 6nlemek icin Kriyoprotektanlar
kullanilmistir.  Vitrifikasyon, yavas dondurmada olusan zararlari Onlemek igin
gelistirilmis bir yontemdir (Vajta, 2000). Yapilan c¢alismalarda, vitrifikasyonun
dondurma sirasinda sicakligin yavas diisiiriilmesi sonucu olusan buz kristalleri, ozmotik
zarar, Kkriyoprotektanlarin toksik etkisi, soguk zarar1 zona kirilmasi, intraselular
organellerin yapisal degisiklikleri hiicrenin iskelet yapisinda bozukluklar olusmasi gibi
sonuglar1 elemine ettigi bildirilmistir. Yavas dondurmanin tersine oositlerin kisa siirede
gergeklestirilen dehidrasyonundan hemen sonra intraselliiler ve ekstrasellller buz kristal
formasyonunu onlemek icin oositleri bulunduran payetler hemen sivi azota
daldirilmaktadir. Vitrifikasyon pahali aletlere, zaman ve isgilige ihtiyag olmadan
oositlerin - 196°C’daki sivi azota daldirilarak kolayca dondurulabildigi en son
teknolojidir (Uysal, 2007).
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Vitrifikasyonda sogutma ve 1sitma hizlari yiiksek oldugu i¢in kriyoprotektanlara
maruz kalma siiresi de azaldigindan bunlarin toksik etkisi giderilmis olmaktadir. Ayrica
oositler i¢in geri doniisiimsiiz zarar veren +15 ve -15 derece arasindaki sicakliklar gabuk
gecildigi i¢in buradaki zarar 6nlenmis olur (Tucker ve Liebermann, 2007; Vajta, 2000).

Vitrifikasyonun da c¢esitli yontemleri gelistirilmistir. Hiicrelerin vitrifikasyonu
ilk olarak 0,25 ml’lik payetlerde yapilmisken, daha sonralar1 yiiksek termal ileticiligi
olan cam mikropipetlerde (GMP), acik payetlerde (OPS) ve son yillarda gel loading tip
(GL-tip), cryoloop ya da cryotoplar igerisinde mikrodamlalarda dondurulmaktadir
(Uysal., 2007). Ayrica kati yiizey vitrifikasyonu (SSV) (Begin ve ark, 2002; Zhang ve
ark., 2009; Gupta ve ark., 2007), kapali1 payet istemi (CPS) (Chen ve ark., 2000) ve
elektron mikroskop 1zgaralari yontemleri de basariyla uygulanmistir (Martino ve ark.,
1996).

Drosophila melanogaster embriyolarinin vitrifikasyonunda elektron mikroskop
1zgarasinin (electron microscope grid) tasiyici arag olarak basariyla kullanilmasinin
ardindan (Mazur ve ark., 1992), Park ve ark. (1999), sigir oosit ve embriyolarmin da
vitrifike edilebilecegini gostermislerdir.

Kryotop metodu son zamanlarda yayginlagmis bir metottur. Bu yontemle yapilan
hemen hemen tiim c¢aligsmalarda yavas dondurmaya gore in vitro gelisim, gebelik ve
dogum oranlar1 agisindan ¢ok daha yiiksek basarilar elde edilmistir. Insan oositi iizerine
yapilan bir calismada % 89,2 oositlerde canlilik orani elde edilmis ve embriyo transferi
sonucunda % 56,5 oraninda gebelik elde edilmistir (Lucena ve ark, 2006).

Chen ve ark. (2000), yaptig1 bir ¢alismada OPS, CPS ve grid yontemlerinin
karsilastirilmasiyla; oositlerin canlilik oranlari, mayotik iglerin gordiigii zararlar ve
fertilizasyon yetenekleri test edilmistir. Yapilan bu calismanin sonucunda kullanilan
vitrifikasyon yontmelerinin iiciinde de yiiksek canlilik oranlari elde edilmistir. Bu
calismada CPS yontemiyle dondurulan oositlerde daha yiliksek canlilik orani elde
edilmistir.

Dinnyes ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen kati1 yiizey vitrifikasyonunda
(SSV) ise siv1 azot igerisine kismen batirilmig ve aliminyum folyo ile kaplanmis olan
metal cismin Uzerine oositleri igeren 1-2 ul’lik vitrifikasyon soliisyon damlalarinin
damlatilmasiile donma hizi daha da artirilmistir. Ulkemizde yapilan bir calismada

(Bagis ve ark., 2002), proniikleer donemdeki fare embriyolarina SSV ile vitrifiye edilip
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cozinduruldukten sonra pronikleer DNA mikroenjeksiyonu yontemi ile gen transferi
yapilmis ve transfer islemi sonucunda transgenik yavru fare elde edilmistir. Bu
yontemle ¢esitli hayvanlarin oosit ve embriyolarinin basar1 ile donduruldugu degisik
calismalarda bildirilmistir.

Yapilan baska bir calismada keg¢i oositleri SSV ve cryolop yontemleriyle
dondurulmus ve basarili sonuglar elde edilmistir. SSV yontemi teknikte biraz daha zor
oldugu i¢in uygulamada giigliik ¢ikabilmektedir (Begin ve ark., 2002).

OPS yonteminde icerisinde oosit bulunan vitrifikasyon solusyonundan 1pl
alinarak sivi nitrojene daldirilir (Vajta ve ark., 1998). Bu yontemde normal 0.25 ml’lik
payetler orta kisimlarindan sicak bir yiizey lizerinde 1sitilmis ve daha sonrasinda her iki
uctan cekilerek payetin uzamasi ve orta kismin incelmesi saglanmistir. Payetler orta
kisimdaki en ince noktadan jilet ya da benzeri bir kesici ile kesilerek vitrifikasyon
islemi icin hazir hale getirilmistir. Igerisinde embriyo ya da oositlerin bulundugu 1-2
ul’lik vitrifikasyon damlaciklar payetin dar ucunun yaklastirilmasi sonucunda kapiller
cekim etkisiyle payet igerisine alinmis ve direkt olarak sivi azot igerisine daldirilmustir.
Boylece, dakikada 20.000°C’nin iizerinde bir sogutma hizina ulasilmis ve sivi azotta
dondurma isleminden oOnce vitrifikasyon sollisyonu icerisinde bekleme siiresi
bakimindan da 30 saniyenin altina inilmistir (Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Kuleshova ve ark. (1999), OPS yontemiyle insan oositi dondurmus ve gebelik
elde etmiglerdir. Diger vitrifikasyon yontemleriyle ilgili ¢alismlalar yapilmis ve basarili
sonuclar elde edilmistir.

Kong ve ark. (2000), glass micropipettes (GMP) yontemiyle fare blastosisti
dondurmustur.

Biitiin bu yontemlerin ortak 6zelligi diisiik voliimlii soliisyonlarin alinmasi ve
dondurma sirasinda 1sinin ¢ok hizli bir sekilde diisiirtilmesidir. Cizelge 2.1. de bazi
vitrifikasyon yontemlerinin dondurma ve ¢ozdiirme sirasindaki 1s1 oranlart ve alinan

soliisyon volumu verilmektedir.
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Cizelge 2.1. Baz1 vitrifikasyon yontemlerinin karsilagtirilmast

o ) Volum Sogutma oram Isitma orani
Vitrifikasyon yontemleri
(uL) (°Cl/dk) (°Cl/dk)
0,25likpayetler (RallveFahy,1985) 25 2500 1300
OPS (Vajta ve ark. 1998) 1 16700 13900
Cryotop (Kuwayama ve ark2005) 0.1 23000 42100
Cryotip (Kuwayama ve ark.2005) 1 12000 24000

2.7.3. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢oziindiirme uygulamalari sirasinda hiicrelerde
olusabilecek zararlar1 Onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak
tamimlanmaktadir (Polge ve ark., 1949). Kryoprotektanlar hiicrenin dondurulmasinda
olusan soguk soku zararina, intraselliiler kristal olusumuna, ¢6ziim esnasinda
dekristalizasyona ve gelisen membransel destabilizasyona karsi koruyucu amagli olarak
kullanilir. Kryoprotektanlarin en 6nemli Ozellikleri, diisiik molekiiler agirliga sahip
olmalar1 ve toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda katildiklarinda olusmasidir. Hiicre
dondurma ortamindaki kryoprotektanlarin toksisitesini azaltmak ig¢in, hiicrelerin
kryoprotektanlara maruz kalma siiresinin kisaltilmast ve iki veya daha fazla
kriyoprotektan karigimi kullanilmasi gerekmektedir (Bucak ve Tekin, 2007).

Kryoprotektan maddeleri, hiicre membranindan niifuz edilebilme 6zelliklerine
gore iki gruba ayrilir (Sagirkaya ve Bagis., 2003; Anchamparuty, 2007; Bucak ve
Tekin, 2007 )

1- Hiicre zarindan gegebilen, yani hiicre igerisine niifuz edebilen, Permeabl
kryoprotektanlar

2- Hiicre zarindan ge¢emeyen, yani hiicre igerisine niifuz edemeyen, Permeabl

olmayan kryoprotektanlar.
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Hiicre zarindan gegebilme 6zelligine sahip kryoprotektan olarak gliserol, etilen
glikol, Dimetilstlfoksit (DMSQO) 1,2 propanediol, 2,3 butanediol, propilen glikol ve
diger bazi alkolleri Ornek olarak sayilabilir. Hiicre igerisine niifuz edebilen
kriyoprotektanlar diisiik molekiiler agirliga sahiptirler Koruyucu etkileri donma
esnasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu diizenleyip
protein yapilarim1 korumalar1 ve diislik sicakliklarin yarattift ozmotik biiziismeyi
azaltmalar1 ile olugmaktadir. Donmanin ger¢eklesmesinden once, ozmotik basing
farkindan dolayi, hiicreler igerisindeki sivi kriyoprotektan maddeler ile yer degistirir ve
bdylece hem hiicre hacmindeki degisiklikler azaltilarak hem de hiicreler igerisindeki buz
kristallerinin olusumu minimum diizeye indirilerek dondurma islemi sirasinda
hlcrelerin zarar gérmesi minimum duizeye indirilir (Sagirkaya ve Bagis., 2003).

Hiicre icine niifuz edemeyen kriyoprotektanlar ise, kendi aralarinda iki ayri
gruba ayrilabilir. Bunlar; hiicre icine niifuz edemeyen diisiik molekiil agirlikli
(glikoz,sukroz, rafinoz, galaktoz ve diger bazi sekerler) ve yiiksek molekiil agirlikli
(polivinil alkol; PVA, polivinil pirrolidon; PVP ve diger bazi polimerler)
kriyoprotektanlardir (Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Hiicre igine niifuz edemeyen diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlar donma
islemi siiresince sekillenen buz kristalleri olusumunu azaltan etkilerini, sogutmadan
once hucreleri dehidre ederek gosterirler (Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Hiicre icine niifuz edemeyen yiiksek molekiil agirlikli kriyoprotektanlar ise,
hlcrelerin dondurulmasi ve ¢oziindiiriilmesi sirasinda olusan buz kristallerinin sekil ve
biiyiikliiklerini  zararsiz olacak bicimde degistirerek etkilerini gosterirler. Bu
kryoprotektanlar, membranlarin sivi ve katyonlara kars1 permeabilitesinde artig yaparak,
ozmotik strese karsi hiicre membranlar1 esnek hale getirir. Ayrica, hiicrede
donma/¢oziinme esnasinda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltmaya g¢alisirlar. Bunlar,
makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir. Makromolekiillerinden en cok
kullanilanlar1  sunlardir: Polietilen glikol, ficoll, BSA, dekstran, mannitol ve
polivilinilprolidon, glukoz, slikroz, trehaloz ve raffinozdur (Sagirkaya ve Bagis, 2003;
Cetin, 2004).

1990’11 yillara kadar vitrifikasyon mediumunda kryoprotektan olarak DMSO,ve
gliserol kullanilirken, daha sonralar1 bunun yerini diisiik toksisiteli olmalarindan dolay1

1,2-propanediol, propilen glycol, ethylene glikol (EG) ve sukroz almistir (Park ve ark.,
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1999). Vitrifikasyon solusyonunda EG ilk kez Miyamoto ve Ishibashi (1978) tarafindan
kullanmistir. Etilen glikoliin molekiil agirligr (67,07g/mol ) gliserol (92,10g/mol ),
propilen glikol (76,10 g/mol ) ve DMSO (78,13 g/mol ) ile karsilastirildiginda daha
diisiiktiir ve oositler igin yiiksek dl¢iide permeabildir. EG solusyonu genellikle sukroz,
glukoz, fruktoz, sorbitol, trehaloz veya rafinoz gibi sekerlerle kombine edilerek
kullanilir. Sukroz ve trehaloz gibi en c¢ok tercih edilen disakkaridlerin molekiil
agirliklar1 biiylik olduklarindan hiicre i¢ine penetre olmazlar ve kombine edildikleri
diger kryoprotektanlarin solusyon i¢indeki miktarinin diisiiriilmesini saglayarak
toksisitelerini azaltirlar. Ayrica sukroz katildig1 ortamda ozmotik buffer olarak rol oynar
ve oositler lizerindeki ozmotik hasari azaltir (Uysal, 2007).

Porcu ve ark. (2001), yaptig1 bir ¢alismada oositlerde 1,5 M PROH ve 0,2 M
stikrozlu vitrifikasyon ortamiyla yapilan ¢alismada dondurma ¢6zdiirme sonrasi

% 59 canlilik orani elde edilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada siikroz orani
yuksek olan 0,3 M kriyoprotektana 15 dakika maruz birakilan oositlerde % 82 canlilik
elde edilmistir (Fabbri ve ark., 2001). Rall ve Fahy (1985), 8 hiicreli fare embriyolarini
yavag dondurma yontemiyle % 20,25 DMSO, % 15,5 asetamit ve % 10 propilen glikol
ve % 6 polietilen glikol kullanarak dondurma gergeklestirmisler ve basarili olmuslardir.

Ali ve Shelton (1993), 300 kriyoprotektan kombinasyonunu test ederek en uygun
ve en diisiik toksisiteye sahip solusyonlar1 olusturmak i¢in ¢alismislar yapmislar ve bu
sekilde 14 vitrifikasyon soliisyonu formiile etmislerdir. Chen ve ark. (2000), ise bu
formallerden 5,5 M EG ve 1,0 M siikroz kullanarak insan oositi dondurmus ve yavas
dondurmayla yiiksek canlilik orani elde etmistir.

EG diisiik toksisitesi ve hiicre membranindan kolayca gegebilme yeteneginden
dolay1 6nemli bir kriyoprotektandir ve oosit olgunlasmasini pozitif yonde etkilemektedir
(Cetin ve Bastan, 2006). Ama genelde kriyoprotektanlar karigtirilarak kullanilir ve
toksik etki azaltilmis olur.

Checura ve Seidel, (2007), yaptiklar1 ¢alismada in vitro kosullarda
olgunlagtirilmis oositler dondurulup c¢ozdiiriildiikten sonra fertilizasyona alinmis ve
daha sonra kiiltiir edilmistir. OPS y6netminin kullanildig1 bu ¢aligmada vitrifikasyon
sollisyonlarina makromolekiiller eklenmistir (BSA, Ficoll, PVP, and PVA) Calismanin
sonucunda  solisyonlara  makromolekillerin  eklenmesi uygun  goriilmiistiir.

Makromolekiilerinin eklendigi soliisyonda diger eklenmeyen soliisyona gore daha
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yiiksek blastosist orani elde edilmistir. Makromolekiillerinin tokssiteyi azalttigin1 ve
soguk zararmin bu sekilde engellenebilecegini bildirmislerdir (Checura ve Seidel,
2007).

2.7.4. Oositin Mayotik Devres

Oositlerin kriyoprezervasyondan sonra canli kalma durumunu etkileyen 6nemli
faktorlerden biri de oositin mayotik evresindeki gelisimlerdir. MII sathasindaki
oositlerde soguk zarar1 genelde mikrotiibiillerde ve mikroflamentlerde goriilmektedir.
olgun oositler bu sebepten dolay1 olgunlasmamis oositlere gore daha hassastirlar. Fakat
daha yiiksek embriyo elde edilmektedir. MII donemindeki oositlerde olusan mayotik
iglerin gordiigl zarar1 engellemek i¢in bazi arastirmacilar, GV ddneminde oositlerin

dondurulumasini uygun bulmuslardir (Kuleshova ve Lopata, 2003).

2.7.5. Soguk Zaran

Tek bir hiicre olan oosit ¢ok hiicreli olan embriyoya gore cevresel etkilere daha
cok duyarli oldugu i¢in oosit dondurma embriyo dondurmaya gore daha zordur. Oositte
bulunan zona pellusida gecrigenligi azalttigi i¢in Kriyoprotektanlarin ve suyun gegisi zor
olmaktadir bu da oosit dondurmay1 zorlagtirmaktadir. Kriyoprotektan ve suyun hiicrede
yer degistirmesini zorlastiran bir diger 6zellik ise diisiik ylizey hacmine sahip olmasidir
(Leibo, 1981)

Oositlerdeki sogutma zararlar, hiperozmotik stres, soguk soku stresi, ozmotik
biliziigme-sisme sonucu olugmaktadir. Hiperozmotik g¢evrenin yaratilmasinda ortam
pH’s1, selliller dehidrasyonda artis, hiicre membrani protein-lipit kompleksinin
zayiflamas1 6nemli yer tutar. Donma esnasinda, oosit ve embriyoda olusan koyu lipit
damlaciklarinin soguk soku hasartyla ilgili oldugu disiiniilmektedir. Oosit zarar ise,
sitoplazmanin ve sitoplazmik membranin fazla oranda lipit icermesinden dolay1 donma-
¢Oziinme islemine duyarli olmasindan kaynaklanmaktadir. Donma isleminde etkili en

onemli faktor hiicrede olusan ozmotik strestir. Donma sirasinda hiperozmotik ortam
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olusmasina ragmen, ¢oziim esnasinda kristalizasyonun ortadan kalkmasiyla bu ortam
azalmaktadir. Ozmotik stres, intra/ekstraselliiller ortamdaki ozmotik farktan ileri
gelmektedir. Bu ozmotik farkliligin hesaplanmasi, hiicreden hangi oranda suyun
uzaklagtirilmasinda 6nemlidir. Suyun uzaklastirilma orami ise dogrudan ortama
katilacak kryoprotektan yogunluguyla iliskilidir. Kriyoprotektanlarin ilavesi ortamin
hiperozmotik olmasina, hiicre membranindan igeriye girmesiyle hiicrede dehidrasyonun
sekillenmesine neden olmaktadir. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasinda hiicreler
tekrar sismekte ve isozmotik hacme ulagmaktadir. Bu tekrarlanan degisimler kritik
noktalar1 gectiginde, hiperozmosize bagl geri doniisiimsiiz membran yikimi olusur. Bu
durumun Oniine ge¢cmek i¢in ortama kademeli olarak kryoprotektanlarin ilavesi ve
oosit/embriyolarin permeabl olmayan kriyoprotektan igeren sivilarla muamele
edilmelerini gerektirmektedir (Bucak ve Tekin, 2007).

Mazur ve ark. (1990), ortaya attig1 iki faktdr hipotezine gore; hizli sogutma
zararl, hiicrede sekillenen kristallesmeyle ilgilidir. Yavas sogutma zarari ise hiicrenin
kryoprotektanlara uzun siire maruz kalmasinda ya da asir1 biiziismesinde olugsmaktadir.

Bu ¢alismada onemli bir protein kaynagi olan ar1 siitiiniin; oosit olgunlastirmada
seruma alternatif olabilecegi diisiiniilerek, oosit olgunlastirilmasina, dondurulmasina ve

fertilizasyona etkileri arastirilacaktir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

Aragtirmanin materyalini Antakya Belediyesi’ne ait mezbahaneye ve 6zel bir
mezbahaneye kesim icin getirilen Siyah-Beyaz Alaca olan sigir ovaryumlarindan elde

edilen oositler olusturmustur.

3.1. Materyal

3.1.1. Ar Siitiiniin Temini

Calismanm ilk boéliminde, faklltemizde mevcut olan kovanlardan veya
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni bolimii arilarindan ar1 siitleri
toplanarak, kimyasal igeriklerini (karbonhidrat, protein, yag asitleri, vitaminler ve
mineral maddeler) belirlemek amaci ile depolanmis ve oosit olgunlastirmada ari
siitlerinin degisik oranlar1 kullanilarak en uygun oran ve buna uygun protokoller

belirlenmesi hedeflenmistir.

3.1.2. Ovaryumlarin Laboratuara Getirilmesi

Mezbahanede kesilen sigirlardan, kesimden hemen sonra bir bigcak yardimi ile
alinan iireme organi iizerine bulunan ovaryumlar bir makas ile kesilmis, tizerindeki fazla
yag ve dokular alinarak, igerisinde 35-39 °C’ de fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

bulunan termos icerisine konulmusglardir.
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Sekil 3.1. Mezbahanede ovaryumlarin alinmasi

En fazla 5-6 saat igerisinde laboratuara getirilmislerdir. Ovaryumlar, 6nceden
hazirlanmig saf su (38°C) ile iyice yikanmiglar ve igerisinde PBS olan steril cam bir

behere alinarak 38°C etiive birakilmislardir.

Sekil 3.2. Laboratuara getirilen ovaryumlar
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3.1.3. Ooditlerin Elde Edilmesi

Mezbahaneden alinan ovaryumlardan oositler ¢esitli sekillerde elde edilir. Bu
yontemler;

Aspirasyon Teknigi: Pratik olugu icin en ¢ok kullanilan yontemdir. 18 veya 21
G’lik igne takilt 5 veya 10 ml ‘lik enjektorlerle 2-8 mm capindaki folikiillerden sivinin
cekilmesiyle oosit elde edilmistir. Ovaryum tzeindeki oositlerin % 30-60 ‘1 alinmis ve
oositlerin morfolojik olarak uygun olanlar1 denemelerde kullanilmistir. Daha sonra 0osit
arama ortaminda biriktirilen KOK’lar (Kimiulis Oosit Kompleks), mikroskop yardimi
ile morfolojik olarak degerlendirilmeye alinmis ve sadece sitoplazmasi diizgiin olan,
zona pellusida igini kaplayan, atretik olmayan kimdalis hucrelerine sahip olan ve
etrafinda yeterince kiimulis hiicresi bulunan oositler olgunlastirma igin se¢ilmislerdir.
Secilen bu oositler, U¢ kez arama ortaminda yikanmiglardir. Oositlerin
olgunlastirilacaklart 4-gozli kiiltiir kaplarinin her goziine iki ayr1 gruptan 500 pl’ lik
olgunlagtirma ortami hazirlanmistir. Daha sonra 2 saat siireyle 39 °C’ de, havada % 5

CO2 ve % 95 maksimum nemli atmosferde bu ortam gazlanmustir.

Sekil 3.3. Aspire edilmemis ovaryum



24

Sekil 3.4. Ovaryumlarin aspirasyonu

3.2. Yontem

3.2.1. Olgunlastirma i¢in Kullamilacak Optimum Ar Siitii Seviyesinin
Belirlenmes

Arn siitiiniin literatlirde mevcut olan kimyasal igerik degerlerine gore asagidaki
oranlarda ar siitii i¢eren kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir (Schmidt ve Buchmann,1992).
Kontrol (K), Ari siitii 1 (AS1; % 10 Arsiitii), Ar siitii 2 (AS2; % 5 Ar siitil), Ar siitii 3
(AS3; % 2.5 Ar siitii), Ar siitlii 4 (AS4; % 1.25 An siitii), Ar siitii 5 (ASS; % 0.625 An
sti)

Hazirlanan ortamlarin (6 ortam) tiimii i¢in ayni anda yeterli miktarda oosit aspire
edilemediginden dolay1 (mezbahada kesilen disi hayvan sayisinin az olmasi sebebiyle)
oncelikle Cizelge 3.1. de gosterilen gruplar sirasi ile kullanilmistir. Elde edilen ilk
bulgular, AS1 ve AS2 gruplarinda bulunan oositlerin olgunlastirma islemi sonunda
kiimilis a¢ilimi gostermedigi ve olgunlagsma gerceklesmediginden dolayr elimine

edilerek calismalar diger gruplar iizerinde yogunlastirilmistir.
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Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan ar1 siitii gruplari

Deneme Gruplari
Kontrol vs AS1
Kontrol vs AS2
Kontrol vs AS3
Kontrol vs AS4 ve AS5

Oosit olgunlastirma amaci ile degisik seviyelerde ar1 siitii iceren olgunlagtirma
ortamlar1 asagidaki sekilde hazirlanmiglardir. Hazirlanan ortamlarin test edilmesi amaci
ile hiicre kiiltiirtinde kullanilan TCM 199 ortamlar igerisine %10 oraninda serum
(HYCLONE), FSH (5upg/ml) ve LH (5ug/ml) ilave edilerek kontrol gruplari

olusturulmustur.

3.2.2. In Vitro Oosit Olgunlastirma

Oositlerin olgunlasmasi igin ari siitii igeren grup ve kontrol grubu olmak tzere;
iki ayr1 grup olusturulmustur. Olgunlastirildiktan sonra bu gruplar kendi aralarinda ikiye
ayrilarak, 4 grup elde edilmistir. Kontrol gurubundan ve ar siitlii gruplardan, daha énce
test edilen cestili ar1 siitlii ortamlar i¢inde en uygun olarak kabul edilen ASS5
kullantlmistir.

Hiicre kiiltlirtinde kullanilan TCM 199 ortamlar igerisine % 10 oraninda buzag:

serumu (HYCLONE) veya % 0,625 ari siitii bulunan iki grup olusturulmustur.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan olgunlastirma ortamlari

HYC TCM 199 + % 10 Hyclone Serum (HYC)
AS5 TCM 199 + % 0,625 Ar siitii (AS5)
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Morfolojik olarak normal kabul edilen oositler bikarbonat tamponlu ve 1sitilarak
gazlanmis 500 pl olgunlastirma ortami iceren gozlere alinarak 39 °C’de, havada % 5

CO2 ve % 95 nemli atmosferde ortalama 22 saat siireyle olgunlastirilmislardir.

Sekil 3.5. Olgunlastirma igin se¢ilen kiimiiliis oosit kompleksleri

Sekil 3.6. Olgunlastirma igin se¢ilmeyen kiimiiliis oosit kompleksleri

3.2.3. Oositlerin Boyanmasi

Oositlerin nlkleer olgunlagsmaya erisip erismediklerini tespit etmek amaci ile
floresan boyama (Hoechst H33258) metodu tercih edilmistir.
Floresan Metodu : 2 ng/ml fluoresan bis-benzimid boya (Hoechst H33258) PBS

icersinde hazirlanmis ve kullanimdan once 1 ile 5 oosit, 15 pl boya igeren solusyon
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icersine alinmig ve 10 dak. siire ile inkiibatdr igersinde birakilmistir. Boyama igleminin
sonunda oositler boya icermeyen 50 ul PBS damlalarinda yikanmis ve bir petri

igerisindeki 10 ul damlaya alinarak incelenmistir.

3.2.4. Qositlerin Niikleer Olgunlasmasinin Incelenmesi

Hazirlanan lamlardaki oositler ters mikroskop (Olympus, CKX41) altinda X40
oraninda biiyiitiilerek niikleer olgunlagsmalar1 incelenmistir. Ayn1 sekilde mevcut ters
mikroskopa (Olympus, CKX41) ait fluoresan 1s1k kaynagi ve UV filtre kullanilarak
olgunlagmalar tespit edilmistir. Oositlerin MI, MIl asamalarina ulasip ulasmadiklarina
bakilmistir. Yiiriitilen bazi denemelerde, oositler kiimills ekspansiyonu ag¢isindan da
degerlendirilmistir. Oositler kimulus ekspansiyonu agisindan Gordon (2003) tarafindan
belirtilen kriterle gore, 1.simif gozle goriilebilir genisleme saglayamayanlar, 2. siif
kismi genisleme yapanlar ve 3. sinifta tamamen ekspansiyon gerceklestirenler olarak ii¢

grupta degerlendirilmistir.

3.2.5. Oositlerin Vitrifikasyonla (OPS, Open Pulled Straw) Dondurulmasi

Onceki ¢alismalarda uygun olarak belirlenen an siitii konsantrasyonunun (AS5)
bu donem igerisinde aspirasyon sonrasi dondurulmus oositlerin, olgunlastiriimasi,
olgunlagsmis oositlerin vitrifikasyonu ve fertilizasyonu tizerindeki etkilerin arastiriimasi
hedeflenmistir. Hazirlanan ortamlarin test edilmesi amaci ile hicre kalturunde
kullanilan TCM 199 ortamlar igerisine % 10 oraninda serum (HYCLONE) veya %
0,625 ar siitii ile L-glutamin (100 pg/ml, Sigma, G3126) ve 20 pl sodyum pirivat (22
pug/ml, Sigma, S8636) 100ul (100 1U/100ug) antibiyotik (P/S) ve FSH (1pg/ml,
Folltropin V) ilave edilerek iki grup olusturulmustur (Cizelge 3.3.).

Aspirasyondan sonra olgunlastirilmadan dondurulan oositler, ¢dzduruldikten
sonra kontrol ve ar1 siitlii olgunlastirma ortamlarina alinmis ve olgunlastiktan sonra
fertile edilmislerdir. Ar siitlii ve serumlu ortamlarda olgunlastirilan oositlerin bir kismi
da vitrifikasyon yontemiyle payetlerde (Vajta ve ark., 1998) dondurulmus ve

cOzdiirtildiikten sonra fertilizasyona almmistir. Serumlu ve ar1 siitli ortamda
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olgunlagtirilan diger grup ise karsilastirma yapilabilmesi ic¢in dondurulmadan

fertilizasyona alinmustir.

Cizelge 3.3. Deneme plani

HYC —Kontrol TCM 199 + % 10 Hyclone Serum ( HYC)+ 100ul (P/S) FSH (1pg/ml)
HYC-Vitrifikasyon TCM 199 + % 10 Hyclone Serum (HYC)+ 100ul (P/S) FSH (1pg/ml)
AS5 —Kontrol TCM 199 + % 0.625 Ar siitii (AS5) + 100ul (P/S) FSH (1pg/ml)
AS5-Vitrifikasyon TCM 199 + % 0.625 Ar siitii (AS5) + 100ul (P/S) FSH (1pg/ml)

Biitiin soliisyonlar vitrifikasyona baslamadan 30-40 dakika Once laboratuvar
sicakliga getirilerek, soliisyonlar kiiltiir kaplarina asagidaki sekilde doldurulmuslardir.

1. GOz: 800 pl (HM)

2. GOz : 800 pl (HM)

3.Goz : (VS1)

4.Goz : (VS2)

Ayrica bir termos igersine sivi azot hazirlanmis ve yine bu metod i¢in 6zel
olarak gelistirilen OPS payetler dondurmaya baslamadan 6nce deneme bilgilerine gore
etiketlenmislerdir. Olgunlastirilmis oositler, siras1 ile 1. goze, 2. goze ve 3. g0ze
birakilmiglardir. Bu sirada 4. gozden kiiciik bir volim (20 pl) alinarak kiiltiir kab1
tizerinde bir damla hazirlanmis ve 3. gozden alinan oositler sirasi ile bu damla igerisine
birakilmis ve daha sonra bu damladan 2 ul voliim oositi de igerecek sekilde alinip kiiltiir
kabr iizerinde bir yere birakilmistir. Onceden hazirlanmis olan OPS payetleri belli bir
ac1 ile bu damlaya yaklastirilmis ve olusan kapilar gii¢ ile bu damlanin ve oositin payet
igerisine yerlesmesi saglanmistir. Oositi igeren payetler direkt olarak sivi azot igerisine

birakilarak vitrifikasyon saglanmistir.
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Sekil 3.7. OPS vitrifikasyonda kullanilan modifiye payetler

3.2.6. Oocsitlerin Cozdur dlmesi

Sivi azot i¢inden alinan payetler, 37 °C’deki suda 10 sn bekletilerek
¢cOzdiiriilmiistiir. Coziinen payetler kurulanmis ve kapatilmis kismi, bir makas yardimi
ile kesilerek igerigi Cozdiirme 1 ortamina alinmistir. Burada 1,5 dk kadar bekletilen
oositler stereo mikroskop altinda Cézdiirme 2 ortamina alinmistir. Cozdiirme 2°de 5 dk

bekletilen oositler, son basamak igin Cozdurme 3 ortamina aktarilmiglardir.

3.2.7. In Vitro Fertilizasyon

Dort gruptan olusan oositler, W2 soliisyonunda ii¢ kez yikandiktan sonra,
fertilizasyon sollisyonundan hazirlanan ve iizeri mineral yagla kapatilmis 45 pl’lik
damlaciklar igerisine alinmistir.

Spermlerin hazirlanmasi

Motil spermatozoonlarin ayrilmasi ve kapasite edilmesi i¢in yuzdirme teknigi
kullanilmistir (Parrish ve ark., 1986). Bu yontemde, 4 ayr1 falkon (15 ml) tiip igerisine,
herbir tiipte 1 mL olacak sekilde CAP (kapasitasyon) ortami hazirlanmis ve yaklasik 2
saat siire ile inkiibator icerisinde gazlanmaya birakilmiglardir. Farkli bogalara ait iki
adet payet azot tankindan cikarilarak yaklagik 15-20 sn havada birakilmis ve 38°C

sicakliktaki su icerisinde 30 sn kadar bekletilerek ¢oziilmiislerdir. Coziilen payetlerden
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100 pl alinarak dort adet eppendorf tiiplin dip kisminda c¢okelti olusturacak bicimde
otomatik pipet araciliiyla yavasca birakilmis ve falkon tiipler tekrar inkiibatore alinarak
40-60 dakika kadar inkiibator icerisinde, motil spermlerin ayrigmasi saglanmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kapasitasyon i¢in bekletilen tiiplerin herbirinden (dipteki
tortu bozulmadan) yaklasik 700-800 pL alinarak 15 mL’lik tiip icerisinde 10 dk
stiresince, 38°C ve 2000 d/dk (180 g)’da santrifiij edilmislerdir. Daha sonra dipte kalan
pelet ile birlikte 200 pL’lik kisim kalacak bigimde, tizerindeki ortam pipet ile alinarak
atilmis ve kalan pelet yaklasik 2 mL CAP ile tekrar karistirilarak ikinci defa santrifiij
edilmistir. ikinci kez tekrarlanan santrifiij isleminin ardindan falkon tiipiin dibinde
olusan pelet ile birlikte yaklagik 100-200 pL kadar birakilarak, istteki kisim peleti
sarsmadan dikkatlice alinarak atilmistir.

Tup icerisinde kalan 100-200 pL’lik sperm ¢ozeltisinden 10 uL alinarak, 90 pL
su igerisinde Oldiiriilmiis ve bu karisim icerisinden de 10 pL alinarak hemocytometer
yardimi ile sperm konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir;

Konsantrasyon = N x SK x 50.000 (N: Hemasitometre’de sayilan sperm miktar1

SK: Sulandirma katsayisi)

Sekil 3.8. Hemocytometer (Thoma Lami)
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Konsantrasyonu belirlenen sperma, 1.000.000-1.750.000 sperm/mL olacak
bicimde seyreltilerek, oositlerin bulundugu fertilizasyon damlalarina birakilmis ve 18-
20 saat sdresince inkubator (% 5 CO2 ve 38°C £ 0,5°C) icerisinde bekletilerek
fertilizasyon saglanmistir.

18-20 saat sonra inkibatorden alinarak, deneme gurubundaki zigotlarin

dollenmeleri incelenmistir.

3.2.8. Kullanilan Cozelti ve Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

3.2.8.1. An Siitii

Tahta bir kasik yardimiyla toplanan ar siitii, etrafi 151k almayacak sekilde
aliminyum folyo ile kaplanmis olan bir iiniversal cam tiip icerisinde -20 °C’de
depolanmustir. Kullanirken yine bir tahta kasik yardimiyla 10 gr. ar1 siitii tartilip, 20 ml
saf su icerisinde ¢Oziilmiistiir. Bu karisim 1 ml olarak aliquotlara ayrilmis ve -20 °C’de
depolanmistir. Ar siitiiniin kimyasal yapisi igerisinde bulunan maddelerin yaklagik

olarak asagidaki oranlarda oldugu bildirilmektedir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. An siitiiniin yapis1 (Schmidt and Buchmann, 1992)

Su Protein Karbonhidrat Yag Mineral

% Ortalama 65 15 12 5 1

An Siitii (AS) =% 65 Su + % 15 Protein + % 12 Karbonhidrat + % 5 Yag + % 1
Mineral

Stok olarak kullanilacak art siitii agagidaki gibi hazirlanmistir.
Stok: 20 ml Saf Su + 10 g AS (Filtre edililerk 1 ml veya 0,5 ml aliquotlar olarak

depolanmustir).
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Yaklasik olarak;
1 ml aliquot AS = 75 mg Protein + 60 mg karbonhidrat (25 mg fruktoz + 25 mg
glukoz + 10 mg d ger) + 2, 5mg yaglar + 0, 5 mg min ealler) icermekte oldugu

varsayilmistir.

3.2.8.2. PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)

PBS hazirlanirken ilk asamada stok A ve stok B ¢dzeltisi hazirlanmaktadir.

Cizelge 3.5. PBS Stoklar1

Stok-A 1 It cift distile su icerisinde | Stok-B 1 It ¢ift distile su icerisinde
NaCl 80,09 CaCl2.2H20 13,259
KCl 2049 MgCI2.6H20 10,009
Na2HPO4 1159

KH2PO4 209

Stok-A ve stok-B ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, Stok-A’dan 100 ml ve stok-
B’den 10 ml alinarak 890 ml cift distile su ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlanir. Bu
karisim, 121 °C’de 20 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra, +4 °C’de
depolanmalidir. Hazirlanmis olan PBS ¢ozeltisi igerisine kullanimdan once antibiyotik

ilave edilerek, ovaryumlarin taginmasi i¢in kullanilmistir.

3.2.8.3 Oosit Arama Ortam

100 ml Hepes tamponlu Kkiltir ortami1 (Sigma, M2154) co6zeltisine 1 ml
penisilin-strepromisin ve 10 mg L-glutamin (100 pg/ml, Sigma, G3126) ilave edilerek
stok hazirlanmis ve +4 °C’de depolanmistir. Kullanimdan hemen 6nce ise stoktan 19 ml
alinarak 1 ml Fotal Calf Serum (FCS) (% 5 v/v, Sigma, F4135, (sicaklikla inaktive
edilmis) ilave edilerek filtre (Millipore 0,22) edilmis ve kullanilmustir.
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3.2.8.4. Kontrol Olgunlastirma Ortamlari

9 ml bikarbonat tamponlu olgunlastirma ortam1 (Sigma, M4530) icerisine 1 ml
HYCLONE, 100 pl penisilin (50 IU/ml)-streptomisin (50 pg/ml), L-glutamin (100
pg/ml, Sigma, G3126) ve 20 pl sodyum pirtvat (22 pg/ml, Sigma, S8636) ve 25 ul FSH
(5 png/ml) ve 125 ul LH (5 pg/ml) ilave edilmistir. Bu karigim kullanim 6ncesi 38 °C’

de, havada % 5 CO2 i¢eren maksimum nemli atmosferde yaklasik 2 saat gazlanmistir.

3.2.8.5. An Siitii ilaveli Olgunlastirma Ortamlary

Olgunlagtirma Ortamlar1

An siitii 1 (AS1; % 10 Amsiiti): 9ml TCM 199 + 1ml stok art siitii + FSH
(5pg/ml) + LH (5pg/ml) + 100ul (P/S)

Art siitii 2 (AS2; % 5 Ari siitii): 5ml AS1 + 5ml TCM 199 + FSH (5ug/ml) + LH
(5ug/ml) +100 ul (P/S)

Ar siitli 3 (AS3; % 2,5 Ar siitii): 5ml AS2 + 5ml TCM 199 + FSH (5ug/ml) +
LH (5pg/ml) + 100 pl (P/S)

Ar siitii 4 (AS4; % 1,25 Ar sttd): 5 ml AS3 +5 ml TCM 199 + FSH (5pg/ml)+
LH (5ug/ml) + 100 pl (P/S)

An siitii 5 (ASS; % 0,625 An siitii): 5 ml AS4 + 5ml TCM 199 + FSH
(5pg/ml)+ LH (5pg/ml) +100 pl (P/S) Olgunlgtirma i¢in uygun bulunan ve kullanilan

ar1 sutli ortam ASS tir.

3.2.8.6. Fertilizasyon I¢cin Kullamlan Ortamlar

Asagidaki sekilde hazirlanan stok ortamlarindan (Cizelge 3.6.), denemelerin

yapilacagi giinlerde calisma solusyonlari (Cizelge 3.7.) hazirlanarak kullanilmiglardir.
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Cizelge 3.6. Fertilizasyon i¢in kullanilan stok sollisyonlar

W2 (Yikama) | FRT(Fertilizasyon) | CAP(Kapasitasyon)

NaCl (mg) 3330 3330 3225
KCI (mg) 119 119 100
NaHCO3 (mg) 84 1045 1050
NaHPO4 (mg) 23,85 23,85 23,85
Na Lactate (mL) 15 1,5 1,5
MgCI2.6H20 (mg) 50 50 50
CaCl2.2H20 (mg) 147 147 -
HEPES (mg) 1200 1200 600
Phenol Red (mg) 5 5 -
ddH20 (mL) 500 500 500

(iki ay stresince +4°C “‘de muhafaza edilebilir)

Cizelge 3.7. Fertilizasyon i¢in kullanilan ¢alisma soliisyonlari

w2* FRT* CAP*
NaPiruvat (mg) 2,75 2,75 2,75
Glukoz (mg) 25 25 62,5
Albumin (mg) 150 (FV)1 300 (FAF)2 300 (FV)
pH 7,4 7.8 7.4
Osmo (mOsm) 290-310 280-290 290-310

* 50 mL stok igerisine katilacak miktarlar

1: Fraksiyon V, 2: Fatty acid free (Ortamlar bir hafta siiresince kullanilmistir)
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3.2.8.7. Vitrifikasyon I¢in Kullamlan Ortamlar

Holding Medium (HM) (20 % FBS, (is1 ile inaktive edilmis) iceren Hepes-TCM 199)
Sukroz Medium (SM; 4,56 g sukroz + 16 ml TCM 199 + 4 ml FBS) (Sukroz + HM)
Etilen glikol (EG)

Dimetil sulfoxide (DMSO)

Vitrifikasyon solisyonu 1 (VS1): HM 850 ul, EG 75 pl, DMSO 75 pl

Vitrifikasyon solusyonu 2 (VS2): SM 670 ul, EG 165 pl, DMSO 165 pl

3.2.8.8. Cozdiirme Ortam

C0zdirmel1:800 pl HM, 400 ul SM
Cozdirme2: 800 pl HM, 400 pl SM
C0Ozdirme3: 800 pl HM, 200 pl SM

3.2.9. istatistik Analizler

Bu calismayla elde edilen veriler uygun cevirmeler (ylizde olgunlasma,
yariklanma, arcsine-transformasyon) yapildiktan sonra one-way ANOVA veya uygun
veriler i¢in Ki Kare ile analiz edilmistir. Sonuglar ¢evirme yapilmamis ortalamalar +

s.e.m. olarak sunulmustur.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.An Siitiiniin Kimyasal Yapisi

Calisma baslamadan once ari siitii igerigi analiz ettirilmis ve su sonuglar elde

edilmistir.

Cizelge 4.1 A siitliniin kimyasal yapis1

Bilesim
Su (%) 65,5
Ham Protein (%) 13,1
Karbonhidrat (%) 14,5
Fruktoz (%) 6,8
Gluktoz (%) 5,3
Sukroz (%) 1,6
Diger (%) 0,8
Lipid (%) 3,7
C12:0 (mg/1009g) 10,06
C16:0 (mg/1009g) 11,67
C16:4 (mg/1009g) 12,93
C18:0 (mg/1009) 13,19
C18:3 (mg/100g) 14,43
Kil (%) 1
K (mg/g) 7500
Mg (mg/g) 500
Na (mg/q) 700
Ca (mg/g) 350
Bilinmeyenler (%) 2,3
Vitamin
Thiamin (mg/q) 12
Riboflavin (mg/g) 5
Niacin (mg/qg) 50
Pentotenik asit 200
Inositol (mg/g) 150
Biotin (mg/qg) 0,5
Vitamin C (mg/g) 6
pH 3,5
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4.2. Arn siitii Seviyesi

Oosit olgunlastirma icin kullanilabilecek optimum ar1 siiti oranlarinin
belirlenebilmesi i¢in bir seri deneme yapilmis olup metod kisminda hazirlanan ari
sitleri azalan oranlarda (AS1: % 10, AS2: % 5, AS3: % 2,5, AS4: % 1,25 ve AS5: %
0,625) TCM 199 igerisine ilave edilerek oositlerin gelisimleri incelenmisitir. Art siitii
orani yiiksek olan ortamlarda bulunan oosit hiicrelerinin gelisimlerinin (kimulus agilimi

goriilmemis) tamamlanmadigi goriilerek daha diisiik dozlarin etkileri belirlenmistir.

4.3. AS3 ve AS4 Bulgulan

Olgunlastirma stresinin sonunda incelen oositlerden bir kisminin MI agamasina
ulastig1 fakat daha ileriki agamalara gecemedigi goriilmiistiir. MI agamasina ulasan oosit
oranlar1 Kontrol: % 10,4, AS3: % 21,2 ve AS4: % 20,9 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuca gore ari siitii grubundaki oositlerden, MI asamasinda kalip ilerlemeyen oosit
orant kontrol grubuna gore daha yiiksektir. Sonuglar, ar1 siitii grubunda bulunan
oositlerin MI agsamasina ulastigini, fakat daha ileriki asamalara gegmelerinde problemler
oldugunu gostermektedir. Cekirdek olgunlasmasinda MII asamasina ulasan oositlerin
orani ise sOyledir; (Kontrol: % 70,8, AS3: % 30 ve AS4: % 40) buna gore oosit
olgunlastirmada kullanilan AS3 ve AS4 seviyesindeki art siitii, kontrol grubuna gore

olgunlagsma oranini énemli 6lgiide (P<0,01) diistirmistiir (Sekil 4.1.).

70 A amMl ami
5260 1

o 10 - ’—
DD

Kontrol AS3 (%2.5) AS4 (%1.25)

Sekil 4.1. Ar siitliniin s181r oositlerinin olgunlagmasi tizerine etkileri
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4.4. Gonadotropinlerin Eklenmesi

Ayni ar1 siitli seviyleri kullanilarak yapilan oosit olgunlagtirma ortamlarina FSH
(5 mg/ ml) ve (5 mg/ml) LH ilave edildiginde oositlerde olgunlagsma orani artmistir.
AS3 grubundan MII asamasina ulasan oosit orant % 40 tir. AS4 grubundan MII
asamasina ulasan oosit orani ise % 55 olmustur. Olgunlastirma ortamlarina FSH ve LH
m katilmast oositlerin MII asamasina ulagsma oranmmi 6nemli (P<0,05) Olcude

arttirmigtr.
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Kontrol AS3 (%2.5) AS3+FSHH.H AS4 (%1.25) AS4+FSHHH

Sekil 4.2. Gonadotropinlerin ari siitlii ortamlarda olgunlasan oositlerin Gizerine etkileri

4.5. A4 ve AS5 Bulgulan

Calismada elde edilen ilk bulgulardan faydalanilarak, sigir oositlerinin
olgunlagtirilmas: iizerine ar1 siitiiniin etkilerini incelemek amaci ile AS4 ve ASS ile
calismalar gerceklestirilmis ve sonuglar, Sekil 4.3. {izerinde gosterilmistir. Yapilan bu
caligmadan elde edilen bulgular, olgunlastirma ortamlarina ilave edilen ar siiti
oranlarinin (AS4: % 1,25 An sitii ve AS5: % 0,625 An siitii) kontrol grubunda
kullanilan seruma alternatif olabilecek ol¢iide (Kontrol: % 77,8, AS4: % 64,5 ve AS5:
% 74,5) oositlerin olgunlagsmasini sagladigini gostermistir (P>0,05).
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Olgunlasma %

Kontrol AS4(%1.25) ASH (%0625

Sekil 4.3. Ari siitliniin s18ir oositlerinin olgunlagmasi lizerine etkileri.

(a) (b)

(c)
Sekil 4.4. Floresan boyamada gortlen (a) M-I ve (b,c) M-II asamasindaki oositler
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4.6. Kiimiiliis Genislemesi

Serum ve ari siitli igeren ortamlarda gelisen oositlerin kimulls hucrelerinin
genislemesi incelenmis ve Cizelge 4.5. te sonuglar verilmistir. Yapilan bu g¢alisma
sonucunda, olgunlastirma ortamlarina ilave edilen ar1 siitii (AS4: % 1,25 ve AS5: %
0,625) kontrol grubunda kullanilan seruma oranla 6zellikle 3. sinif kimualis hiicreleri
genislemelerinin olumsuz olarak etkilenmekte oldugu belirlenmistir (Kontrol: % 72,6,

AS4: % 59,6 ve AS5: % 63,8).

Sekil 4.5. Kiimiiliisii genislemis 00sit

Sekil 4.6. Kiimiilusl genigslememis oosit
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Cizelge 4.2. Serum ve ar siitiiniin sigir oositleri kimulUs hiicrelerinin genislemesi
uzerine etkileri

Simf FBS AHA AS5 P
1 14,3+3,20 23,8+4,01 13,7+3,08 oD
2 13,1+2,34 16,5+3,25 22,5+3,65 OD
3 72,6+1,83 59,6+1,78 63,8+1,55 0,05

P > 0,05 (Ki Kare), OD: Onemli degil

4.7. Olgunlasmams Oositlerin Vitrifikasyonu ile Elde Edilen Bulgular

Aspirasyon sonrasi dondurulmus oositlerin deneme gruplarindaki farkli
ortamlarda olgunlastirilmast ile 1ilgili sonuclar Cizelge 4.6.°da sunulmustur.
Vitrifikasyon yontemi ile dondurma isleminin serum iceren gruplarda olgunlagsma
oranlarin1 6nemli olarak diisiirmekte oldugu goriinmektedir. Ortama ari siitii ilave
edilmesinin istatistiki olarak Onemli olmamakla birlikte dondurulmus oositlerin

gelisimlerini olumlu yonde etkileme egiliminde oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Dondurulmus oositlerin art siitlii ve serumlu ortamlarda olgunlagmasi

HYC+K HYC+V ASH+K AS5+V
Oosit Sayisi 91 94 113 92

15,3+1,4% 25,5+1,7° 15,9+1 5% 15,2+1,6°
Metafaz-I

71,4+4,0° 54,3+2,9" 61,2+2,8" 60,8+3,0"
Metafaz-I1

- . 5,5+0,5 7,4+0,8 6,1+1,0 9,2+0,4

Bilinmeyen

" Asamasina karar verilemeyen oositleri igerir
Ayni satirdaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir
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Oositlerin vitrifikasyonu sonucunda olgunlagsmanin en nemli parametresi olan
M-II donemine ulasan oositlerin oraninda istatistiki olarak Onemli azalmalar
gorilmistir. Aynm sekilde M-I asamasina ulasan oosit oranlar vitrifikasyon islemi ile
artmistir. Elde edilen bu sonug, dondurma isleminin oositler iizerinde yapmis oldugu
zararl etkiden kaynaklanmakta olup oosit gelisimi yavaslamakta, gelisimler daha erken

safhalarda sona ermektedir.

4.8. Olgunlastirilmis Oositlerin Vitrifikasyonu ve Fertilizasyonu ile Elde
Edilen Bulgular

Yapilan bir diger ¢alismada, an siitlii ve serumlu ortamlarda olgunlastirilan
ooitler, OPS vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢ozduruldikten sonra fertilizasyona
alimmiglardir. Serumlu kontrol gurubundan, dondurulmadan fertilizasyona alinan 101
oositten yaklasik % 79’unda boliinme gergeklesmistir. Serumun kullanildigr diger
grupta, dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonra fertilizasyona alinan 120 oositten yaklasik %
87’sinde boliinme gergeklesmistir. AS’li kontrol grubunda bulunan 116 oositten % 63°U
bolinmiistiir. AS’li vitrifikasyon grubunda ise 114 oositten yaklasik % 71*inde bolinme
gergeklesmistir.

Oositlerin olgunlastirma doneminde kullanilan serumlu ve ar1 siitlii ortamlarin

dondurulma sonrasi fertilizasyon izerine etkileri Cizelge 4.4’de verilmistir

Cizelge 4.4. An siitlii ve serumlu ortamlarda olgunlasmis oositlerin dondurulmasi ve
fertilizasyonu

HYC-K HYC-V AS5-K AS5-V
Oosit Sayisi 101 120 116 114

79142 72,3+3,7 54,7+3,4 62,5+3,0
% Bolunme (Glin 2*)

(38/30) (47/34) (42/23) (40/25)

*Fertilizasyon 0. giin olarak alinmistir.
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Sekil 4.8. Dollenmemis oosit

Sekil 4.9. Ikiye boliinmiis embriyo
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4.9, Tartisma

Nakagawa ve Leibo (1997), tek basna LH’m kullanildigi durumlarda
olgunlagsma oraninin 6nemli diizeyde arttigin1 vurgulamistir. Kiiltiir ortamina katilan
LH, oositlerin besinsel cevresini degistirmekte ve kiimilis hiicreleri yardimiyla oositin
besin maddesi kullanimimi arttirmaktadir. Olgunlastirma ortamina katilan FSH, erken
embriyonik gelisim asamasinda daha etkili olurken, mayotik gelisimde ve
fertilizasyonda da etkili oldugu oranda etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Eyestone
ve Boer, 1993). Tez kapsaminda yapilmis olan ¢alismada kullanilan gonadotropinler
(FSH ve LH) paralel sonuglar iiretmis olup, olgunlagsma oranini 6nemli oOlgiide
arttirmistir (AS3 % 40, AS4 % 55).

Sigir oositlerinin olgunlagsmast i¢in kullanilan ortamlara kizginlik gosteren
sigirlardan elde edilen serum ilavesinin olgunlagsma oranlarini 6nemli dlgiide arttirmakta
oldugu bildirilmektedir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990). Ayrica, Lim ve ark. (1994)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada olgunlasma ortamlarina ilave edilen serumun (FBS),
Ozellikle fertilizasyon sonrasi blastosiste ulasma oranlarin1 énemli 6l¢iide etkilemekte
oldugunu gosterilmistir. Oosit olgunlastirma ortamlarina % 0,625 oraninda ilave edilen
ar1 siitli seviyesi, serum (HYC) ilave edilen gruplara yakin oranlarda (Kontrol: % 77,8
ve AS5: % 74,5) oositlerin olgunlagmasini saglamigtir. % 10 serum (FBS) katilan oosit
olgunlagtirma ortamlariyla yapilan bazi c¢alismalarda; Greve ve ark, (1991), %80
olgunlagsma elde etmislerken, Younis ve ark. (1989), %59,2 olgunlasma, %24,8
fertilizasyon orani elde etmislerdir. Tez kapsaminda yiirtitiilen ¢aligmalarda elde edilen
sonuclar Greve ve ark. nin (1991), elde ettikleri sonuca yakin, Younis ve ark. nin
(1989), elde ettikleri olgunlasma ve fertilizasyon sonug¢larindan daha yiiksek oranlarda

bulunmustur.

Yapilan tez caligmasinda, ar siitlii ortamlarda gelisen oositlere ait kimulds
hicrelerinin (K; % 72,6, AS4; % 59,6 ve AS5; % 63,8) daha az genisleme sagladigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.2.) Ancak, an siitii ilavesinin ¢ekirdek olgunlagmasinda
Metefaz Il asamasina ulasan sigir oositlerinin oranini (K; %77,8, AS5; %74,7) kontrol
grubuna gore diisiik olmakla birlikte istatistiki olarak oOnemli o6lglide (P>0,05)

etkilemedigi tespit edilmistir.
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Vitrifikasyon sirasinda ortaya c¢ikan zararlar, donma islemi sirasinda olusan
hiicre i¢i buz kristallerinin hiicre zarina vermis oldugu zararlarla olmaktadir. Oosit
hlcresine ait sitoplazmik lipid: protein oran1 donma sonrasi yasama giiciinii etkileyen en
onemli faktorlerdendir (Leibo, 1995). An siiti ilk defa fare embriyolarinin
dondurulmasinda (Visintin ve ark., 2000) hiicre i¢i koruyucu olarak basarili bir sekilde
kullanilmistir. Ayrica, kdpek spermasmin sulandirilmasinda kullanilan ari siitliniin
¢Oziilme sonrasi yasama oranlarimi arttirdigi bildirilmistir (Kong ve ark., 2001).
Sitoplazmik lipid oraninin yiiksek olmasi oosit veya embriyonun donma ve ¢dziilme
sonrasi yasama giiclinii azaltmaktadir. Ar1 sUtu icersinde bulunan ve onun Onemli
Ozellikleri arasinda olan zarar goren hiicre ya da dokular1 normallestirici ve tamir edici
etkisinin olmasi, vitrifikasyon sonrasi oosit hiicresinde olugsmasi muhtemel hasarlar
giderebilmesine imkan vermektedir. Tez kapasaminda elde edilen sonuglar,
vitrifikasyon isleminin oositler olgunlasmadan uygulandiginda, oosit hiicresinin
¢oziilme sonrasi olgunlasma doneminde ar1 siitlii ortamlarin olumlu bir etkisinin
olabilecegini gostermektedir (Cizelge 4.3.). Vitrifikasyon sonrasi oosit hiicresinde
olusan hasarlarin giderilmesinde ar siitii i¢ersinde bulunan maddelerin (collagen gibi)
bu olumlu etkinin ac¢iklanmasinda etkili olacag: diisliniilmektedir. Vitrifikasyon islemi,
oositler farkli (ar1 siitii veya serum) ortamlarda olgunlastiktan sonra uygulandiginda,
fertilizasyon oranlarinin ar1 siitii uygulamasi ile 6nemli oranda azaldigini gostermistir.
Ancak, sadece ar1 siitlii ortamlar incelendiginde ar1 siitiinlin vitrifikasyon sonrasi
fertilizasyonu (AS5-K: %5 4,7+£3,4 ve AS5-V: % 62,5£3,0) olumlu sekilde etkilemekte
oldugunu isaret etmektedir. Elde edilen bu sonug art siitiiniin zarar goren hiicreleri tamir
edici etkisinin olabilecegini gostermektedir (Taniguchi ve ark., 2003).

Moussa ve ark. (2005), at embriyolarin1 yavas dondurma ve vitirifikasyon
yontemiyle dondurmus ve iki grup arasinda dnemli bir fark olmadigin1 gostermislerdir
(% 42-% 46). Fakat vitirifkasyon daha pratik bir yontem oldugu i¢in yavas dondurmaya
alternatif olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Ooosit dondurmayla ilgili ¢esitli yontemler gelistirildigi gibi, bazi ¢alismalarda
ise oositin hangi mayotik evresinin, dondurma i¢in en uygun dénem oldugu hakkinda
bilgi vermektedir. Yapilan bir caligmada, oositlerin GV ddnemindeyken en yuksek

boliinme oranina sahip olduklarini gostermistir (Magnusson ve ark., 2008)
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Vieirara ve ark. (2002), sigir oositlerini olgunlastirmadan dondurmus ve
cozdirildikten sonra olgunlastirip, fertilizasyona almislar; fertilizasyon sonrasi
bolinme oranlarimi % 49 olarak elde edilmislerdir. Yiriitilen tez c¢alismasinda
aspirasyondan sonra dondurulan oositlerin MII ‘ye ulagsma oranlar1 yaklasik olarak,
HYC: % 54,3, AS5: % 60,8 dir. Bu oositler fertilizasyona alinmamislardir.
Fertilizasyona alinan oositler ise olgunlastirildiktan sonra dondurulmus ve fertile
edilmislerdir. Elde edilen sonuglar, Vieirara ve ark. (2002), bulduklar1 sonugtan daha
yiiksek boliinme gergeklestigini gostermistir (yaklasik olarak, HYC: % 72, AS5 % 62).

Oosit olgunlastirmada ar1 siitii kullanim ile ilgili literatiire ulagilamadigr i¢in
karsilastirmali bir degerlendirme yapilamamaktadir. Ancak, calismalar sirasinda elde
edilen bulgular, oosit olgunlastirma ortamlarina seruma alternatif olarak ari siitii ilave
edilmesinin olgunlasma sirasinda kullanilabilecek ve vitrifikasyonla olusabilcek

zararlar1 Onleyebilecek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada ar1 siitiiniin =~ sigir  oositlerinin - olgunlastirilmasinda,
dondurulmasinda ve bunlarin devaminda fertilizasyonunda seruma alternatif olarak
kullanilabilirligi incelenmistir. Elde edilen sonuglar ve oneriler sdyledir:

a. Ar siitii seviyesi belirlemeyle ilgili yapilan calismalar sonucunda AS1 ve
AS2 de hi¢ kiimiiliis ekspansiyonu goriilmemis ve caligmalarin basinda elemine
edilmislerdir. AS3 ve AS4 ile yapilan caligmalar sonucunda bunlarda da istenilen
olgunlagsma oranlar1 elde edilmemis fakat ortama eklenen FSH ve LH olgunlagsma
oranlarin1 6nemli dl¢lide arttirmigtir. Olgunlagtirma icin en uygun art siitii seviyesinin
AS5 (% 0,625) oldugu goriilmiistiir.

b. Serumlu ve an siitlii iki olgunlastirma ortaminda olgunlastirilan oositler
karsilastirildiginda kontrol grubunda Kkullanilan seruma alternatif olabilecek Olglide
(Kontrol: % 77,8, AS4: % 64,5 ve AS5: % 74,5) oositlerin olgunlagsmasini sagladigini
gostermistir (P>0,05).

C. An sitli ortamlarda gelisen oositlere ait kiimulls hucrelerinin (K; % 72,6,
AS4: % 59,6 ve AS5: % 63,8) daha az genisleme sagladigi tespit edilmistir

d. Aspirasyondan sonra vitrifike edilen oositlerde kontrol grubunda
vitrifikasyonun olgunlagsma oranini diisiirdiigi tespit edilmistir. (HYC K: % 71,4+4,0,
HYC V % 54,3+ 2,9, AS5 K: % 61,2 + 2,8, AS5 V: % 60,8+ 3,0). Fakat an siitii
vitrifikasyonla ortaya c¢ikan zararlar1 azalttigi ve istatistiki olarak 6nemli olmasa da
kontrol grubuna gore vitrifikasyondan sonra olgunlagma oranimi arttirdigi tespit
edilmistir.

e. Vitrifikasyon islemi, oositler farkli (ar1 siiti veya serum) ortamlarda
olgunlagtirildiktan sonra uygulandiginda, fertilizasyon oranlarmin ar siitii uygulamasi
ile Onemli oranda azaldigin1 gOstermistir. Ancak sadece art siitlii ortamlar
incelendiginde ar1 siitlinlin vitrifikasyon sonrasi fertilizasyonu (AS5-K: % 54,7+3,4 ve
AS5-V: % 62,5+3,0) olumlu sekilde etkilemekte oldugunu isaret etmektedir. Elde edilen
sonuglar ar1 siitlinlin zarar goren hiicreleri tamir edici etkisinin olabilecegini

gostermektedir.
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Sonug olarak; Oosit olgunlastirma ortamlarina eklenen serumun dezavantajlarina
karsin ar1 siitiiniin serum yerine kullanilabilmesi daha sonraki c¢alismalar i¢in alternatif
olusturacaktir. Oosit olgunlagsma sirasinda ihtiya¢ duyulan protein kaynagi olarak ari
stitiiniin kullanilabilme imkaninin olabilecegi tespit edilmistir.

Art sOtundn, vitrifikasyon esnasinda olusabilecek zararlar1 Onleyebilme
potansiyeline sahip olmasi ve oosit olgunlastirmada seruma alternatif olarak
kullanilabilmesinden dolayi, oosit olgunlagtirma ortamlarina serum yerine ari siitiinlin
eklenebilecegi oOnerilmektedir. Ancak, elde edilen sonuglar bu konuda daha c¢ok

arastirmaya ihtiyac¢ oldugunu gostermektedir.
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