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OZET

SIGIR EMBRIiIYOSUNUN iN VITRO URETIMi VE VITRiIFIKASYONUNDA
SITOKIN (LIF) VE BUYUME FAKTORUNUN (IGF-1) ETKILERI

Amag: Sigir embriyolarinin in vitro kiiltiir medyumlarina yapilacak IGF-1 ve LIF
ilavesinin, embriyo gelisim oranlari, TE ve ICM hiicre dagilimi ve dondurma sonrasi

yasama giicii acisindan etkisinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismada elde oositler IVM ve IVF basamaklarindan gegerek BSA,
IGF, LIF, IGF-LIF gruplarinda kiiltiire alindi. Kiiltiir sonras1 toplam 217 blastosist
diferansiyel boyanarak hiicre say1 ortalamalar1 belirlendi. Diger yandan ayni deneme
gruplarinda kiiltiire alinan 163 blastosist ise vitrifikasyona tabi tutulup ¢ozilindiiriildiikten
sonra diferansiyel boyandi. Vitrifikasyon islemi uygulanan ve uygulanmayan

blastosistlerin canlilik oranlar1 ve hiicre dagilimlar1 karsilastirildi.

Bulgular: Vitrifikasyon uygulanmayan gruplarda en yiiksek blastosist orani LIF ve LIF-
IGF gruplarinda elde edildi. Vitrifikasyon islemi sonrasi en yiiksek re-ekspansiyon orani
IGF ve IGF-LIF gruplarinda elde edildi. Hiicre sayilarinin IGF’in tek basina ve LIF ile

beraber kullanildigr gruplarda en az degisim gosterdigi belirlenmistir.

Sonug: In vitro embriyo iiretiminde LIF ve IGF’in hem blastosist gelisimi hem de

vitrifikasyon sonrasi canlilik oranlarina olumlu etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Blastosist; diferansiyel boyama; IGF-1; in vitro fertilizasyon; LIF;

vitrifikasyon

Alper KOCYIGIT, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Eyliil-2014



ABSTRACT

EFFECTS OF CYTOKINE (LIF) AND GROWTH FACTOR (IGF-1) ON IN
VITRO PRODUCTION AND VITRIFICATION OF BOVINE EMBRYOS

Aim: The aim of the study was to evaluate the effects of LIF and IGF-1during bovine

embryo culture on blastocyst development, TE and ICM cell allocation and cryotolerance.

Material and Method: Embryos were transferred into five groups BSA, IGF, LIF, IGF-
LIF. Attermination of the culture, 217 embryos were stained used the differential staining
protocol for determination of cell number. In addition 163 embryos were cultured in the
same groups. After a culture period, embryos were cryopreserved by vitrification. After
a vitrification and thawing, embryos were stained. Viability and cell allocation of vitrified

and non-vitrified embryos were compered.

Results: Embryos in the culture medium containing IGF or IGF-LIF had increased rate
and cell counts when compared to embryos cultured in other groups. Blastocyst cell

counts were showed minimum variation in IGF and IGF-LIF groups.

Conclusions: This study demonstrates that the addition of LIF and IGF to culture medium
markedly improves the developmental potential and cryotolerance of embryos produced

in vitro.

Keywords: Blastocyst; differential staining; IGF-1; in vitro fertilization; LIF;

vitrificaiton

Alper KOCYIGIT, Ph. D. Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, September-2014



SIMGELER VE KISALTMALAR

BSA : S1gir Serum Albiimini

EGF : Epidermal Biiylime Faktori
FCS : Fotal Buzagi Serumu

FSH : Folikiil Stimiile Edici Hormon
G . Gauge

IGF : Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii
IVF : In Vitro Fertilizasyon

IVM : In Vitro Maturasyon

IVP : In Vitro Uretilen

KOK : Kumulus Oosit Kompleksi

kDa - Kilodalton

LH . Luteinlestirici Hormon

LIF : Losemi Inhibitor Faktor

PHE : Penisilamin Hipotaurin Epinefrin
SOF : Sentetik Oviduct Sivisi

TCM : Doku Kiiltiir Medyumu

pm : Mikrometre

ng : Mikrogram

M : Mikromolar

ng : Nanogram

mOsm > miliosmol
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, diinyanin gelismis iilkelerinde, basta saglik olmak {izere tarim,
gida ve hayvancilik sektorleri i¢in yepyeni ve bas dodiiriicii hizlarla biiyiiyen bir ilerleme
alam haline gelmistir. Ulkemizde ise 2001-2013 yillarindaki stratejileri belirlemek
amactyla olusturulan Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik Ozel ihtisas Komisyonu’nun
hazirladigi raporda biyoteknolojinin Onemine dikkat cekilmistir. Benzer sekilde
TUBITAK, Bilim ve Teknoloji Ongériisii Projesi kapsaminda hazirladig1 Vizyon 2023
belgesinde biyoteknolojiye 6nemli bir yer vermistir (TUBITAK, 2004). Bu dogrultuda
Bilim Teknoloji Yiiksek Kurulu’nun hazirladig: 6ncelikli alanlar listesinde gida alaninda,
biyoteknoloji ilk sirada kendine yer bulmustur (BTYK, 2010). I¢inde bulundugumuz
yizyillln en Onemli bilimsel gelismelerinin gerceklestigi bu alanda reprodiiktif
biyoteknoloji 6nemli bir pay sahibidir. Reprodiiktif biyoteknoloji, suni tohumlama
uygulamasi ile alana adim attig1 giinden bu yana embriyo transferinden, transgenik
hayvanlara kadar uzanan genis bir yelpazede yalnizca iireme problemlerinin ¢dziimiinde
degil reprodiiktif kapasitenin ciddi derecede arttirilmasina da olanak saglamaktadir.
Reprodiiktif biyoteknolojideki uygulamalar in vitro embriyo {retimi temeline
dayanmaktadir. Kaydedilen ilerlemelere ragmen in vitro embriyo iiretiminde basari sansi
% 50 standardim1 yakalayamamustir. Ozellikli iiretilen embriyolarm dondurularak
saklanmasindaki bagar1 orani daha da diisiik seviyededir. Bu durum biyoteknolojinin
karakteristik 6zelligi olan bilimsel gelismelerle paralel seyreden endiistriyel ilerlemenin
oniinde engel olusturmaktadir. Bu ¢alisma ile sigir embriyolarinin in vitro iiretiminde ve
vitrifikasyonunda LIF ve IGF-1 faktoriiniin etkinliginin arastirilarak, ulasilacak
sonuglarin bu yontemlerin gelistirilmesi ve sahaya daha etkin yansimasina 1s1k tutmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. In Vitro Embriyo Uretimi

Embriyolarin disi genital kanalinin disinda tiretilmesi in vitro embriyo {iretimi
(in vitro produced, IVP) olarak adlandirilmaktadir. Embriyolarn in vitro ortamda
tiretilebilmesi sayesinde canliligin ilk adimlarini olusturan fertilizasyon, embriyogenezis
gibi temel mekanizmalarin daha iyi anlagilip, arastirilabilmesi miimkiin olmustur. Bunun
yani sira reprodiiktif sorunlarin ¢oziimii hiz kazanirken, hayvan islahi uygulamalar
biiyiik bir ivme kazanma potansiyeline sahip olmustur. in vivo ortamdaki hormonlardan
biiyiime faktorlerine kadar birgok faktoriin etki mekanizmasinin anlasilabilmesi in vitro
embriyo iiretimi sayesinde miimkiin olmustur. in vitro embriyo iiretimi; ovaryumlarimn
toplanmasi, oositlerin elde edilmesi, oositlerin in vitro maturasyonu (IVM), mature
oositlerin in vitro fertilizasyonu (IVF) ve embriyo kiiltiirii asamalarini kapsamaktadir
(Leibfried, 1999; Gordon, 2003). In vitro embriyo iiretimi basamaklarinin her biri

sirasiyla bir sonrakinin basarisini etkilemektedir (Hafez, 2000; Gordon, 2003).

In vitro embriyo iiretiminin temel basamagi olan in vitro fertilizasyona iliskin
bilgilerin ¢ogu memelilerde arastirilmis olmasina karsin, ozellikle 1940’11 yillarda
denizkestanelerinde yapilmis ¢aligmalara dayanmaktadir. Memelilerde fertilizasyonun
daha iyi anlagilmasi, 1950°li yillarda spermatozoon kapasitasyonunun tanimlanmasiyla
olmustur. Sonrasinda cesitli tiirlerde IVF ¢alismalari hiz kazanmustir. Tavsanlarda,
yavruyla sonuglanan ilk IVF ¢alismasi 1959 yilinda gergeklestirilmistir (Chang, 1959).
Yine 1968°de, farelerde uterustan elde edilen sperma ile basarili in vitro fertilizasyon
calismasi bildirilmistir. In vitro mature edilmis sigir oositinin ilk basarili fertilizasyonu
1977 wyilinda bildirilmistir (lritani ve ark., 1977). Ovule olmus oositin in vitro
fertilizasyonu sonucu canli buzagi elde edilmesi ilk kez 1981°de gergeklestirilmistir
(Brackett ve ark., 1982). Yine Kanada’da 1983 yilinda laparoskopik yontemle elde edilen
oositlerden, in vitro fertilizasyon yoluyla alt1 adet buzag: elde edildigi bildirilmistir. In
vitro mature edilmis oositlerden ilk buzagi, 1986 yilinda bildirilmistir (Hanada ve ark.,
1986). Tiimiiyle in vitro sartlarda iiretilmis embriyolardan ikiz yavrunun elde edildigi
caligma ise 1987 yilinda bildirilmistir (Lu ve ark., 1987). Ciftlik hayvanlar1 arasinda ilk
olarak IVF calismalarinda kullanilan hayvan koyun iken, in vitro maturasyon ve
fertilizasyon sonucu elde edilen kuzularin dogumunu bildiren ¢alismalar ¢ok sonralari

gerceklestirilebilmistir (Gordon, 2003). Atlarda ilk canli yavru, in vivo mature olmus



oositlerin in vitro fertilizasyonu sonucu 1990 yilinda gerceklestirilmistir (Palmer ve ark.,
1990).

Ulkemizde IVF calismalarina 1983 yilinda tavsanlar, 1985 yilinda fareler ve
1997 yilinda sigirlar lizerinde baslanmis, ilk olarak 2002 yilinda IVP embriyolardan
saglikli kuzular alimmastir (Birler ve ark., 1997; Birler ve ark., 2002).

2.1.1. Oosit Elde Etme Yontemleri

Oositlerin  kaynaginin ve elde edilme yontemlerinin embriyo iiretiminin
basarisini etkileyebildigi bildirilmektedir. Oositler hem canli hayvanlardan hem de kesim

sonrast mezbahadan toplanan ovaryumlardan elde edilebilmektedir (Greve ve ark., 1993).

Oositlerin elde edilmesinde gegmis yillarda uterus yikamasi (flushing) yontemi
uygulanarak in vivo ortamda olgunlagsmis oositlerin direk temini gergeklestirilmistir
(Bavister ve ark., 1992). Fakat bu yontemde sinirl1 sayida oosit toplanabilmistir. Ilerleyen
yillarda oositlerin ultrasonografi rehberliginde transvajinal ve laparotomi-endoskopi
yardimut ile canli hayvanlarin ovaryumlarmin yiizeylerindeki folikiillerin aspirasyonu ile
elde edilmesi (OPU) yoluna gidilmistir (Callesen ve ark., 1987). Her iki yontemin
uygulanmasi konusunda pahali cihaz ve ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi, teknik destek ve
deneyim gereksiniminin bulunmasi nedeniyle oosit kaynagi olarak mezbahada kesimi

gergeklestirilen sigirlarin ovaryumlar: kullanilmaktadir.

Ovaryumlarin kesimden sonraki 1-2 saat icerisinde isleme alinmasi ve yaklagik
30 °C de saklanmasi gerektigi yaygin bir kanidir. Ovaryumlarin tasima sicakligi 30 °C’nin
altina diistiiglinde, oositlerin niikleer maturasyonu tamamlayamadiklar1 bildirilmektedir
(Gordon, 2003). Ayrica oositlerde mayotik gelisim iki saat igerisinde baslatilmazsa,

oositlerin RNA tiretim kapasitelerini kaybettikleri bildirilmektedir (Sirard ve ark., 1996).

Iyi kaliteye sahip oositlerin temini birgok parametreye bagli olarak
degismektedir (Nagai, 2001). Folikiil biiylikligiiniin, oosit biiyiikliigii ve gelisim durumu
ile dogru orantili oldugu belirtiimektedir (Gordon, 2003). Dolayisiyla 2 mm’den kiigiik
capta olan folikiillerde bulunan oositler mitoz boliinme karakterini kazanmadiklarindan
ve 8 mm’den biiylik ¢apta olan folikiillerde bulunan oositler atrezi dalgas1 goriiniimiinde
ve olgunlasma basarisinin oldukga diisiik olmasindan dolay1 ¢alismalarda aspirasyon igin

2-8 mm aras1 ¢apta olan folikiiller tercih edilmektedir (Sirard ve ark., 1996).



Fertil oositler sadece pubertas doneminde periyodik olarak ovulasyonla iligkili
gonadotropin salinimina sahip disilerden elde edilmektedir. Farkli yas gruplarini i¢eren
bir ¢alismada 2-10 mm ¢apindaki folikiillerden toplanan oositlere rutin IVM ve IVF
prosediirleri uygulanmis ve sonunda embriyo gelisim oranlarinin yag biiyiidiik¢e arttig
goriilmistiir (Yang ve ark., 1998). Pubertasa ulasmamis disi hayvanlardan cesitli
yontemlerle oosit toplanabilse de, bu hayvanlardan elde edilen oositlerin maturasyonu ve
devaminda yasayabilir embriyo olusturabilmeleri i¢in gerekli hormon reseptorlerinin
bulunmayisinin, maturasyon ve embriyo gelistirme yeteneklerinin sinirli kalmasina neden
oldugu bildirilmistir (Nagai, 2001; Armstrong, 2001).

Kesimden sonra alinacak ovaryumlarin miimkiin oldugu kadar ¢cevre dokulardan
ayr1 sekilde alinmasi gereklidir. Transport medyumu olarak fosfatli tampon soliisyonu

(PBS) ve antibiyotikli serum fizyolojik kullanilmaktadir (Greve ve ark., 1993).

Si1gir ovaryumlardan 0osit elde etmek amaciyla aspirasyon, folikiil diseksiyonu,
ovaryum dilimleme ve OPU olmak iizere baglica dort teknik kullanilmaktadir (Duran,
2000).

Aspirasyon Teknigi

Mezbahadan elde edilen ovaryumlarin folikiillerinden, uygun enjektor, igne,
pipet, vakumlu aspirasyon ignesi gibi araglarin yardimiyla oositlerin toplanmasi
“Aspirasyon Teknigi” olarak ifade edilen ve yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Ovaryumlardan bu yontem ile oosit toplamak i¢in ¢ogunlukla 18 veya 21 G’lik igneler
kullanilmaktadir. Enjektor ile 2-8 mm c¢apinda olan folikiillerden aspirasyon
yapilmaktadir. Aspirasyon tekniginin dezavantaji bu yolla folikiillerden % 30-60
oraninda oosit toplanabilmesidir (Kanagawa ve ark., 1995).

Ayrica aspirasyon yontemi ile toplanan oositlerin yaklasik olarak % 43’
morfolojik olarak normal olmaktadir. Bu teknikte ovaryum basma elde edilen
kullanilabilir kalitedeki oosit sayisinin 5-8 adet oldugu bildirilmektedir. Dezavantajlarina
ragmen, pratik olmasi ve ¢ok sayida ovaryumun islenebilmesine olanak vermesi
nedeniyle aspirasyon yontemi tercih edilmektedir. Arastirmacilar ¢ok sayida ovaryumun
islenmesinin énemli oldugu ticari embriyo tiretimi yapilan laboratuvarlarda, aspirasyon
teknigini, oosit kalitesinin 6nemli oldugu durumlarda ise diseksiyon yontemini

onermektedirler (Gordon, 2003).



Otomatik vakum sistemimin kullanildig1 durumlarda aspirasyon basinci 50-130
mmHg arasinda tercih edilmektedir (Pieterse ve ark., 1991). Iyi kalitede kumulus oosit
kompleksi (KOK) toplanmasinda igne ¢api ile aspirasyon basinci arasindaki iliski
onemlidir. Bols ve ark. (1996), aspirasyon basinci ve igne ¢apinin sigir oosit morfolojisi
ve gelisim kapasitesi tizerine etkisini aragtirmiglardir. Kullandiklar: 18, 19 ve 21 G’lik
ignelerde bes degisik seviyede (50, 70, 90, 110, 130 mmHg) aspirasyon basinci
denemislerdir. En yiiksek sayida oosit eldesini en genis ¢apa sahip (18 G) igne

kullanimiyla ve en yiiksek aspirasyon basinciyla elde etmislerdir.

Transilluminasyon aspirasyon teknigi, aspirasyon yonteminde elde edilen oosit
sayisinin arttirtlmasina yonelik olarak gelistirilmistir. Bu yontemde kortikal folikiillerin
goriintliilenmesi i¢in, ovaryumun medulla ve korteksinde 151k kaynagi yerlestirilmekte ve
bundan dolay1 teknige 151k gegirgen (transilluminasyon) aspirasyon teknigi
(Transillumination-Aspiration Ovary, TAO) adi verilmektedir. Bu teknik ile ovaryum
basina elde edilen oosit oraninin % 50 oraninda artirilabilecegi bildirilmektedir (Arav,

2001; Gordon, 2003).
Folikiil Diseksiyon Teknigi

Oosit eldesinde kullanilan bir diger teknik folikiil diseksiyon teknigidir.
Folikiillerin diseksiyonunu takiben, parcalayarak oosit toplanmasini esas almaktadir.
Folikiil diseksiyonunda amag, Oncelikle oositi ¢evreleyen kumulus hiicrelerine zarar
vermeden oosit elde edilmesidir. Folikiil duvarina sikica baglandigi i¢in aspirasyon
yontemiyle alimmasi miimkiin olmayan kaliteli oositlere diseksiyon teknigiyle daha

yiiksek oranda ulasilabilmektedir (Gordon, 2003).
Ovaryum Dilimleme Teknigi

Ovaryumlara Tizerlerindeki folikiillerden gececek sekilde ¢esitli kesitler
atilmasina dayanan bir yontemdir. Bu islemden sonra ovaryum, yikama medyumu
icerisinde iyice yikanir ve petri igerisinde toplanan icerik ya direkt olarak stereo
mikroskop altinda oositler i¢in arastirilir ya da toplanan igerik ¢Oktiirme, santrifiij
islemlerine tabi tutulduktan sonra oosit se¢im islemine gecilir. Ovaryum dilimleme
teknigi direkt olarak uygulanabildigi gibi, aspirasyon sonrasi da yapilabilmektedir. Bu
yontem az sayida ovaryum temin edilebildigi durumlar i¢in 6nerilmektedir (Duran, 2000).

Folikiiler aspirasyon ve dilimleme teknigi bir arada kullanildiginda ovaryum bagina 9,2 -



20,3 arasinda degisen miktarda iyi kalitede oosit elde edilebildigini bildirilmistir (Gordon,
2003).

Ovum Pick-Up (OPU) Teknigi

Canli hayvanlardan ultrasonografi rehberliginde (7,5 MHz’lik 6zel OPU probu)
vakumlu aspirasyon sistemi (ovum pick-up, OPU) ile oosit aspire edilebilir (Callesen ve
ark., 1987). Bu teknik canli hayvanlarin kullanilabilmesi avantajina sahipken, aspirasyon
vakumu, hormon tedavisinin yapilip yapilmamasi, punksiyon sikligi, siklusun donemi ve

operatoriin deneyimi gibi birgok faktérden etkilenmesi gibi dezavantajlara sahiptir.
Oosit Siflandirma ve Se¢im

In vitro embriyo iiretiminde iyi kaliteli oositlerin secimi ve smiflandirilmasi
yiiksek basar1 saglamada énemli bir adimdir. Aspirasyon sonrasinda oositler morfolojik
olarak degerlendirilmektedirler. Morfolojik siniflandirmada oositin sitoplazma goriintiisii
ve 00siti ¢evreleyen hiicrelerle olan bagi dikkate alinmaktadir. Homojen goriiniimlii bir
sitoplazma, oositi gevreleyen, bozulmamis ve kompakt yapida kumulus hiicreleri, mature
olmayan oositlerin maturasyon ve embriyonik gelisimlerin en dnemli isaretlerindendir
(Kanagawa, 1995, Boni ve ark., 2002). Giiniimiizde KOK morfolojisi ¢esitli yontemlerle
degerlendirilmektedir (Gordon, 2003).

Brackett ve ark. (1993), oositleri dort ayri gruba ayirarak;

1. Kalite; 4 kattan fazla sayida kompakt kumulus hiicre katmani1 ve ooplazma kumlu

goriinlime sahip,

2. Kalite; 2-3 katl kompakt kumulus hiicre katmani ve ooplazma kumlu veya hafif kumlu
gOriiniimlii,

3. Kalite; 1-2 katli hafif/diizensiz kompakt kumulus hiicre katmani1 ve ooplazma hafif

kumlu ya da homojen goriiniime sahip,

4. Kalite; Ciplak oosit ve homojen/jel goriiniimlii ooplazmasi bulunan oositler olarak

nitelendirilmektedir.

Kumulus hiicreleri farkli fonksiyonlara sahip granuloza hiicrelerinin bir alt
kiimesidir. Oositin gelisimi sirasinda besin destegi, zona pellusidanin olusturulmasina
katilma, ¢esitli proteinlerin sentezlenmesi gibi gorevleri bulunmaktadir. Yapilan
calismalar siki ve kalin bir kumulus kati ile ¢evrili oositlerin daha yiiksek gelisim

potansiyeline sahip olduklarini1 géstermistir (Sirard ve ark., 1996; Gordon, 2003). Ayrica



kumulus hiicrelerinin sitoplazmik maturasyona katki yaptiklart bildirilmektedir (Khatir
ve ark., 1998). Dort ya da daha fazla kumulus hiicre katmanina sahip oositlerin

olgunlagsma yeteneklerinin ¢ok daha iyi oldugu bilinmektedir (Younis ve ark., 1989).
Oosit degerlendirmede pratik olarak sadece kumuluslara bakildiginda;

A kalite: etrafinda 5-6 siradan daha fazla kumulus hiicreleri bulunan ve homojen yapi

gosteren oositler,

B Kkalite: etrafinda 2-4 sira kumulus hiicre bulunan veya az bir kisminda kumulus

bulunmayan oositler,
C kalite: etrafinda kumulus hiicresi bulunmayan oositler,

D kalite: etrafindaki kumulus hiicre yigim1 dejenere durumda olan oositler olarak

ayrilmaktadir (Kanagawa, 1995).

Aragtirmacilar oosit ¢apit ile KOK Kkalitesi arasinda da yakin bir iligki
bulundugunu bildirmektedirler (De Wit ve ark., 2001).

2.1.2. In Vitro Maturasyon

Maturasyon, diploid (2n) kromozom sayisina sahip olan oositlerin, mayoz
boliinme ile kromozom sayilarini haploide (n) indirgemesi ve bu siirecte fertilizasyon
yetenegi kazanmasi olarak tanimlanmaktadir (Xu ve ark., 1985). Oosit maturasyonu
niikleer ve sitoplazmik maturasyon olarak iki asamada gerceklesmektedir (Bevers ve ark.,
1997). Niikleer maturasyon, oosit niikkleusunun germinal vezikiil asamasindan metafaz-2
(M-II) sathasina ulagmasi durumudur. Bu gelisim, germinal vezikiil yikimlanmasi
(Germinal Vesicle Break Down-GVBD), kromozom kondenzasyonu, birinci metafazin
1g iplik¢iklerinin olusumu, homolog kromozomlarin polar cisimcik vasitasiyla atilmasi
ve M-II durumuna gecilmesi olgularini kapsar. Ardindan da rediiksiyon bdliinmesiyle

birlikte kromozom sayist haploit duruma gelir (Callesen, 1987).

Niikleer maturasyonunu tamamlayan ve M-Il asamasinda olan oositin ¢ap1
yaklasik 110 um olur. Bu durum in vitro oosit maturasyonunda 6nemli bir yer tutar. Sigir
oositleri 95 pm den kiiciik ¢apa sahiplerse mayoza devam edemezler. Bundan dolay in
vitro embriyo elde edilmesi amaciyla toplanan oositlerin 100 um den biiyiik olmalarina

Ozen gostermek gerekir (Hyttel ve ark., 2001).



Sitoplazmik maturasyon ise, oositin germinal vezikill (GV) sathasindan
metafaz-11 (M-I1) sathasina, olgun bir oosit oluncaya kadar gecirmis oldugu degisimleri
ifade eder. Bu degisimler, oositin normal fertilizasyonu, boliinmeye baslamasi ve
blastosist safhasina kadar ulagsmasinda indirekt olarak etkilidir. Shamsuddin ve ark.
(1993), sitoplazmik maturasyonun ii¢ asamada gerceklestigini bildirmislerdir. Ilk
asamada mitokondriler endoplazmik retikulumla yakinlagmakta, ikinci asamada lipid
damlaciklar1 ve vezikiillerin say1 ve boyut olarak azalmalar1 ve perifere yonlenmeleri
gerceklesmektedir. Ugiincii asamada ise kortikal graniillerin subplazmalemma bélgesine

dogru hareket etmeleri ile sitoplazmik maturasyon tamamlanmaktadir.

Oositlerin olgunlastirilmasinda siklikla doku kiiltir medyumu (TCM-199),
Ham’s F10 ve F12, Minimum Esansiyel Medyumu (MEM) ve Menezo’nun B2’si gibi
doku kiiltir medyumlart kullanilmaktadir (Greve ve ark., 1993). Oositlerin
olgunlastirilmalarinda kullanilan bu medyumlar kendi baslarina yeterli olmamaktadir ve
bu medyumlara destek olarak serumlar, proteinler, hormonlar ve peptitler, sentetik olarak
da inhibin, oksitosin, insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF), aktivin kaynaklari ilave edilmektedir (Thompson, 1996; Gordon, 2003; Cevik ve
ark., 2011).

Sirard ve ark. (1996), IVM’de niikleer olaylar1 izlemis 18-24. saatte M-Il
olusumunun gergeklestigini belirtmislerdir. Rutin IVM sistemlerinde maturasyon siiresi

olarak 22-24 saat araligi kullanilmaktadir.

2.1.3. In Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon sperm seperasyonu ve sperm kapasitasyonunu iceren
karmasik bir mekanizmadir (Gordon, 2003). In vitro fertilizasyonun basarili olabilmesi
i¢in, spermatozoonun kumulus hiicrelerinden gegerek ooplazma icine girmesi ve erkek
pronukleusun olusum siirecine kadar olan fizyolojik ve biyokimyasal asamalari kusursuz

bir sekilde tamamlamasi gerekmektedir (Leibfried, 1999).

In vivo ortamda basarili bir fertilizasyon i¢in, memeli spermatozoasinin zona
pellusidaya penetre olup oositin plazma membrani ile birlesmesi i¢in gerekli bir dizi hiicre
dis1 olaylar zinciri olan kapasitasyon ve bunu izleyen akrozom reaksiyonu olusur.
Fertilizasyon yeteneklerini kazabilmeleri igin spermatozoonlar kapasitasyon denilen

fertilizasyon yetenegi olmayan hiicreleri potansiyel fertil hiicrelere doniistiiren bir dizi



karmagik degisiklik gecirmek zorundadirlar. Kapasitasyon asamasindan sonra
spermatozoa, oosit ve oositin diger bagimli boliimlerinden (kumulus hiicreleri, zona
pellusida) gelecek olan molekiiler uyarimlara karsi cevap verebilecek hale gelir ve daha

sonra akrozom reaksiyonu gergeklesir (Fraser, 1998).

Akrozom, spermatozoon niikleusunun anterior kismini i¢ine alacak sekilde zarla
kapatan bir yapidir ve bir¢ok hidrolize edici enzim igcermektedir. Normal bir fertilizasyon
icin gereken ilk kosul olarak, akrozom reaksiyonu sirasinda akrozom igerigi zona
pellusidanin tetiklemesiyle serbest birakilir. Membran reaksiyonu, bastan sona plazma
membrani ile dis akrozomal membranin birlesmesini ve vezikiilasyonu baslatir. Daha
sonra bir ¢esit akrozomal igerigin serbest birakilmasi ve i¢ akrozomal membranin disa
dogru birakilmasi olayr meydana gelir. Birbirini takip eden spermatozoon kapasitasyonu

ve akrozom reaksiyonu, ineklerde alt1 saat iginde tamamlanmaktadir (Liebfried, 1999).

In vitro fertilizasyonda basar1 sansm1 arttirmak igin arastirmacilar, hipotaurin,
heparin ve epinefrini birlikte kullanmislar ve bunun sonucunda spermatozoa motilitesi ve
fertilizasyon kabiliyetini 6nemli Ol¢iide uyarildigimi  gormiislerdir. Hipotaurinin
spermatozoa motilitesi {izerinde etkili oldugu fakat epinefrin ve penisilamin ile beraber
kullanilmas: gerektigi bildirilmistir (Rosenkranz ve ark., 1995). In vitro fertilizasyonda
BSA destekli olan Tyrode’s Lactate (TALP-Tyrod’un Albumin Laktat Medyumu),
Modify Defined Medium- Modifiye edilmis medyumu (mDM), Brackett- Oliphant
medyumu (BO), Biggers-Whitten-Whittingham medyumu (BWW), Krebs Ringer
bikarbonat medyumu (KRB) gibi temel medyumlar kullanilmaktadir. Ayrica bu
medyumlara fertilizasyonun desteklenmesi amaciyla belirli oranlarda heparin, hipotaurin,
oviduktal s1vi, folikiil sivisi, kafein ve kalsiyum iyonlari ilave edilmektedir (Bavister ve

ark., 1992; Gordon, 2003).

Bazi arastiricilar ise sperma kaynagina gore in vitro fertilizasyon basarisinin %
13-94 arasinda degistigini bildirmektedirler (Yang ve ark., 1993). Bogalardaki bireysel
farkliliklar mevsime, yasa veya ejekulat kalitesine bagli olabilmektedir. Ayrica degisik
bogalara ait spermatozoonlarin igerisinde bulunan dekapasitasyon faktor yogunluklar: da
farkli olmakta yani seminal plazma kaynakli diisiik oranda fertilizasyon yetenegi ortaya

¢ikmaktadir (Yang ve ark., 1993; Abdoon, 2003; Hafez, 2000).

Inkubasyon 1sisinin fertilizasyon iizerine etkileri arastirilmis ve IVF igin en

uygun 1s1 olan 39 °C’de en yiiksek fertilizasyon oranlarina ulasildigr bildirilmistir.



Yapilan bir calismada 37 °C’deki inkubasyonda % 60,8’lik bir boliinme oran1 saglanirken,
bu oran 39 °C’de % 76,7 olarak saptanmistir (Gordon, 2003).

In vitro fertilizasyon siirecinde geleneksel olarak % 5 CO2 inkubasyon ortami
kullanilsa da % 5 CO2, % 5 O ve % 90 N, ortamlar1 gibi degisik atmosferlerle yapilan
calismalar da bulunmaktadir. Sonug olarak ortamin gaz ve nem yogunlugu fertilizasyon

oranini etkilemektedir (Gordon, 2003).

2.1.4. Sperma Ayirma Yontemleri

In vitro fertilizasyonda kullanilacak spermanin ¢esitli yontemlerle fertilizasyona
hazirlanmast gerekmektedir. Bu amagla kullanilan yontemler sayesinde, kaliteli
spermatozoa sayisini arttirmak, seminal plazma, kriyoprotektan ve diger maddelerin
ortamdan uzaklastirilmasi miimkiin olmaktadir. Sperma ayirma yontemleri olarak
genellikle, Swim-up, Percoll density gradient ve Glass-wool filtrasyon yontemi gibi temel
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin sigir IVF laboratuvarlarinda en sik

kullanilan1 percoll gradient teknigidir (Machado ve ark., 2009).
Percoll Gradient Teknigi

Sperma ayirma yontemlerinden biri olan Percoll (Polivinilpirolidon, PVP ile
kapl silika parcaciklarinin koloidal siispansiyonu) metodu 1980’lerde yaygin olarak
kabul goérmeye ve basartyla kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde canli sperm
hiicrelerinin 6lii olanlardan ayrilmasi temel amagtir. Olii sperm hiicrelerinin agirliklarinin
canli olanlardan daha az olmasindan yararlanilarak yogunluklarma gore iki farkli
tabakaya ayrilmis ortamda spermayi santrifiij ederek ayirmak miimkiindir. Percoll
ayirma yonteminin alternatif yontemlere gore iki Onemli avantaji bulunmaktadir.

Bunlardan ilki daha fazla canli spermatozoonun elde edilebilmesidir. Digeri ise
spermatozoonun seminal plazma, somatik hiicreler ile 6lii ve morfolojik olarak anormal
spermatozoonlardan daha hizli ayrilmasidir. Bir diger dikkat g¢ekici 6zelligi de motil
spermatozoonun fertilizasyon kapasitesini  diislirebilen olas1 serbest oksijen

radikallerinden korumasidir (Parrish ve ark., 1995).

Bu yontemin sperm-oosit etkilesimini, fertilizasyonu ve embriyo olugumunu

pozitif yonde etkiledigi de bildirilmektedir (Machado ve ark., 2009).

Percoll yonteminin sayilan tiim bu avantajlarinin yaninda, yliksek seviyede

endotoksin icermesi gibi bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Parrish ve ark., 1995).
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Ayrica Rheingantz ve ark. (2002), IVF sistemlerinden elde edilen blastosistlerin
cinsiyet oraninda Percoll ile swim-up yontemlerini karsilastirdiklari bir ¢alismada, swim-
up metodu ile elde edilen embriyolarda daha yiiksek oranda erkek embriyo elde ettiklerini
belirtmektedir.

Swim Up Teknigi

Swim up yontemi, diger sperm ayirma yoOntemlerine gore bilinen en eski
yontemlerden biridir (Mahadevan ve ark., 1984). Orijinal adi “Sperm Rise” olarak
belirtilen bu yontem kendiliginden aktif yonelme esasina dayanmaktadir. Swim up
yonteminde amag, motil spermatazoonlarin, motil olmayan spermatazoonlardan
kendiliginden ayrilmasidir. Bu yontemde, motilite bakimindan ¢ok iyi ve kaliteli olan
spermatazoonlar elde edilirken diger sperma ayirma yontemlerine kiyasla elde edilen
spermatazoon miktar1 ¢ok daha az olmaktadir. Ayrica igslemin uzun siirmesi ve yogun
ejakiilatlarda iyi sonu¢ alinamamasi da bu yontemin pratik bakimdan kullanilabilirligini

kisitlamaktadir (Coscioni ve ark., 2001).

Bazi aragtirmacilar sperm yikama medyumuna 5 mM glisin, 7,5 uM kafein
eklenmesinin spermatozoon kalitesini ve embriyo gelisimini arttirdigi belirtilmektedir
(Coscioni ve ark., 2001; Gordon, 2003).

Glass-wool filtrasyon Teknigi

Glass-wool filtrasyon yontemi, seyreltilmis boga spermasimin cam yiiniinden
olusan bir katmandan gegirilerek siiziilmesi esasina dayanir. Canli spermatozoonlarin
filtreden gegerken, 6lii spermatozoonlarin bu katmanda tutulmasi amaglanir (Paulson ve
ark., 1977). IVF uygulamalarinda bu yontem ile elde edilen motil spermatozoon sayisinin,

swim-up metodundan ¢ok daha fazla oldugu ortaya konmustur (Gordon, 2003)
Sperma Dozunun Ayarlanmasi

Sigir oositlerinin in vitro fertilizasyonu igin pek ¢ok laboratuvarda, genellikle
¢ok sayida spermatozoon (1x10°) ile uzun siireli (20-24 saat) inkubasyon tercih
edilmektedir (Hanada ve ark., 1986; Elder ve ark., 2003; Gordon, 2003).

In vitro kosullarda bir oositin fertilizasyonu igin ortamda en az 5000 fertil
spermatozoon bulunmalidir. Ayrica spermatozoon yogunlugu, kapasitor ajanlarin
miktarlar1 ve inkubasyon siiresi de fertilizasyon ve polispermi orani iizerinde 6nemli

olgiide etkili olmaktadir. In vitro fertilizasyon laboratuvarlarinda yaygin olarak oosit
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basma 10x10° ile 20x10° arasinda spermatozoon olacak sekilde fertilizasyon ortami

hazirlanmaktadir (Yang ve ark., 1993).

Saeki ve ark. (1995), tarafindan yapilan bir ¢alismada fertilizasyon medyumuna
farkli yogunluklarda spermatozoon katilmis ve en yiiksek fertilizasyon orami 1x10°

spermatozoon/ml konsantrasyonu ile elde edilmistir.

2.1.5. Embriyolarin Kiiltiirii

In vitro fertilizasyondan sonra embriyolarin istenilen gelisim ddnemine
ulasincaya kadar uygun 1s1, nem ve gaz ortaminda inkube edilmeleri gerekmektedir. Bu
isleme embriyo kiiltliri ad1 verilir (Kanagawa ve ark., 1995; Gordon, 2003; Feugang,
2009). Embriyo kiiltiirinde en kritik noktalardan biri kiiltiir medyumunun seg¢ilmesidir
(Feugang, 2009; Suthar ve ark., 2009).

Bugiine kadar embriyo kiiltiiriinde farkli bir¢ok kiiltiir sistemi denenmistir.
Bunlar arasinda sigir ovidukt epitel hiicreleri (BOEC), kumulus hiicreleri veya
trofoblastik vezikiiller, hiicre kiiltiirleri, rat karaciger hiicreleri gibi hiicrelerle yapilan ko-
kiltiirler kullanilsa da yeni yaklagimlar daha ¢ok TCM-199, SOF, CRlaa (Charles
Rosenkrans), CZB (Chatot Ziomek Bavister Medium), hamster embriyo kiiltiir
medyumu-6 (HECM-6) ve G1.1/G2.2 vb. gibi kimyasal olarak tanimlanmis medyumlarin
kullanilmasindan yana olmaktadir (Cooke et al., 2002; Gordon, 2003; Suthar, 2009).
Bunlarin arasinda en ¢ok tercih edilen embriyo kiiltiir medyumlar1 diisiik oksijen
konsantrasyonuyla (%S5) yliksek blastosist verimi saglayan TCM-199, SOF ve CR1laa
medyumlaridir (Gordon, 2003, Feugang, 2009; Suthar ve ark., 2009).

Kimyasal olarak tanimlanmig medyumlar kan bilesenleri ve hiicrelerden
armdirilmig ve ayni zamanda kolaylikla sterilize edilebilmektedirler. Ayrica gegmise
dontik kalite kontrolii de yapilabilmektedir (Rizos ve ark., 2008).

In vitro fertilizasyon yoluyla elde edilen embriyolarm kiiltiirii i¢in in vivo ve in

vitro kiiltiir sistemleri gelistirilmistir.
In Vivo Kiiltiir

In-vivo kiiltiir sisteminde embriyolar senkronize edilmis aym ya da farkli yakin
tiirden hayvanlarin oviduktlarina aktarilirlar (Gordon ve ark., 1990). Genellikle 7 ya da 8

giin siire ile gelisimlerini burada siirdiiren embriyolar toplanir ve embriyo transferi ya da
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dondurma iglemine gegilir. Bu yontem giiniimiizde nadiren kullanilan bir yontemdir

(Gordon, 2003).
Standart (Tekli) Kiiltiir

Bu kiiltiir yontemi igerigi bilinen kiiltiir medyumlari ile gergeklestirilen in vitro
kiltiir yontemidir. Bu yontemde herhangi bir medyum degisimine gerek
duyulmamaktadir. Kiiltiir medyumlar1 gesitli konsantrasyonlarda mineral tuzlar, enerji,
antibiyotik ve hormon katkilari ile hazirlanmakla birlikte (SOFaa, KSOM, CR1aa) ticari
olarak temin edilen medyumlar da (Quinn’s Advantage Medium, QAM) kullanilmaktadir
(Cooke ve ark., 2002; Gordon, 2003; Feugang, 2009; Suthar, 2009).

Siral (ikili) Kiiltiir Sistemi

Standart kiiltiir sistemlerinde toksik metabolitlerin birikmesi nedeniyle
embriyolarin olumsuz etkilenmesinin 6niine gegmek igin kiiltir medyumun 72. saatte
yenilenmesi Onerilmektedir. In vivo ortamda embriyonun oviduktan uterusa gocii
sirasinda her iki dokuda da kompozisyonun ve gaz ortaminin birbirinden farkli oldugu
tespit edilmistir. Bu sebeple gelistirilecek iki farkli medyum embriyonun ihtiyaglarina
gore dlgeklendirilir (Feugang ve ark., 2009). Ornegin embriyo erken gelisim doneminde
piruvat kullanilirken, ikinci asamada yani kompaktlasma doneminde glikoz kullanilir.
Glikoz blastulasyon, farklilagma ve biiylime agamasindaki embriyonun enerji ihtiyacini
karsilamaktadir. Ayrica erken embriyonik gelisim asamasinda aminoasitlerin smirlt
oranda kullanilmasi gerektigi bildirilmistir. ikili kiiltiir sisteminde amonyak birikiminin
Oniline gecilebilmekte ve serumun ortadan kaldirilmasiyla dev yavru riski bertaraf
edilebilmektedir. Ikili kiiltiir sistemlerine 6rnek olarak; G1 / G2, KSOM / SOF, SOF1 /
SOF2 ve SOF-A / SOF-B medyumlar: verilebilir (Cooke et al., 2002; Gordon, 2003;
Suthar, 2009).

Ko-Kiiltiir Sistemi

Ko-kiiltiir yontemi ¢ok sik kullanilmayan fakat etkili bir yontemdir. Bu
yontemde embriyolar, fibroblast, ovidukt epiteli ve granuloza gibi farkli tiplerdeki
hiicreler ile birlikte kiiltiire edilirler. Bu yontemde kiiltiire alinan hiicrelerin salgilayacagi
biiyiime faktorlerinin embriyotrofik etkilerinden embriyonun yararlanmasini saglamak

amaglanmaktadir. Ko-kiiltiir sistemleri normal kiiltiir amagli kullanilmakla birlikte aym
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zamanda kullanilan ticari ya da diger hazirlanmis medyumlarin test edilmesi amaciyla da

kullanilmaktadir (Gandolfi ve ark., 1987; Gordon, 2003; Kelly ve ark., 2007).
Mikro Akiskan Sistemler

Mikro akiskan sistemler kiiltir medyumunun dereceli olarak degistirilmesi
sonucunda embriyo lizerindeki stres faktorlerini ortadan kaldirarak daha basarili sonuglar
alinmasi hedeflenerek gelistirilmistir. Bu sistemde embriyoyu hareket ettirmeksizin
ortama kontrollii bir sekilde sivi akisi1 saglanir. Standart sistemlerde embriyoyu saran
medyumun hacmi 50 pl iken burada 0,125 ul’dir (Beebe ve ark., 2002).

Mikrokiiltiir Sistemi

Embriyo kiiltiir sistemlerinde bir baska yenilik ise statik ve dinamik kiiltiir
sistemleri arasinda simiflandirilan mikrokiiltiir sistemleridir. Mikrokiiltiir sistemleri
embriyoyu saran az miktardaki kiiltir medyumuyla, bunlari saran yiiksek miktardaki
stvinin kombinasyonudur. Embriyo, embriyotrofik biliylime faktorlerini korumak igin
kendine bir mikro ¢evre olusturmaktadir. Ancak en distaki yiiksek hacimli ortamdan
kiiglik molekiillerin gecisine de izin vermektedir. Bu metot 2000 yilinda Gabor Vajta
tarafindan Well of the Well (WOW) sistemi adiyla gelistirilmistir. Bu sistemde kiiltiiriin
gerceklestirildigi petri kabinin tabanina uygun bir cihaz ve 1s1 yardimiyla kuyucuklar

acilarak embriyolar i¢in ayr1 bir mikro sistem olusturulmaktadir (Vajta, 2008).
Perfiizyon Sistemi

Perfiizyon sisteminde ise devamli sivi akig konsepti s6z konusudur. Diger
sistemlerde inkubasyon siirecinde medyumun {izerini Orten mineral yag burada
kullanilmaz. Medyum igeriginin gaz ortamiyla temasinin olduk¢a az olmasi ve bazi
maddelerin kiiltiir ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilmesi ve oOlciilebilmesi gibi
avantajlart bulunmaktadir. Fare ve insan embriyo kiiltiirlerinde siklikla kullaniliyor
olmasina karsin fiyat1 ve 6zel malzemelere olan gereksinimi nedeniyle sigirlarda heniiz

siirli bir kullanim alani bulabilmistir (Feugang, 2009).

Embriyo kiiltiiriinde kullanilan kiiltiir sistemleri Tablo 1’de karsilastirilmistir.
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Tablo 1. Embriyo kiiltiir sistemlerinin karsilagtirilmasi (Feugang ve ark., 2009)

Sistem Prensip Medyum Manipiilasyon Maliyet Kaynak
Klasik Kiiltiir boyunca Drop (50 pL), ++4* + Summer
tek medyum kuyucuk (500 pl) ve ark.
2003
Sirali Boliinme ve Drop (50uL), +++ ++ Gardner
kiiltiir agsamalar1 kuyucuk (500 pl) ve ark.,
igin ayri 2005
medyumlar
Mikro Embriyoyu saran 0,06-0,24 ++ +++ Vajta ve
kiiltiir mikro diizeyde pl/embriyo ark., 2000
medyum
Perflizyon Dereceli 30-70 pl/dk akis + ++++ Lim ve
degiskenler ark., 1997
-medyum igerigi
-gaz

kompozisyonu

-sicaklik
Mikro Siirekli medyum 0,125 pul akigkan + +++++  Glasgow ve
akigkan akist medyum/embriyo ark., 2001

* +; diigiik, +++++; yiiksek

2.1.6. Embriyo Gelisimini Etkileyen Faktorler

In vitro embriyo {iretimi birbirini dogrudan etkileyen maturasyon, fertilizasyon
ve kiiltir asamalarin1 icermekte ve tim bu asamalar birgok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Bunlarin baslicalar1; maternal ve paternal faktorler (tiir, dondr yasi, oosit
¢ap1, spermatozoon hasari vb.), kiiltiir sistemleri (tekli, sirali vb.), medyumlarinin igerigi
(hormon, biiytime faktorii, protein kaynaklari, su kalitesi, pH, osmolarite vb.) ve
inkubasyon kosullar (siire, 1s1, 151k, atmosfer vb.) olarak sayilabilmektedir (Leibfried,
1999; Hafez, 2000; Elder ve ark., 2003; Gordon, 2003; Gardner ve ark., 2004)

Transfer amaciyla iiretilecek embriyolarin genellikle morula agamasini gegmis,
blastosist asamasina ulasmis olmasi istenir. Kiiltiirlerinin yaklasik olarak altinci, yedinci

giiniinde embriyolar; erken blastosist, blastosist veya genislemis blastosist asamasinda
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olacak ve transfer sonrasi gebelik sansi veya dondurulacaksa ¢ozdiirme sonrasinda yasam

kabiliyetleri daha yiiksek olacaktir (Gordon, 2003; Menezo, 2004).

Embriyo kiiltiir medyumlara erken embriyonik gelisimde onemli yeri olan
aminoasitler, biiylime faktorleri, glutatyon, siiperoksit dismutaz, taurin, sisteamin ve
betamerkaptoetanol gibi antioksidanlar, EDTA veya desferrioksamin gibi selatorler,
vitaminler ve koenzim Q10, sodyum sitrat ve miyoinositol, hiyaliironan ve insiilin-
transferrin-selenyum (ITS), leptin gibi diger molekiiller ilave edile edilerek daha etkili
kiiltiir bilesimleri olusturulmaktadir (Abdoon, 2003; Gordon, 2003; Rizos ve ark., 2008).

S1g1r embriyolarmin iiretiminde oositlerin in vitro kiiltiirleri 38-39 °C arasinda
sorunsuz bir bigimde gerceklesmesine ragmen IVF sonrasi in vitro kiiltiiriin 38,5-39 °C
arasinda olmasi gerekmektedir. In vitro kiiltiir ortamini 40 °C ve iizeri sicakliklarda
olmast IVF de onemli derecede zararlar ortaya ¢ikardigi bilinmektedir (Greve ve ark.,
1993). Kiiltiiriin gerceklestirilecegi inkiibatérde gaz kompozisyonunun % 5 CO2, % 5 O»
ve % 90 N seklinde ayarlanmasi Onerilmektedir (Pinyopummintr ve ark., 1994).
Ozellikle % 20 ve iizerindeki Oz konsantrasyonlar: embriyo gelisimini olumsuz

etkilemektedir (Abdoon, 2003; Gordon, 2003).

Dondurma oncesi kiiltiir medyumlarina ilave edilen serumun embriyo gelisim
oranlarini olumsuz etkiledigi, ¢c6zdiirme sonras1 kiiltiire ilave edildiklerinde ise blastosist
canliligina olumlu etki yaptig1 bildirilmistir (Mucci ve ark., 2006). Serum ilave edilmis
medyumlarda tutulan embriyolarda lipid damlacik hacmi ve sayisinda artis gdzlenmistir.
Bu lipid artiginin hiicrelerin donmaya karsi dayanikliligini azalttig1 belirtilmistir (Abe ve
ark., 2002). Ancak dondurma 6ncesinde iki hiicreleri embriyolardan eniiklasyon pipeti ile
lipid damlaciklarinin uzaklastirilarak kriyotoleransin arttirilabilecegi de belirtilmektedir
(Tominaga, 2000).

Memeli embriyolarin kiiltiire alindiklart medyumlarin 7,2-7,6 pH araliginda ve
osmolaritesinin ise 290-300 mOsm diizeyinde olmasi gerektigini bildirilmektedir
(Gordon, 2003).

Embriyolar in vitro {iretim asamalar1 siiresince giines 15181 ya da yapay 1s1ga
maruz kalmaktadirlar. Her iki 151k tiirline de maruz kalmanm embriyo gelisimi i¢in

olumsuz etkiler yaratti§1 ve miimkiin oldugunca karanlik ortamda ¢alisilmas1 gerektigi

bildirilmektedir (Abdoon, 2003; Gordon, 2003).
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In vitro iiretilen blastosistlerin, in vivo ortamda iiretilen blastosistlere oranla
daha koyu renkli bir sitoplazmaya, daha hassas bir zona pellusida’ya sahip olduklari,
hiicreler arasi iletisim baglarinin zayif oldugu, metabolizmalarinda farkliliklar oldugu ve
kromozomal anomalilere daha yatkin olduklar1 daha o©nce yapilan c¢alismalarda

bildirilmistir (Pollard ve ark., 1994; Rizos ve ark., 2008).
Sitokinler

Sitokinlerin memelilerin erken embriyonik dénemlerindeki roliiniin arastirilmasi
giinlimiizde yogun olarak devam etmektedir (Fukui ve ark., 1994; Han ve ark., 1995;

Erickson, 1995; Schéfer, 2003; Neira ve ark., 2010).

Memeli metabolizmasinda bir¢ok farkli role sahip olan sitokinler hiicresel
diizeyde regiilator proteinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap olarak 06zel hiicreler
tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler (Clemens, 1991;
Oppenheim ve ark., 1994).

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir;

1) Biiyiime faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Platelet orijinli biiyiime
faktorii, PDGF; insiilin benzeri biiylime faktori-1, IGF-1, Insiilin benzeri bliylime
faktorii-2, IGF-2; Sinir biiytime faktorii, NGF; Asidik fibroblast biiyiime faktorii, aFGF;
bazik fibroblast biiylime faktorii, bFGF; Neurolokin, Amfiregulin; Hepatosit biiylime
faktorti, HGF v.b.)

2) Lenfokinler (interlokin-1a, IL-1a; I1-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-
9; IL- 10; I1L-11; 1L-12; I1L-13; I1L-14; IL-15)

3) Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden faktdr,
GM-CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi inhibitor faktor, LIF)
4) Transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-a; TGF-b)

5) Tiimor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-b)

6) Interferonlar (IFN-a; IFN-b; IFN-g)

(Clemens, 1991; Oppenheim ve ark., 1994).

Sitokinler hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak intraselliiler sinyal yollarini
tetiklerler. Otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla etki gosterirler. Bu

mekanizmalarin harekete gegmesi ¢ogunlukla hiicre boliinmesiyle sonuglanir (Clemens,

1991; Oppenheim ve ark., 1994).
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In vivo stimilatdr ve inhibitdr etkilerinin oldugu bilinen bu molekiillerin,
embriyo gelisiminden, yara iyilesmesine kadar uzanan bir¢ok konuyla olan iliskisine tam
olarak aciklik getirilememistir. Embriyo gelisimi ile ilgili biiyiime faktorleri epidermal
bliylime faktorii EGF, insiilin benzeri biiyiime faktorii IGF-1-2, fibroblast biiytime faktorii
FGF, trombosit kaynakli biiyiime faktorii PDGF, vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii
VEGF, biiylime farklilasma faktoriic GDG-9 olarak siralanmaktadir (Erickson, 1995;
Gordon, 2003).

Yukarida adi1 gegen birgok biiyiime faktorii ve sitokinden embriyo kiiltiiriinde

etkili olarak kullanilmakta olanlara asagida yer verilmistir.
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

Insiilin benzeri bilyiime faktorii ailesi peptid yapida olup, diisiik molekiiler
agirliktaki bliylime faktorlerinden biridir. Bu faktor, hiicre gelisim ve farklilasmasini
diizenleyip, apoptoza karsi koruyucu bir faktor olarak rol oynamaktadir (Sirisathien ve
ark., 2002; Han ve ark., 2003).

Biiyiime faktorlerinin (IGF-1, IGF-2, EGF) embriyo ¢oziindiirme ¢alismalarinda
kullanilmast sonucu embriyo canlilik oranlarinda artis oldugu bildirilmistir (Desai ve ark.,
2000). Bu konuda yapilan ko-kiiltiir ¢alismalar1 bizlere biiyiime faktorlerinin olumlu
etkisi hakkinda dolayli kanitlar sunmaktadir. Bunlardan biri IGF-1 ve LIF’in
embriyotrofik etkilerinin gésterilmesidir (Brackett ve ark., 1997; Desai ve ark., 2000).

Buna ilave olarak IGF-I-1l, faktorlerinin serum igermeyen Kkiiltiirlerde
embriyolarin blastulasyonunu 6nemli 6l¢iide destekledigi bildirilmistir (Desai ve ark.,
2000).

Epidermal Biiyiime Faktorii

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), 6 kDa agirliginda bir peptid olup mitojenik
potansiyele sahiptir. Hiicrelerin ¢ogunda proliferasyonu uyarir. EGF, proteolitik bir
boliinme tirlinii olan 128 kDa agirliginda tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir hiicre ylizey
reseptOrii ile etki etmektedir. Fare embriyolarinda yapilan bir ¢aligmada embriyonik
EGF’nin ise blastosistin inner cell mass (ICM) ve trofoektoderm (TE) hiicre tabakalarina
etki ettigi bildirilmistir. S1igir embriyolarinin in vitro kiiltiiriine ilave edilen EGF’nin oosit
maturasyonu ve embriyo gelisimini olumlu etkiledigi bildirilmistir (Lonergan ve ark.,
1996).
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Losemi inhibitor Faktor

Losemi inhibitor faktor (LIF), sitokinlerin 1L-6 ailesinde yer alan bir faktordiir.
Iki alt reseptdre (LIFr ve gp 130) baglanmaktadir. Bu faktor 45-56 kDa biiyiikliigiinde
pleiotropik etkili bir glikoproteindir. ilk olarak makrofaj farklilasmasindaki hematopoetik
etkisi ile tanimlanmistir (Tomida ve ark., 1984). Ilerleyen yillarda cesitli doku ve hiicre
gruplarinda farkli gorevler iistlendigi bildirilmistir. Sigirlarda embriyo tarafindan ve
ovidukt epiteli fibroblastlarinca sentezlenen bu faktoriin LIFr ve gpl30 transkripsiyon
faktorleri de blastosistlerde implantasyon 6ncesi donemde de salgilanmaktadir (Hilton ve
ark., 1991; Reinhart ve ark., 1998; Schafer, 2003). Uterustan LIF saliniminda EGF ve
human chorionic gonadotrophin (hCG) ile birlikte p53 geninin aktif rol oynadig
bildirilmektedir (Hu ve ark., 2007). kontrol eden faktorlerden Ostrojen seviyesiyle dogru
orantilt olarak folikiil sivisinda varligi tespit edilen ve blastosistlerin TE hiicre
tabakasinca sentezlendigi belirtilen LIF’in yalnizca embriyonik hiicre farklilasmasinda

degil, oosit maturasyonundan, implantasyona kadar uzanan siiregte rol oynadigi

bildirilmistir (Smith ve ark., 1988; Hilton, 1992; Arici ve ark., 1997, Smith ve ark., 1998).

Blastosist asamasindaki embriyolarin kiiltliriine ilave edilen LIF’in gelisimi
olumlu etkiledigi bildirilmistir. Bu yonde yapilan bir ¢alismaya gore LIF, in vitro tiretilen
sigir embriyolarin canliligini arttirmaktadir (Fry et al., 1992). Eckert ve ark. (1998),
tarafindan bildirildigi iizere in vitro kiiltiire edilen embriyolarda mRNA ve LIF/LIFr
reseptor sistemlerine spesifik ekspresyon yollarinda aksamalar olmaktadir. Bu durum da
blastosistteki ICM ve TE hiicrelerin gelisimlerinde anormalliklere yol agabilmektedir
(Eckert ve ark., 1998; Oshima ve ark., 2003; Rizos ve ark., 2003).

Embriyolarin LIF salgilayabilen hiicre tipindeki (plasental fibroblast gibi)
kiiltiirlerde, LIF salgilayamayan tip hiicre kiiltlirlerine oranla daha yiiksek blastosist
oranlarina ulastiklar: bildirilmektedir. Benzer sekilde embriyo kiiltiiriine yapilacak LIF
ilavesinin zonadan ¢ikma oranint ve implantasyon oranimi arttirdigi, blastosist

dejenerasyonunu ise azalttigi bildirilmistir (Kauma ve ark., 1995; Chen ve ark., 1999).

Diger bir calismada si@ir embriyolar1 in vitro kiiltiirii gerceklestirilen SOF
medyumuna LIF ilave edilmesinin blastosist gelisimini olumlu etkiledigi bildirilmistir
(Fukui ve ark., 1994; Han ve ark., 1995).
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Si1g1r embriyolar1 ve plasentasinda LIF ve LIF reseptorlerinin gen ekspresyonlari
tespit edilmistir. Kiiltir medyumuna 5 ile 10. giinler arasinda yapilacak LIF ilavesinin
zonadan ¢ikma orani ve TE hiicre sayisina olumlu etkisi oldugu bildirilmistir (Yamanaka

ve ark., 2001)

Bu faktériin implantasyon oncesi donemdeki etkilerini diger sitokinlerle
sinerjistik etki ile embriyodaki ICM ve TE hiicre farklilasmasini diizenleyerek,
blastosistlerin zonadan ¢ikma oranina olumlu etkisini ise, proteolitik aktiviteyi

destekleyerek gerceklestirdigi savunulmaktadir (Harvey ve ark., 1995).

Losemi inhibitdr faktdr embriyolarin yalnizca erken donem embriyo gelisiminde
degil desidualizasyon ve implantasyonunda da 6dnemli rol oynar. Oviduktaki hiicrelerce
ovulasyonun hemen Oncesinde ve fertilizasyon sonrasi dordiincii giinde yiiksek
seviyelerde sentezlenen LIF embriyoyu implantasyona hazirladigi bildirilmektedir
(Stewart ve ark., 1992; Chen ve ark., 2000).

Yapilan bir ¢alismada LIF knockout farelerde uterus dokusunda desidualizasyon
sekillenmedigi ve bunun sonucunda implantasyonun saglanamadigi ancak disaridan LIF
ilavesi ile gebelik elde edilebildigi bildirilmistir (Stewart ve ark., 1992). Yine benzer
sekilde implantasyon oncesi donemde intraperitonal yolla anti-LIF ajanlarin enjeksiyonu

ile farelerde implantasyonun engellenebildigi bildirilmistir (Terakawa ve ark., 2011).

Losemi inhibitoér faktoriin implantasyon donemi etkilerini ise, endometrium
epiteline parakrin etki ile IL-1 ve EGF ailesine ait faktorlerin salinimini uyararak ve
laminin reseptorleri olan integrinleri eksprese eden sitotrofoblastin jelatinolitik
aktivitesini inhibe etmesinin yaninda, TE hiicre artis1 ve invazyonunu destekleyerek
gerceklestirdigi belirtilmektedir (Fry et al., 1992; Bischof ve ark., 1995; Castro-Rendon
ve ark., 2006).

Han ve ark., (1995), embriyo kiiltiir medyumuna ilave edilecek 5000 IU/ml
dozundaki LIF’in blastosistlerin kriyotoleransini arttirdigini ve zonadan ¢ikma oranini
yiikselttigini bildirmistir.

Biiylime faktorlerinin dondurma ¢6zdiirme islemi uygulanan embriyolar igin de
yasamsal dneme sahip olduklar1 bilinmektedir. Ozellikle embriyolarda kritik az sayida
yer alan ICM hiicrelerin kaybinin en aza indirilebilmesinin bu faktorler ile miimkiin

olabilecegi bildirilmektedir (Desai ve ark., 2000).
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2.1.7. Embriyolarin Degerlendirilmesi

Embriyolarin kalitelerinin degerlendirilmesi i¢in, bazi yontemler gelistirilmistir.
Bu yontemlerin tiimii, gebelik oranlar1 esas alindiginda, esit derecede giivenilir
yontemlerdir. Gliniimiize kadar embriyolarin degerlendirilmesi amaciyla morfolojik ya
da hiicresel olgiimlere dayanan ¢ok sayida skorlama yontemi gelistirilmistir. Embriyo
kalitesinin degerlendirilmesinde yaygin bicimde kullanilan parametreler; sekil, renk,
hiicrelerin sayis1 ve kompaktligi, perivitellin boslugun genisligi, apoptotik ve dejenere
hiicrelerin sayis1 ile vezikiillerin say1 ve hacmi olarak siralanabilir. Sigir embriyolarinin
cap1 yaklasik olarak zona pellusida ile birlikte 150-190 um arasinda degismektedir. Sigir
embriyolarinin  kalite degerlendirmesinde en yaygin bicimde kullanilan kriter,

embriyolarin uygun gelisme asamalarina ulasip ulasmadiginin kontrol edilmesidir

(Lindner ve ark., 1983; Gardner ve ark., 1999).

Erken bélinme donemindeki embriyolar, zigot, iki hiicreli ve dort hiicreli
orneklerinde oldugu gibi 16 hiicre asamasina kadar genellikle mevcut sayilabilen
hiicrelerin sayilariyla tanimlanirlar. On alt1 hiicreden fazla sayida hiicreye (blastomere)
sahip canli embriyolarin yapilan mikroskobik muayeneleri ile ancak mevcut hiicrelerin
tahmini sayis1 ortaya konabilir. Bunun sonucu olarak da, diger morfolojik kriterlerin

kullanilmasi zorunludur.

Kisaca 6zetlemek gerekirse embriyolar alt1 ana gruba ayrilabilir. Farkli gelisme
donemindeki embriyolarin gelisim donemlerine gore listesi asagida siralanmis ve kisaca

aciklanmistir (Gardner ve ark., 1999).

Morula: Hiicreler yumagi olarak tanimlanan bu doénemde, bireysel blastomerleri,
digerlerinden ayirt etmek giigtiir. Embriyolarin hiicresel yigin1 perivitellin boslugun
biiyiik cogunlugunu kaplamaktadir.

Kompakt Morula: Bireysel blastomerler birleserek, tek viicut olmustur ve kompakt bir
y1gi sekillendirmistir. Embriyo yigmi perivitellin boslugun yaklasik %60-70’ini
kaplamaktadir.

Erken Blastosist: Bu donemdeki embriyo, blastosdl olarak adlandirilan sivi ile dolu bir
bosluga sahiptir ve miihiir yiiziigii seklinde genel bir goriinim gosterir. Embriyo
perivitellin boslugun yaklasik %70-80’ini kaplar. Trofoblast hiicreleri ile i¢ hiicre kitlesi

arasindaki goriilebilir fark, bu donemde gozlemlenebilir hal almaya baglar.
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Blastosist: Distaki trofoblast kat ile daha koyu ve kompakt olan i¢ hiicre yigininin
belirgin farki tam anlamiyla gozlenebilir hale gelir. Perivitellin boslugun biiyiik

cogunlugunu dolduran embriyo ile blastosel olduk¢a goze ¢arpar bir sekil alir.

Genislemis (Expanded) Blastosist: Embriyonun ¢ap1 ¢arpict bi¢imde artarken (1,2-1,5
kat), zona pellusida orijinal kalinliginin yaklasik 1/3 oranina kadar incelir. Genislemis
blastosit doneminde iken elde edilen embriyolar siklikla kollobe olmus bicimde
goriiniirler. Bu durum ya tiimiiyle ya da kismen blastosel kaybindan kaynaklanmaktadir.

Buna karsin, zona pellusida nadiren orijinal kalinligina tekrar donebilir.

Sarkmus (Hatched ) Blastosist: Gelisimin bu déoneminde iken elde edilen embriyolar,
zona pellusidayr terk etmis durumdadirlar. Yariklanmig blastositler, blastoselle iyi
bicimde smirlanmis sekilde kiiresel goriinlimdedirler. Bu dénemdeki embriyolarin

identifikasyonu deneyimsiz uzmanlar i¢in giigtiir (Sekil 1).

(@) (b) © @ © @ ®

Sekil 1. Embriyolarin gelisim donemlerine gore goriiniimii. (a); iki hiicre, (b); 4 hiicre, (c); 5-8 hiicre, (d);
8-16 hiicre, (e); morula, (f); blastosist, (g); zonadan ¢ikmis blastosist (Asgari ve ark., 2012’den

uyarlanmistir)

Embriyo kalitesinin degerlendirilmesinde en iyi kriter transferinden sonra
saglikli bir yavru alinabilmesi olmakla beraber degerlendirmede bazi alternatifler de
mevcuttur. Bunlar; re-ekspansiyon ve hatching oranlari, Total, ICM ve TE hiicre
sayilarinin degerlendirilmesi ve metabolik ¢alismalardir (Rall, 1992; Kaidi ve ark., 1998;
Gardner ve ark., 2004).

22



Diferansiyel Boyama

Embriyolar hiicresel farklilasma dénemine girdiginde iki farkli hiicre tipi 6n
plana ¢ikar. Bunlar i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass, ICM) ve trofoektoderm (TE)
tabakadir. Embriyoyu ¢epecevre saran ve epitelyal tabakasini olusturan ve TE hiicreler
blastosel boslugun sekillenmesi ve implantasyonda rol oynarken, ICM hiicreler blastosel
boslukta yer alir. ki hiicre tipi arasinda temel farklilik, TE hiicreler smirli bir yonde
(multipotent) farklilasma gosterirken (ekstraembriyonik dokular, plasenta, vitelliis kesesi
gibi), ICM hiicreler ise hala totipotent karakterde olup sonucunda fetusu olusturacak
dokulara farklilagirlar (Gardner ve ark., 1975; Van Soom ve ark., 1996).

Niikleer boyama metotlar1 ile bu hiicre sayilarinin belirlenmesi blastosist
kalitesinin degerlendirilmesinde etkili yontemlerdir (Papaioannou ve ark., 1988).

Monokromotik boyalar ile blastosistlerin toplam hiicre sayilar1 belirlenebilirken,
propidyum iyodid (PI) ve bis-benzimid (BISB) gibi iki farkli florokrom boya kullanilarak
farkl1 hiicre tabakalar1 farkli renklerde boyanabilmektedir. Eritilen membranlardan gegen
Pi, TE hiicreleri kirmizi-pembe renge boyarken, BISB ICM hiicreleri mavi renge
boyamaktadir (Van Soom ve ark., 1996; Thouas ve ark., 2001).

Bu teknik kullanilarak fare, rat, tavsan, insan, sigir, koyun, domuz gibi ¢ok
sayida tiire ait blastosist, hiicre tabakalar1 ayirt edilerek boyanmistir (Handside ve ark.,
1984; Papaioannou ve ark., 1988; Hardy ve ark., 1989; lwasaki ve ark., 1990).

Giinlimiizde de kullanilan bu yontemin 1s1, 151k gibi fiziksel etkilere ¢ok duyarli
olmasi, uygulama siiresinin uzun olmasi ve blastosistler i¢in fazla sayida islem
gerektirmesi, boyama ile blastosistlerin canliligini kaybetmesi gibi dezavantajlar
mevcuttur. Bu sebeple daha basit ve hizli metotlarin gelistirilmesi igin ¢alismalar devam
etmektedir (Stojkovic ve ark., 1998; Thouas ve ark., 2001)

In vitro iiretilmis embriyolar ile in vivo olanlar karsilastirildiginda bunlarda
kompaktlagma oraninin ve “tight-junctions” adi1 verilen baglantilarin sayilariin daha az
oldugu gbzlemlenmistir. Tight-junctions denilen bu olusumlarin, blastosel formasyonu,
blastosist genislemesi ile TE-ICM hiicre popiilasyonlarinin farklilagmasi i¢in mutlak
surette gerekli yapilar oldugu bildirilmektedir (Papaioannou ve ark., 1988; Van Soom ve
ark., 1996).

23



2.2. Embriyolarin Dondurularak Saklanmasi

Memeli embriyolarinin dondurularak saklanmasimi hedefleyen caligmalar
1950’1 yillara dayanmaktadir. Smith (1952), bu alanda ilk olarak, in vivo fertilize olmus
proniikleer tavsan embriyolarii dondurmustur. Birgok gelismis teknik bu temel
calismadan koken almaktadir. Whittingham ve ark. (1972), dondurulup ¢o6zdiiriilen
morulalarin transferi sonrast canli fareler elde etmistir. Kemirgenlerde edinilen
tecriibeyle, kriyoteknoloji endiistriyel kullanima girmis ve biiyiikkbas hayvanlara da
uygulanmistir. Diinyada 1980°den beri, her yi1l 100.000’den fazla dondurulmus embriyo
transfer edilmektedir (Veiga ve ark., 2001).

Son yillarda memeli embriyolarinin dondurularak saklanmasi beseri ve veteriner
hekimlik alaninin ortak giindemi olmaya devam etmektedir. Literatiirde 2008 yili
itibariyle yalnizca “embriyo kriyoprezervasyonu” basligi altinda 2300°den fazla makale
yer almaktadir (Leibo, 2008).

Giiniimiize kadar yirmiden fazla tiire ait dondurulmus embriyodan milyonlarca
canli yavru elde edilmis olmasina ragmen kusursuz bir dondurma protokolii heniiz

tanimlanmis degildir (Leibo, 2008; Saragusty ve ark., 2011).

2.2.1. Embriyolarin Dondurulma Yoéntemleri

Embriyolarin = dondurulmasinda  glinimiizde  bircok  farkli  yontem
uygulanmaktadir. Embriyolarin elde edildigi tiir, gelisim dénemi, dondurulma amaci,
farkliklar gosterse de neredeyse tiim kriyoprezervasyon yontemlerinde iki temel faktor
belirleyicidir. Bunlardan biri kryoprotektan maddeler digeri de sogutma-¢ozdiirme
oranidir. Embriyolarin dondurularak saklanmasinda iki temel protokol uygulanmaktadir.
Bunlardan biri yavas dondurma digeri ise vitrifikasyondur (Gordon, 2003; Vajta ve ark.,
2006a).

Geleneksel yavas dondurma

Bu yontemde hiicreler 6nce oda 1sisinda kriyoprotektanlara alistirildiktan sonra
kademeli olarak (0,2-2 °C/dk) nihai dereceye (-70 °C, -196 °C) ulasincaya kadar
sogutulur. Yavas veya kontrollii dondurma ayni zamanda standart, geleneksel veya
equilibrium (dengeli) dondurma yontemi olarak da adlandirilir (Rall, 1992; Palasz ve ark.,
1996).
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Yavas dondurma sisteminde, diger dondurma sistemlerine gore daha pahali ve
komplike cihazlar kullanilmaktadir. Bu durum olumsuz olarak algilansa bile daha
sistematik olmasi, hata ve yanmilma paylarmin daha diisik olmasi avantaj olarak
nitelendirilmektedir. Yavas dondurmada kullanilan koruyucu maddelerin oran1 yaklasik

olarak 1-2 molar civarinda olmaktadir.

Kademeli dondurma ydntemlerinde dondurma sirasinda sogutma oraninin 2
°C’den az olmasi ile hiicrelerde siirekli dehidrasyon gerceklesmesi saglanmaktadir. Yani
hiicrelerdeki ozmotik dengeleme durumu sogutma islemi sirasinda gergeklesmektedir

(Agca, 2000; Massip, 2001; Sagirkaya, 2001).

Sogutma oraninin saptanmasinda {i¢ 6nemli faktor kullanilmaktadir. Bunlar
membran yapisi, hiicre plazma membraninin suya ve kryoprotektana karsi 1s1ya bagimh
gecirgenligi ve yiizey / hacim oranidir (Agca, 2000; Massip, 2001; Gordon, 2003).

Sigir blastosistleri yavas dondurma ile dondurulduktan sonra yavas olarak
¢oziindiiriildiikleri takdirde canlilik oranlarinda diisme sekillendigi bildirilmistir. Bu
bakimdan yavas dondurma ile dondurulan blastosistlerin  yavas olarak
coziindiirilmemeleri gerekir. Embriyo yiikli payetler direkt olarak oda 1sisinda
¢oziindiiriiliirse payetin 1s1s1 -196 °C’den +37 °C’ye gelmesi igin gegen siire uzamaktadir
(>196 °C/dk). Ancak payet su banyosunda ¢oziiliirse bu siire kisalmaktadir (<4460
OC/dk). Bu bakimdan payetlerin su banyosunda ¢éziindiiriilmeleri zorunludur aksi halde

zona pellusida zarar gorebilir (Liebermann ve ark., 2002).
Hizli dondurma yontemi

Hizli dondurma, hiicrelerin yliksek dondurma oranlarinin uygulanmasindan
once kismen dehidre edildigi islemini tanimlamaktadir. Bu yontemde dondurma hizi
oldukga yiiksek olup yaklasik olarak 1200-1250 °C / dk diizeyindedir. Bu yontemde
kullanilan kriyoprotektan maddelerin orani yaklasik olarak 2-4,5 molar civarindadir.
Hiicre zarindan niifuz edebilen DMSO, gliserol, propanodiol ve etilen glikol gibi
kriyoprotektanlardan en az birisinin 2 ile 4,5 M kadar, hiicre zarindan niifuz edemeyen
trehaloz, siikroz, galaktoz ve laktoz gibi kriyoprotektanlardan birisinin 0,25 ile 0,5 M
kadar karisgim olusturularak kullanilmasit hizli dondurma uygulamalarinda basarili
sonuglar vermektedir. Hizli dondurma yonteminde hiicrelerin ozmotik dengeleme
medyumlarina kisa siireligine (30 sn- 3dk) maruz birakilmasi gerekmektedir. Bu sistem

hiicrelerin yiiksek molaritedeki kriyoprotektanin toksik etkisini ve ozmotik farkliligin
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meydana getirdigi sok etkisini en az diizeye indirgenmesine neden olmaktadir. Kisa
ozmotik dengeleme medyumuna maruz birakilan hiicreler kismen dehidasyona ugrarlar
ve bu asamadan sonra hiicreler sivi azot buharinda ¢ok kisa bir siire azot buharinda tutulup
direk olarak sivi azota daldirilarak dondurulurlar. Bu hizli dondurma yonteminde,
vitrifikasyon yontemine gore farkli olarak hiicre dist sivi donar ve dondurma
medyumunun ozmolaritesinde kismi artis meydana gelir. Hizli dondurma ydnteminde
embriyolar ¢6zme sirasinda uygun molariteye Ssahip ¢oziindirme medyumlar
kullanilmadig1 takdirde hiicrelerde buz kristalleri, ani 6liim ve enine dagilarak

parcalanma durumu meydana gelebilmektedir (Palasz ve ark., 1996).
Vitrifikasyon yontemi

Vitrifikasyon hiicrelerin, dokularin veya organlarin diisiik sicakliklarda hiicre
icerisinde tamamiyla vitr6z ya da camsi bir durumun yaratilmasiyla dondurulmasini ifade
eden bir terim olarak kullanilmaktadir. Vitrifikasyon prosediirii ilk kez fare
embriyolarinda basariyla gergeklestirilmistir. Giiniimiizde vitrifikasyon, embriyolarin
¢ozdiirme sonrasi alict hayvanlara direkt transferine de olanak saglayan basarili bir
Kriyoprezervasyon yontemidir (Rall ve ark., 1985; Vajta, 2000; Zhu ve ark., 2001; Vajta
ve ark., 2006b). Geleneksel yavas dondurma yontemleri ile vitrifikasyon arasindaki en
onemli fark yavas dondurma yontemlerinde kullanilan kryoprotektan madde
konsantrasyonunun diisiik olmasi ve 1smnin programlanabilir bir cihaz yardimiyla

kontrollii sekilde diistiriilmesidir (Vajta ve ark., 2006b; Hasler ve ark., 2009).

Vitrifikasyon yonteminde Kriyoprotektan, ozmotik basing farki yaratilarak hiicre
icerisine alinirken, hiicre i¢i siv1 hiicre disina ¢ikar. Boylelikle dondurma sirasinda hiicre
icerisinde viskozitenin ¢ok yogun olmasi ile buz kristalleri sekillenmez (Vajta, 2000;
Sagirkaya, 2001; Bagis ve ark., 2002). Ancak basarili bir vitrifikasyon i¢in viskozitede
cok yogun bir artig gerekmektedir. Bunun i¢in ya yiiksek sogutma oranlar1 ya da diisiik
sicaklik derecelerinde viskoziteyi arttiran ve buz kristallerinin olusumunu baskilayan
kriyoprotektanlarin kullanimi gerekmektedir. Vitrifikasyon yonteminde 0,25 ml’lik
payetlerin s1v1 azot igerisine direk olarak daldirilmasi ile elde edilen en yliksek sogutma
hiz1 yaklasik olarak 2500 °C/dk’dir. Ancak payetler icerisindeki embriyolarm zona
pellusidalarinda olusacak ¢atlama ve kirilmalar1 6nlemek amaciyla, yukarida sézii edilen
sogutma Oraninin direk olarak uygulanamayacagi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Bu

noktada kriyoprotektanlarin 5-7 molar gibi yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi ile
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vitrifikasyon saglanabilecegi  gosterilmistir. Bu oran yavas dondurmadaki

konsantrasyonlarin yaklasik 2-3 katidir (Massip ve ark., 1989; Kasai, 1996).

Bu oran ¢ok yiiksek oldugundan kullanilacak kriyoprotektanlarin hiicrelerde
yaratacagi toksik etkiler ¢alismalarin basarisi agisindan 6nemli bir rol oynayabilmektedir.
Bu nedenle yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan kriyoprotektanlarin yaratacagi olumsuz
etkileri en az diizeye indirgemek amaciyla ¢esitli onlemler alinmaktadir. Bu 6nlemlerin
basinda, ozmotik dengeleme, zamanmin kisaltilmasi, iki asamali ekilibrasyon,
kimyasallarin toksik etkilerini azaltan siikroz, trehaloz ve formamid gibi bazi kimyasal
maddelerin  kullanilmas1 gelmektedir. Ayrica ¢oziindiirme sirasinda uygulanan
¢oziindiirme hiz1 da tekrar kristallesme olusumunun 6niine gecilmesi bakimindan 6nemli

olmaktadir (Palasz ve ark., 1996; Sagiraya, 2001; Bagis ve ark., 2002).

Yavas dondurma ile vitrifikasyonla dondurulan evcil hayvan embriyolarinin in
Vvitro ve in vivo gelisim oranlarinin karsilastirildigi birgok ¢alismada esit sonuglar ya da

vitrifikasyon lehine sonuglar bildirilmistir (Agca, 2000; Kasai, 2002).

Sogutma hizin1 yiikselterek vitrifikasyon yonteminin verimliligini arttirmak
amaciyla kullanilan ekipmanlarin gelistirilmesi caligmalari halen devam etmektedir.
Vajta ve ark., (1998), tarafindan gelistirilen agik ¢ekilmis payet (OPS) yontemi de bu
amagla gelistirilmis ve basarili sonuglar alinmistir. Ayni islem cam pipetlerin

cekilmesiyle de basarili sekilde uygulanmistir (Vajta ve ark., 1998; Kong ve ark., 2000).

Protein kristallerinin vitrifikasyonu amaciyla basariyla kullanilan naylon halkalar,
embriyolarin vitrifikasyonu amaciyla modifiye edilerek basari ile kullanilmistir. Bu
yontemde naylon halka tizerindeki medyumun toplam hacmi 1 ul’den daha azdir.

Yontemin en Onemli avantajlarindan biri ¢oziindiirme sonrasi geri kazanim

oraninin diger yontemlere oranla yiiksek olmasidir (Lane ve ark., 1999).

Bagis ve ark. (2002), tarafindan gelistirilen kat1 yiizey vitrifikasyonunda (SSV)
ise s1v1 azot icerisine kismen batirilmis ve aliminyum folyo ile kaplanmis olan metal
cismin tlizerine fare embriyolari igeren 1-2 ul’lik vitrifikasyon medyum damlalarinin
damlatilmasi ile donma hiz1 daha da arttirllmistir. Kaidi ve ark. (2001), yavas dondurma
ile dondurulan embriyolarda hiicre kayiplarimin ¢ok ancak vitrifikasyon ile yapilan
dondurma caligmalarinda ise ¢ok az oldugunu belirtmistir. Ayni1 ¢aligmada dondurulup

cozdiiriilen blastosistlerin kiiltiirleri sonunda TE hiicrelerde kayip oldugu fakat ICM
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hiicrelerde herhangi bir hiicre kaybina rastlanilmadig: tespit edilmistir (Bagis ve ark.,
2002).

Vitrifikasyon teknigi, diger dondurma tekniklerine gore daha az maliyetli ve
daha pratik olmasi, komplike alet ve ekipmanlara gerek duyulmamasi nedeniyle 6n plana
cikmaktadir. Ancak vitrifikasyon metotlar1 arasinda biiylik farkliliklar bulunmasi ve
kabul goren standart bir yonteminin olmamasi, her payet i¢in ayri zaman harcanmasi,
manipiilasyonlarin beceri gerektirmesi, embriyo kaybetme riskinin fazla olmasi
vitrifikasyonun 6zellikle embriyo dondurmada, pratik olarak kullanimini sinirlandirmistir

(Vajta, 2000; Zhu ve ark., 2001; Vajta ve ark., 2006a).

Vitrifikasyon teknigi ile yapilan embriyo dondurma g¢aligmalarinin tarihsel

gelisimi Tablo 2’°de belirtilmistir.

Tablo 2. Memeli embriyolarinin vitrifikasyon teknigi ile dondurulma calismalar1 (Gordon, 2003’den

uyarlanmistir)
Yil Tiir Arastirmaci
1985 Fare Rall and Fahy
1986 Sigir Massip et al.
1986 Hamster Critser et al.
1988 Rat Kono et al.
1989 Tavsan Smorag et al.
1990 Koyun Scieve et al.
1994 At Hochi et al.
1998 Domuz Kobayashi et al.

2.2.2. Kriyobiyoloji ve Kriyoprotektanlar

Embriyolarin dondurularak saklanmasindaki amag, organizmayr o andaki
haliyle korumak ve tekrar ¢ozdiriildiigiinde yasamina kaldig1 yerden devam etmesini
saglamaktir (Gordon, 2003). Embriyolarin i¢ 1silarinin diisiiriilmesi ile hiicre igin enzim
aktivitesi, hiicresel respirasyon, metabolizma, gelisim ve boliinme gibi birgok olay

neredeyse tamamen durmaktadir. Bu sayede hiicrenin fizyolojik aktivitesi belirgin sekilde
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durdurulur ve ¢ok uzun siire yasama yetenegine zarar vermeden ve genetik bozukluklara

neden olmadan korunabilir (Hasler, 2009).

Hiicre biyokimyasinda; sicakligin 37 °C’den —7 °C’ye diismesi, tim enzim
reaksiyonlarinda duraklamaya yol acar. Sicaklig1 diiserken, hiicredeki sivi bilesenler bazi
fiziksel ve kimyasal degisime ugrarlar. Sicakligin diisiisii ile su kristaller olusturur ve
ekstraseliiler bolimdeki tuzlar i¢in daha az sivi kalmis olur. Bu yiizden kryoprotektan
ajanlarin yoklugunda molarite yiikselir ve hiicre pH’1 ve ekstraselliiler tuz yogunlugu
biiyiikk degisiklikler gosterir. Tuz konsantrasyonlarinin artmasiyla olusan ozmotik
degisiklik suyun hiicreden ¢ekilmesiyle sonuglanir, pasif dehidrasyon ve biiziilme olusur.
Hiicre hacminde azalmadaki asirilik, geri doniisiimsiiz hasarlara yol acar. Bu durum
‘medyum etkileri’ olarak adlandirilir ve lipoprotein denatiirasyonuna yol agar (Lovelock,
1953). Gametlerdeki sogutma zarari, soguk soku stresi, hiperozmotik stres, ozmotik
biiziisme-sisme sonucu olusmaktadir. Embriyonun soguk sokuna maruz kalmasi sonucu
sekillenebilecek hasarlar, zona pellusida da ¢atlama, denatiirasyon, hiicre ve endoplazmik
retikulumda ozmotik sisme, plazma zarlarda kiimelesme olarak sayilabilir. Bunlarin
sonucunda hiicrelerde apoptozis, serbest oksijen radikallerinin olusumu, ATP sentezinde

aksama, fertilite kayb1 sekillenebilir (Edashige ve ark., 1999; Bagis ve ark., 2010).

Ozellikle memeli oosit ve embriyolar1 gibi biiyiik miktarda su iceren hiicreler,
basarili dondurma igin yukarida belirtilen tiim faktorlerden korunmalidir. Dondurma
esnasinda olusan buz kristalleri ¢oziim sirasinda olusan kristallesmeden daha zararli

oldugu bildirilmektedir (Leibo ve ark., 1993; Gordon, 2003).

Ayrica hiicredeki kiigiik porlarin varligi potasyum ve sodyum iyonlarinin giris-
cikisint saglayarak, hiicrenin hipoozmotik stres ve kolloidal ozmotik hemolize
duyarhiligimi artirir. Bu durumun Oniine geg¢mek icin ortama kademeli olarak
kryoprotektanlarin ilavesi ve embriyolarin eksternal kryoprotektan igeren sivilarla

muamele edilmelerini gerektirmektedir.

Diger yandan dondurma esnasinda hiicrelerde meydana gelen serbest oksijen
radikalleri embriyonun canliligini olumsuz yonde etkilemektedir. Dondurma Oncesi
kullanilan EDTA, betamerkaptoetanol (BME) ve glutation’un bu serbest radikallere kars1
olumlu etki yaptigr bilinmektedir (Gordon, 2003). Van Soom ve ark. (2002), kiiltiir
medyumuna ilave edilecek L-sistein’in oksidatif strese bagl olarak ICM hiicrelerde

olusacak apoptozu azalttigini bildirmistir.
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Vitrifikasyon isleminde hem dondurma hem de ¢6zdiirme sirasinda embriyolarin
hiicre iskelet sistemleri ve mikrotubuler yapilart da zarar gorebilmektedir. Bu sebeple
vitrifikasyon Oncesinde kiiltiir medyumlarmma ilave edilecek ¢esitli ajanlarca
(Cytochalasin B,Taxol) hiicre iskelet sisteminin desteklenmesi embriyonun canliligina
olumlu etkiler yapabilecegi bildirilmektedir (Younis ve ark., 1997; Dobrinsky ve ark.,
2000).

Dondurmada kullanilan embriyolarin gelisim safhasi da ¢ok Onemlidir.
Blastosist dondurmanin zigot dondurmaya oranla daha basarili oldugu belirtilmistir.
Bunu nedeni olarak kiiltiir ortaminda erken saftha embriyolarinin genomik aktivasyonu
gecemedigi gosterilmektedir. Ayrica erken satha embriyolar1 daha az hiicreye sahip
oldugu i¢in dondurma esnasinda ugrayacaklari zarar sebebiyle gelisimlerini
sirdiiremeyecekleri ifade edilmektedir. Bir baska aciklama ise farkli safhadaki
embriyolarin farkli metabolik faaliyetlerinden dolay1r dondurma hasarina karsi dayaniksiz
bir egilim gosterecegidir (Menezo, 2004).

In vitro yolla iiretilen ve &zellikle blastosist asamasina heniiz ulasmamis

embriyolarin in vivo elde edilenlere oranla kryoprezervasyona olan duyarliliklari g6z ardi

edilmemelidir (Massip, 2001; Gordon, 2003)

ICM / TE hiicre orani blastosist gelisimi i¢in kritik oneme sahiptir. IVP
blastosistler in vivo liretilenlere gore daha diigiik ICM / TE oranina ve daha az sayida
kompakt ICM hiicreye sahiptirler. Kriyoprezervasyonun ICM hiicreler iizerine olumsuz
etkisi diger calismalarla da bildirilmistir (Iwasaki ve ark., 1994; Mucci ve ark., 2006;
Gomez ve ark., 2008; Trigal ve ark., 2013).

Dondurularak  (-196°C’de) saklanan hiicrelerde arka planda biriken
radyasyondan kaynaklanan DNA kirilmasi tehdit olusturmaktadir. Ancak hiicre
popiilasyonunun % 63’iiniin dejenere olmasi i¢in yaklasik 2000 yil gegmesi gerektigi

hesaplanmustir (Friedler ve ark., 1988).
Kriyoprotektanlar

Gametlerin basta olmak tlizere doku ve hiicrelerin dondurulmasinda kullanilan
kimyasal maddeler, bu biyolojik materyallerin dondurulmasi ve ¢oziindiiriilmesi sirasinda
olusan ani 1s1 degisiklikleri sonucunda hiicrelerde olusmasi olasi zararlarin 6nlenmesi

amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu kimyasallar kriyoprotektanlar olarak adlandirilir
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(Palasz ve ark., 1996). Kriyoprotektanlar gesitli 6zelliklere bagli olarak hiicre igine

girebilen ve giremeyen maddeler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadirlar.

Hiicre igine girebilen (Permeable) kriyoprotektanlar diisiik molekiil agirligina ve
yiiksek oranda suda ¢oziinme yetenegine sahiptirler. Bu maddeler; etilen glikol (EG),
methanol, 2,3 biitanediol, 1,2 propanediol, dimetilsulfoksit (DMSO), gliserol, propilen
glikol ve bazi1 diger alkollerdir. Bu grup igerisinde genellikle daha yogun olarak
kullanilanlar DMSO, etilen glikol ve gliseroldiir. Bu maddelerden en az biri dondurma
medyumu igerisinde mutlaka bulunmalidir. Permeabl kriyoprotektanlarin en biiyiik
Ozelligi hiicrelerde ozmotik basing farklilig1 yaratarak hiicre igerisine giris yapip hiicre i¢i
stv1 ile yer degistirmesidir. Bunu sonucunda hiicre hacmindeki degisiklikler azalir, hiicre
icindeki buz kristali olusumu indirgenir ve hiicrenin gordiigii hasar minimum diizeye

indirgenmis olur (Massip, 2001).
Bunlardan ilk olarak DMSO kullanilmis 1970’li yillarda yerini daha basarili

sonuglarin alindig1 gliserole birakmistir. Takip eden yillarda ise EG diisiik molekiiler
agirhig1 nedeniyle tercih edilmistir. DMSO ve gliserol icerdikleri yiiksek orandaki tuzlarin
embriyotoksik etkileri ve osmotik basinglarinin yiiksek olmasi nedeniyle yerlerini etilen
glikole birakmustir. Etilen glikoliin molekiil agirligr (62,11 g/mol), Gliserol’den (92,1
g/mol), Polietilen Glikol’den (PEG) (76,1 g/mol) ve DMSO’dan (78,1 g/mol) daha
distiktiir. Etkisini diisiik molekiiler agirligi sayesinde kazandigi yiiksek permabilite
ozelligi sayesinde gergeklestirmektedir. Gliserol etkisini sitoplazmik membran tizerinde
gerceklestirirken etilen glikol ise hiicre membranini korur. Dondurma sirasinda hiicrenin
en ¢ok su igeren lizozom gibi gibi organelleri yikimlanirsa buradan salinan litik enzimler
hiicrenin ya da blastomerlerin yikimlanmasina neden olur (Massip, 2001; Gordon, 2003;
Hasler, 2009).

Hiicre ig¢ine giremeyen (Non Permeable) kriyoprotektanlar, kendi aralarinda
diisiik ve yliksek molekiil agirlikli olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Diisiik molekiil
agirlikli olarak; trehaloz, glikoz, siikroz, galaktoz ve bazi diger sekerler, yiiksek molekiil
agirliga sahip olanlar ise, sodyum hyaluronat, polivinil pirrolidon (PVP), polivinil alkol
(PVA), antifiriz protein (AFP), albumin, fikol ve bazi diger polimerlerdir (Agca, 1994;
Sagirkaya, 2001).

Makromolekiiller vitrifikasyon ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadirlar. Non

permabl oOzellikte olan makromolekiiller diger kryoprotektan maddelerden daha az
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toksiktirler ve kombine edilerek kullanilirlar. Ayrica kyoprotektanlarin vitrifiye olabilme
ozelliklerini arttirir ve ¢dziindiirme siirecinde devitrifikasyonu onlerler. Buna ilave olarak
zona pellusidada olusabilecek gatlamalara karsi embriyoyu korudugu bildirilmektedir. Bu
amagla dextran (70.000 ve 300.000 MW) basarili sekilde kullanilmaktadir. Ayrica
polietilen glikol (PEG), PVP, Fikol veya PVA embriyo dondurma ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Lane ve ark., 1999; Bagis ve ark., 2010).

Bir diger kriyoprotektan 6zellik gosteren sekerler ise hiicreye penetre olmadan
osmotik basing farkini kullanarak hiicreler arasi suyu ¢ekerler ve bu sekilde hiicre zar1 ve

stoplazmayi stabilize ederler (Gordon, 2003; Hasler, 2009).

Farkli kriyoprotektanlarin suyla olusturulan medyumlarinin vitrifikasyon
olusturabilme 6zelliklerinin degisken oldugu gosterilmistir. Bunun da nedeninin her bir
Kriyoprotektanin su molekiilleriyle etkilesimlerindeki farkliliktan kaynaklandigi
bildirilmistir (Shaw ve ark., 1997).

Bu bilgiler 1s181nda yapilan tez calismasinin amaci; sigir embriyolarinin in vitro
kiiltiir medyumlarina yapilacak IGF-1 ve LIF ilavesinin, embriyo gelisim oranlari, TE ve
ICM hiicre dagilimi ve dondurma sonrast yasama giicli ac¢isindan etkisinin

arastirilmasidir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak Samsun ilindeki mezbahalarda kesilen sigirlardan, irk

Ozelligine bakilmaksizin elde edilen ovaryumlar kullanildi.

3.1. Ovaryumlarin Temini

Ovaryum temini i¢in mezbahaya gitmeden 6nce transfer medyumu olarak % 1
v:v oraninda Gentamisin (Sigma G-1397) ilaveli serum fizyolojik hazirlandi. Tagima
medyumu yolculuktan hemen o6nce 36-38°C’ye 1sitilarak termos igerisine aktarildi.
Yaptigimiz 6n denemelerde 36-38 °C’lik bir ilk 1sitma ile medyumun doniis sicakligini
30°C altma diismeden koruyabildigi tespit edilmis ve takip eden uygulamalarda da
belirtilen sicaklik tercih edilmistir.

Mezbahada kesimden hemen sonra karkas {lizerinden bigak yardimi ile alinan
ovaryumlar termos igerisine konuldu. Deney i¢in yeter sayida ovaryum yemin edilene
islem tekrarlandi. Ik ovaryumun alindig1 saat dikkate alinarak en gec 3 saat igerisinde
materyaller laboratuvara getirildi. Laboratuvara ulastirilan ovaryumlarin igerisinde
bulundugu tasima medyumunun sicakligi Olciiliip, kayit edildi. Termostan alinan
ovaryumlar yaklasik 32-35 °C’deki ¢esme suyu ile birka¢c kez yikanarak kan ve
kalintilardan temizlendi. Daha sonra aspirasyon islemi i¢in 37°C’lik serum fizyolojik

icerine alindi.

3.2. Oositlerin Elde Edilmesi

Oositlerin eldesi i¢in folikiil aspirasyonu yontemi tercih edildi. Her oosit eldesi
isleminden en az 2 saat 6nce laboratuvarda manipiilasyon medyumu (Ek-1), maturasyon
(EK-2) medyumu ve serum fizyolojik hazirlanarak etiiv ve inkiibatore (Sanyo MCO-5M)
kaldirildi.

Aspirasyondan 6nce 10ml’lik enjektorlere 18 Gauge’luk enjektdr ignesi takildi
ve igerisine 0,5 ml manipiilasyon medyumu ¢ekildi. Serum fizyolojik igerisinde bekleyen
ovaryumlar tek tek kurutma kagitlari tizerine alinarak ytizeyleri kurulandi. Ovaryumlarin

tizerindeki 2-8 mm ¢agindaki folikiiller aspire edildi (Sekil 2).
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Sekil 2. Folikiil aspirasyonu yontemi ile oosit eldesi

Aspire edilen folikiil igerigi, oosit secimi i¢in igerisinde yikama medyumu
bulunan 100x20 mm’lik petrilere (Greiner, Germany) aktarildi. Oosit se¢im islemi Stereo
mikroskop altinda yapildi. Kanagawa’nin (1995) bildirdigi kriterlere gore en az ii¢ katli
stk1 kumulus hiicreleri ile gevrili, sitoplazmasi homojen goriiniimlii KOK’lar A kalite
kabul edilerek caligmaya alindi. Kismi veya tamamen kumulus ekspansiyonu gosteren,
bir kism1 veya tamami ¢iplak, homojen olmayan, karanlik sitoplazmaya sahip oositler
kalitesiz veya disiik kaliteli kabul edilerek g¢alismaya alinmadilar. Segilen oositler
inceletilmis pastor pipeti (40-50 um ¢apinda) ile icerisinde yikama medyumu bulunan
35x10mm’lik petrilere (Greiner, Germany) aktarildi. Daha sonra KOK’lar folikiil sivilari
ve hiicre dokiintiilerinden arindirilmak iizere 3 kez yikama medyumu ile yikanarak

maturasyon islemine gecildi.

3.3. Oositlerin In Vitro Maturasyonu

Oositlerin in vitro maturasyonu amaciyla temel medyum olarak M-199 (Sigma
M—4530) kullanildi. Temel medyuma Na Priivat, LH, FSH ve EGF ilaveleri yapildi1 (Ek-
2). Sonrasinda 4 kuyulu petrinin (Nunclon, USA) her kuyusuna 500’er pul maturasyon
medyumu konuldu. Kuyularin {izerine kontaminasyon ve buharlagmayr oOnlemek
amaciyla 300’er ul mineral yag (Sigma M-8410) ilave edilerek petri inkiibatére
kaldirildi. KOK’lar maturasyon medyumuna aktarilmadan Once hazirlanmis olan
medyum en az 2 saat siireyle CO2’l1 inkiibatérde gazlanmaya birakildi.

Folikiil aspirasyonu ile elde edilen ve se¢imi tamamlanan oositler dnce igerisinde

maturasyon medyumu bulunan 35x10mm’lik petrilerde birkag kez yikandi ve sayildilar.
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Sonrasinda inkiibatorde bekleyen 4 kuyulu petri alinarak her kuyucuga en fazla 25 KOK
diisecek sekilde aktarim yapildi. Petri buradan tekrar 38,5 °C’lik ve %5 COz igeren ve
%95 oraninda neme doyurulmus inkiibatore kaldirilarak, 22 saat siireyle maturasyon
gergeklestirildi.

Denemeler sonucunda bazi oositler hem kumulus genislemesine gére hem de
Hoechst 33342 ile boyanarak niikleer maturasyon yoniinden kontrol edilerek mevcut

maturasyon protokoliiniin giivenilirligi test edildi.

3.4. Oositlerin In Vitro Fertilizasyonu

Oositlerin in vitro fertilizasyonu isleminden en az 2 saat 6nce laboratuvarda bazi
medyumlar hazirland:. Ilk olarak +4 °C’de hazir bulunan fertilizasyon stok (Ek-3) ve
sperm yikama stok (Ek-4) medyumuna kullanim giiniinde BSA, NaPruvat, antibiyotik
ilaveleri yapildi. Daha sonra fertilizasyon medyumu ile 60 x 15 mm’lik petrilere (Greiner,
Germany) 44 pl’lik droplar hazirlandi. Son olarak droplarin iizeri mineral yag ile kapland1

ve artan medyum ile birlikte inkiibatore kaldirildi.

3.4.1. Spermanin Seperasyonu
Sperma seperasyonu isleminde kullanilmak iizere hazir olarak alinan ticari

Percoll soliisyonundan (Sigma P—-4937) 80 mM final konsantrasyonuna sahip olacak
sekilde 10X Percoll stok soliisyonu hazirlandi (Ek-5). Ayrica %90°lik Percoll (Ek-6) ve
bu soliisyona 1/1 v:v oraninda Sperm yikama medyumu ilave edilerek % 45’lik Percoll
soliisyonu elde edildi. Bu medyumlar 15ml’lik konik tiiplere 2’ser ml aktarildi ve etiive
kaldirildi. Fertilizasyonda kullanilmak tizere PHE stok soliisyonu (Penisilamin 2 mM,

Hipotaurin 1 mM, Epinefrin 1 mM) 6nceden hazirlanarak -18°C’ye kaldirildu.

Spermanin seperasyonu i¢in Parrish ve ark. (1995) tarafindan bildirilen Percoll
Gradient yontemi kullanilmistir. Sperma kaynagi olarak ise payet teknigi ile dondurulmus
cesitli firmalara ait boga spermasi kullanildi. Seperasyon i¢in iki adet payet 36 °C’lik su
banyosunda 1 dakika bekletilerek ¢oziindiiriildii. Bu siirenin sonunda payetler pens ile
hizl1 bir sekilde kurutma kagidina alinarak kurulandi. Payetlerin iki ucu kesilerek sperma
etiivde bekletilen 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. Daha sonra 15 ml’lik bir konik tiipe
45°°1ik agiyla once 2 ml % 90’lik Percoll soliisyonu, daha sonra iizerine 2 ml % 45°1ik

Percoll soliisyonu yavasga eklenerek seperasyon soliisyonu hazirlandi. Eppendorf
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tiipiinde bekletilen sperma buradan otomatik pipet yardimi ile alinarak seperasyon

soliisyonu iizerine yine 45°’lik agiyla ve dikkatlice aktarildi (Sekil 3).

Sulandirici

% 45 Percoll

Olii Spermatozoa

% 90 Percoll

Canli spermatozoa

Sekil 3. Percoll separasyon yonteminde katmalarin goriiniimii

Hazirlanan bu tiip santrifiije yerlestirilerek 700 g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Bu sayede 6lii spermatozoa iki Percoll katmani arasinda, canli spermatozoa ise tabanda
pelet seklinde toplandi. Tiipiin dip kismindaki canli kisim haricindeki artiklar kisimlar
pipet yardimiyla uzaklastirildi. Bu sirada pelet formunun bozulmamasina dikkat edildi.

Daha sonra etiivde bekleyen sperm yikama medyumu alinarak tiip igerisine 4 ml
aktarildi. 300 g’de 5 dakika santriflij edildi. Bu silirenin sonun dipte olusan gevsek
yapidaki pelet haricinde kalan sulandirici kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi. Kalan
kisim 100 pl’lik otomatik pipet ile yavasca pipetlenerek homojen hale getirildi ve buradan
ependorf tilip icerisine alindi. Elde edilen bu spermanin motilite kontrolii ve istenilen
yogunluga gore doz ayarlamasi edilmesi islemine gecildi. Motilite kontrolii i¢in 10 pl
sperma 6rnegi alinarak 1sitma tablasi iizerindeki lama aktarildi. Uzerine lamel kapatilarak
151k mikroskobu ile 200x biiyiitmede motilite tayini yapildi. Motil spermatozoon oran1 %

60 ve iizeri ¢ikan Orneklerin yogunluk hesaplamasina gidildi.

Birim hacim spermada bulunan spermatozoon sayist hemositometrik yontem ile

saptand1 (Tekin, 1994). Bunun i¢in sperma, 1/500 oraninda Hayem soliisyonuyla
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(Na2SOg4: 5,0 g, NaCl: 1,0 g, HgCl2: 0,5 g, Bidistile su: 200 ml) sulandirildi ve Thoma

laminda sayilarak, asagida belirtilen formiile gore spermatozoa yogunlugu belirlendi.

Sayilan hiicre sayis1

Yogunluk (mm?) =
Sayilan biiyiikk x Biiyiik kare x Sulandirma

kare sayisi hacmi orant

Daha sonra sperma fertilizasyonda kullanilacak spermatozoa yogunlugu 2x10°

spermatozoon / ml olacak sekilde fertilizasyon medyumu ile sulandirarak ayarlanda.

Olgunlasma ortaminda 22 saat bekletilen oositler kumulus hiicrelerinin
ekspansiyonuna gore degerlendirilip, mature olanlar 2 kez manipiilasyon medyumu ve 2
kez de fertilizasyon medyumunda yikandiktan sonra her bir droba 12-15 KOK gelecek
sekilde droplara aktarildi. Bu sirada sperm seperasyonu islemleri tamamlandi. Otomatik
pipet yardimiyla her bir droba 2 pl PHE (20 uM penisilamin, 10 uM hipotaurin, 1 uM
epinefrin), 2 pl Heparin (5 pg/ml) ve 2 pl sperma ilavesi yapilarak toplam drop hacmi 50
ul olacak sekilde 22 saat siireyle 39°C ve %5 CO- ortaminda fertilizasyona birakildi.

3.5. Embriyolarin In Vitro Kiiltiirii

Embriyolarin kiiltiirii 4 farkli deneme grubunda gergeklestirilmistir. Kontrol
grubu i¢in kiiltiir medyumuna yalnizca 8 mg / ml dozunda BSA ilave edildi. Diger deney
gruplarinda BSA ilavesinin yan1 sira Grup 1 i¢in; 100 ng / ml LIF, grup 2 i¢in; 100 ng /
ml dozunda IGF, grup 3 i¢in 100 ng / ml dozunda IGF ve kiiltiiriin dérdiincii giinii 100 ng
/ ml LIF ilave edilmistir. Medyumlara IGF ilavesi kiiltiiriin ilk giinii, LIF ilavesi ise

dordiincii giin yapilmistir. (Sekil 4).
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Kontrol Grupl Grup2 Grup3

SOF-BSA SOF-BSA SOF-BSA
SOF-BSA

IGF LIF IGF-LIF

Sekil 4. Embriyolarin kiiltiire alindig1 deneme gruplari

In vitro kiiltiir isleminin yapilacag1 giin deney grubuna gére kiiltiir medyumuna
ilaveler yapild1 ve kiiltiir petrisine 50 pl’lik droplar halinde hazirlanarak inkiibatore

kaldirild1 (Ek-7). Ayrica kullanim giinii i¢in taze olarak yikama medyumu hazirlanda.

Fertilizasyon sonrasi 24. saatte, muhtemel fertilize oositler 2 kez manipiilasyon
medyumunda yikanarak 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alindi. Burada 5 dakika vorteksleme
yontemi (Hyaluronidase enzimi kullanilmaksizin) ile kumuluslarindan ayrildi. Islem
sonrast ependorf tiip igerigi 35mm’lik petriye aktarilarak embriyolar segildi. Embriyolar
birkag¢ kez kiiltiir medyumunda yikanarak her bir drop basina 12-15 adet olacak sekilde
50 pl’lik droplara aktarildi. Embriyolarin kiiltiir islemi 39 °C, %5 CO2 ve %5 O;
ortaminda gergeklestirildi. Deneme gruplarindan Grup 1 ve Grup 3’te etkinliginin
belirlenmesi i¢in 100 ng/ml LIF ilavesi hem literatiir verileriyle uyumlu olarak hem de 0.
giin ilavesi yaptigimiz 6n denemelerimizdeki bulgulara dayanarak kiiltiiriin 4. giiniinde
yapildi.

Embriyolarin kiiltiirde gegirdikleri siireye uygun gelisim asamalarina (bdliinme,
morula, blastosist, ekspanded blastosist, hatch olma gibi) ulasip ulasmadiklarinin

belirlenmesi amaciyla stereomikroskop morfolojik degerlendirme yapilarak kaydedildi.

3.6. Embriyolarin Vitrifikasyonu
Vitrifikasyon islemi i¢in Temel medyum, vitrifikasyon medyumlar1 ve

¢ozlindiirme medyumlar1 hazirlanmistir (Ek-8,9,10).

Elde edilen blastosistler kiiltiiriin 6. giiniinde droplardan alinarak temel
medyumda iki kez yikandi. Buradan 50 ul’lik VS1 droplarina aktarilarak, her bir dropta
I’er dakika kalacak sekilde toplam 3 dakika bekletildi. Daha sonra VS2 droplarina
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aktarildi ve burada da 3 dakika bekletildikten sonra, kryoprotektan yogunlugu en fazla
olan VS3 droplarina aktarildi (Sekil 5).

Kiiltiir

Vitrifikasyon

Sekil 5. Blastosistlerin vitrifikasyon medyumlarinda muamelesi

Blastosistler buradaki kalis stireleri 25-30 sn’yi gecmeyecek sekilde tutuldu ve
siikroz soliisyonu ile birlikte mikro pipet yardimiyla payete yerlestirildi. Vitrifikasyon
droplar1 arasinda gegis yaparken miimkiin oldugu kadar az miktarda medyumun pipete
cekilmesine dikkat edildi. Son olarak hizli bir sekilde payetlerin agzt PVP (Polyvinyl
pyrolidone) ile kapatildiktan sonra payet 45 derecelik aciyla sivi azot igerisine

daldirilarak vitrifikasyon iglemi tamamlandi (Sekil 6).

Smm 10-15mm 50-60mm 3mm
[T ® T ] | |
’ ‘ \VSS ‘

Hava

Siikroz

Embriyo Siikroz (0.5M) Pamuk tikag
PVP kapatilan kisim

Sekil 6. Embriyolarin payetteki yerlesimi

3.7. Embriyolarin Coziindiiriilmesi
Blastosistlerin ¢oziindiiriilmesi amaciyla payet s1vi azottan bir pens yardimi ile

cikartildi. Payet havada 10 sn siire ile tutuldu ve 35 °C’deki su banyosu igerisinde alind.
Boylelikle siikrozun tamamen ¢dziinmesi saglandi. Daha sonra payet ¢ikarilip kurulandi

ve her iki ucundan kesilerek petri kabina aktarildi. Stereo mikroskop altinda blastosistler
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bulunarak 5’er dakika bekletilmek iizere 1 M ve 0,5 M’lik siikroz soliisyonuna aktarildi.
Kademeli sekilde ¢oziindiiriilen blastosistler buradan alinarak kiiltiir medyumunda birkag
kez yikandiktan sonra %5 CO;, %5 O ve 39°C’lik inkiibatdrde 1 giin siire ile kiiltiire
edildi. Kiiltiir sonucunda yapilan kontrollerde blastosistlerin re-ekspansiyon yetenekleri

degerlendirilerek diferansiyel boyama islemine gegildi.

3.8. Embriyolarin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan blastosistlerden dondurma islemine tabi tutulmayanlar
kiiltiir asamasmin yedinci giiniine kadar gelisim asamalarinin kontrolii amaciyla
morfolojik degerlendirmeye tabi tutuldu. Dondurulacak blastosistler ise kiiltiiriin altinci
giiniinde vitrifiye edildikten sonra ¢oziindiiriiliip bir giin kiiltiire tabi tutulduktan sonra

gelisim ve re-ekspansiyon yetenegi agisindan degerlendirildi.

3.8.1. Blastosistlerin Diferansiyel Boyama Metodu Ile Boyanmasi

Calismada kullanilan faktorlerin etkilerinin degerlendirilebilmesi icin dondurma
islemine tabi tutulan ve tutulmayan deney gruplarina ait blastosistler kiiltiiriin yedinci
giiniinde ekspanded blastosist asamasinda Van Soom ve ark. (1996), tarafindan bildirilen

Differential Cell Staining metodu ile boyandi.

Bu islem i¢in 6ncelikle Ca+2 free PBS (Sigma P-4417) hazirlanarak 0,1 mg/ml
PVA (Sigma P—8136) ilave edildi. Daha sonra paraformaldehit soliisyonu (PFA, Sigma
P-6148) 40 g/L dozunda olacak sekilde PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Filtre
edilerek kullanildi. Boyanacak blastosistler kiiltiir droplarindan segilerek bu islemde
yikama medyumu olarak kullanilacak olan PBS soliisyonuna aktarildi. Boyama islemi

sekil 7°de gosterildigi tizere 3 temel adimda gergeklestirildi (Sekil 7).
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;9 PBS

PBS

STEP 1
5dk.+4C

STEP 2

30 dk. 38,5C
PBS

STEP 3
30 dk.38,5C

P &= PBS
Paraformaldehit @

1-2 dk

D = s
Gliserol 8 pl

Sekil 7. Diferansiyel boyama islemi basamaklari

Step 1; Stok TNBS (10 mM) soliisyonundan 35mm’lik petriye 50ul’lik droplar

hazirlandi.

Step 2; 70 pl PBS iizerine 30 pl stok Anti DiNitroPhenyl (A-DNP-BSA, Sigma
D-9656) ilave edildi ve 50 pl’lik droplar hazirlanarak mineral yag ile kaplandi.

Step 3; 970 pl PBS iizerine 25 pl stok Propidium lodide (PI, 2 mg/ml) ve 6,5 pl
stok bisBenzimide (HXT, 2 mg/ml) ilave edildi. Bu soliisyon % oraninda kobay
komplement (ICN-55852) ile karistirildi ve 50 ul’lik droplar hazirlanarak mineral yag ile
kaplandi.

Blastosistler Step 1°de 4 °C’de 5 dakika tutulduktan sonra her gegiste PBS ile
yikanarak 39 °C, % 5 CO ve % 95 nem kosullarindaki Step 2 ve Step 3’te 30’ar dakika
bekletildi. Siire sonunda blastosistler 6nce 2 dakika PFA droplarina sonra da lam iizerine
olusturulan 8 pl’lik gliserol damlalarina alindi. Her bir gliserol damlasina en fazla 3
blastosist aktarilmasina dikkat edildi. Sonrasinda droplarin {izerine yavasca lamel
kapatilarak karanlik ortamda floresan mikroskop (Nikon, ECLIPSE, TS100) ile

degerlendirme asamasina gecildi.
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Degerlendirme islemi blastosist fotograflarinin ImageJ 1.480 programina

alinarak hiicre sayimi1 yapilmasi ile son buldu.

3.9. Verilerin Istatistiksel Analizi
Calismada dort farkli deneme grubunun, embriyolarin in vitro kiiltiiriine ve

vitrifikasyonuna etkilerinin ayr1 ayr1 incelenmesi amaciyla kontrol ve sayimla elde edilen
gozlemler degerlendirilmistir. Verilerin amaca uygun olarak 0&zetlenebilmesi igin
verilerin dagilimlart ¢arpiklik, basiklik katsayilarindan yararlanarak degerlendirilmis ve
verilerin saga carpik (basiklik katsayis1 >3) dik bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. Buna
gore veri Ozetlemede verilerin oransal olarak degerlendirilmesi uygun bulunmustur.
Oransal olarak degerlendirmede verilerin frekans dagilimlar1 ve ortalama ve standart
sapma degerleri hesaplanarak tablolar seklinde 6zetlenmistir. Calismada kiiltiire ilave
edilen farkli faktorlerin hiicre kayiplarina etkilerinin farkliliklar1 ve muamele gruplari
arasindaki farkliliklar gruplar aras1 ve gruplar ici degerlendirilmistir. Istatistik
karsilastirmalarda verilerin normal dagilim gostermemesi nedeniyle gercek verilerden
degerlendirme ve yorumlamaya imkan veren Genellestirilmis Modeller tercih edilmistir.
Buna gore veriler analiz edilerek ¢oziimler GEE (Generalized Estimating Equation)
tekniginde baglant1 fonksiyonu olarak logaritmik 6lgek ve dagilim fonksiyonu olarak
binomial fonksiyonlar entegre edilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda GENMOD testi
kullanilmistir. Gruplar aras1 farkin 6nemli bulundugu durumlarda ve gruplar ig¢i istatistik
karsilastirmalarda Tip Il hata fonksiyonu esas alinarak orthogonal polinomlar
uygulanmigtir. Tiim analiz ve hesaplamalarda SAS (2009) istatistik analiz programindan

yararlanilmigtir.
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4. BULGULAR

Bu doktora tez ¢alismasinda, laboratuvar sartlarinin kontrolii, deney
protokollerinin optimizasyonu ve el becerisinin kazanilmasi1 amaciyla IVM (1. Dénem),
IVF ve embriyo kiiltiirii (II. Donem) asamalarini igeren donemsel denemelerle
baslanmigtir. Bu konuda caligma yapan tiim laboratuvarlarda oldugu gibi bizim
laboratuvarimizda da sartlara en uygun maturasyon medyumu kompozisyonunun
belirlenmesi tez ¢alismasinin ilk dénemini olusturmustur. Bu dénemde ayni1 zamanda

konuyla ilgili olarak tecriibe eksikligi de giderilmistir.

4.1. In Vitro Maturasyon Bulgulari

Calismanin ilk boliimiini olusturan in vitro maturasyon protokoliiniin
belirlenmesi ve test edilmesi amaciyla toplam bu dénemde lokal mezbahada kesime tabi
tutulmus disilerden elde edilen 526 adet ovaryum uygun kosullarda laboratuvar ortamina
getirilmistir. Bu ovaryumlardan folikiil icermeyen veya kistik folikiil igerenler kullanim
disinda tutulmus, 505 tanesinden oosit aspirasyonu gergeklestirilmis ve bu islemden de

toplam 2115 adet A ve B kalite oosit elde edilmistir.

Ideal medyum bilesiminin belirlenmesi amaciyla temel maturasyon medyumuna
(TCM-199) baz1 destekleyici ilaveler yapilmistir. Maturasyon medyumuna inaktif fotal
sigir serumu (FBS), folikiil stimiile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH),
epidermal biiytime faktorii (EGF) ve Ostradiol 17-B (E2) ilaveleri yapilarak bes farklh
kombinasyondan olusan maturasyon gruplari olusturulmustur. Grup 1; % 10 (v/v) FBS,
Grup 2; 5 pg/ml LH, 0,5 pg/ml FSH ve 10 ng/ml EGF, Grup 3; FBS, LH, FSH ve EGF;
Grup 4; 1 ng/ml E2; Grup 5; FBS ve E2.

In vitro maturasyon asamasindaki bagari, embriyo iiretiminin devam eden
siirecindeki in vitro fertilizasyon (IVF) ve kiiltir (IVC) icin temel basamagi
olusturdugundan son derece Onemlidir. Yapilan maturasyon denemeleri sonrasinda
projenin gergeklestirildigi laboratuvar sartlarina en uygun sonucu veren medyum
kompozisyonu kumulus ekspansiyonu ve niikleer maturasyon oranlarma gore

belirlenmistir.

Kumulus hiicre ekspansiyonu, oosit kalitesindeki artigla dogru orantili olarak
artis gostermistir (P < 0,05). En {ist diizey kumulus ekspansiyon derecesine ulagma orani

FSH, LH ve EGF ile desteklenmis medyum grubunda daha yiiksek belirlenmistir (Tablo
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3). Medyuma Ostradiol 17-p ilavesi kumulus ekspansiyonu iizerinde etkisiz kalmistir (P

> 0,05).

Tablo 3. Kumulus ekspansiyon oranlarinin gruplara gore dagilimi, % Ortalama (+ SE)

Gruplar Oosit (n) Maturasyon (%)
FBS 203 71.4%
LH + FSH + EGF 174 87.4°2
FBS + LH + FSH + EGF 509 85.5¢2
E2 145 67.7°
FBS + E2 261 74,78

* Aym siitunda farkh harfler tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0,05).

Yapilan degerlendirmeler sonrasinda en yiiksek Metafaz II oraninin TCM—
199+FBS grubundan elde edildigi belirlenmekle birlikte, TCM—-199+FSH+LH+EGF
medyum kombinasyonunda da hem en yiiksek kumulus ekspansiyonu ve hem de tatmin
edici oranda niikleer maturasyon oranlari elde edilmistir (P < 0,05). Dolayisiyla projenin
in vitro fertilizasyon ve devam eden asamalarinda sabit olarak bu maturasyon

protokoliiniin kullanilmasina karar verilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Oositlerin Niikleer Maturasyon Oranlarinin Gruplara Gére Dagilimi, % Ortalama (+ SE), DJ;

Dejenere, CA; Kromozom dagilmalari, GVBD; Germinal vezikil yikimi, M |; Metafaz I,

M I1; Metafaz I
Niikleer Faz (%)
Gruplar Oosit (n)
D CA GVBD M 1| M 11

Grup 1 191 11.5° 052 0.0 26.22 61.82
Grup 2 120 34.2¢ 082 082 2254 4172
Grup 3 179 39.1¢ 062 282 240 33572
Grup 4 123 2784 0.72 0.72 18.32 3392
Grup 5 85 24,72 122 0.0% 17.7% 56.52

* Aym siitunda farkli harfler tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0,05).
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Yukarida belirtilen denemeler sonucunda in vitro maturasyon medyumu i¢in 5
pg/ml LH, 0,5 pg/ml FSH, 10 ng/ml EGF ilavesi igeren kompozisyon se¢ilmis ve tez

caligmasindaki tiim denemelerde bu formiilasyon kullanilmigtir (Sekil 8).

Sekil 8. in vitro maturasyona alinan oositler (a); Aspirasyon sonrast KOK ’lar, (b); Maturasyon sonrasi
KOK’lar, (c); Kumulus genislemesine gore mature oosit, (d); Metafaz II donemindeki mature

oosit

Tez ¢aligmasinin I. Bolimii olan uygun maturasyon medyumu kompozisyonu
belirlendikten sonra devam eden siirecte tiim denemelerin maturasyonu aynt medyum ile
yapilmis ve bu asamada toplam 26 deneme gerceklestirilmistir. Denemeler siiresince
laboratuvara getirilen toplam 343 adet ovaryumdan 285 tanesi segilerek aspirasyon
islemine alindi. Bu ovaryumlardan toplam 1809 adet A ve B kalitede oosit elde edildi.
Ovaryum basina ortalama 6,46 adet oosit eldesi oranina ulasildi. Bu durumla ilgili

verilerin istatistiksel degerlendirmesi asagidaki Tablo 5’te sunulmustur.

45



Tablo 5. Optimize Medyum Kompozisyonu ile Elde Edilen In Vitro Maturasyon Bulgulari

Deney Gelen Kullanilan Oosit / Ovaryum (n) Maturasyon Orani
Sayisi Ovaryum (n) Ovaryum (%) (%)
26 343 84,85 +2,33 6,46 +£0,3 94,06 + 0,74

Calismalarin  maturasyon medyumu kompozisyonunun belirlenmesinden
sonraki tiim zamanlarinda tek bir medyum kompozisyonu ile elde edilen maturasyon
orant % 94,06 olarak elde edilmistir. Yapilan 26 deneme boyunca % 90,00 maturasyon

orani altina inilmemistir.

Bu denemelerle deney protokolleri standardize edildikten sonra sirasiyla IVM,
IVF ve dort farkli deney grubu igin in vitro kiiltiir denemeleri yapildi. Deney gruplarinda
gelisimlerinin yedinci giinlerindeki toplam 217 blastosistin hiicre sayilari niikleer boyama
ile belirlenerek ortalamalar1 hesaplandi. Daha sonra ayn1 metotla toplam 163 blastosist
tiretilerek in vitro kiiltliriin altinc1 gliniinde vitrifikasyon islemi uygulandi. Vitrifikasyon
sonrasi bir gilin siireyle kiiltiire alinan blastosistler morfolojik ve hiicresel agidan
degerlendirilerek, IGF-1 ve LIF’in embriyo kiiltiirii ve vitrifikasyonuna etkileri

arastirilmistir.

4.2. In Vitro Kiiltiir Bulgular

(Calismada standardize edilmis maturasyon medyumu ile maturasyon sonrasi
elde edilen mature oositler materyal ve metot boliimiinde belirtilen prosediirle fertilize
edilmislerdir. In vitro fertilizasyon sonrasi toplam 1313 adet muhtemel zigot her bir grup
icin en az bes deneme uygulanacak sekilde toplam 33 kez dort farkli grupta BSA, IGF,
LIF, IGF+LIF kiilttire alind1 (Sekil 9).
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Sekil 9. Kiiltiirde farkli gelisim agamalarina ulagmig blastosistler

Tablo 6’dan de takip edilebilecegi iizere, projede farkli kompozisyonlardan
olusan 5 farkli kiiltiir grubuna ait embriyo gelisim oranlar1 yoniinden degerlendirildiginde
kiiltir medyumuna BSA ve Biiylime Faktorleri (EGF ve IGF-I) ilavesinin hem blastosist
gelisim oranini ve hem de blastosist hiicre sayisini dnemli oranda etkiledigi tespit
edilmistir (P <0,001).

Tablo 6. Farkli Kiiltiir Gruplarindaki Embriyo Gelisim Oranlarinin Dagilimi, % Ortalama (+ SE)

Blastosist /
Grup Blastosist (n) Boliinme Morula Blastosist Boliinen
BSA 434 71,04+ 1362  269+346"  1872+123Y 26,38+ 1,68"
IGF 335 65,61 +2,072%  4518+3,51% 2260+09%  3465+1,7%
LIF 295 66,76 3,912  38,62+489°% 2417+216%  37,22+3,51°
IGF/LIF 249 73,39+ 1,778 479+£2,15%  2403+£2,08%  29,6+3,18%

* Aymi stitunda farkli harfler tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir (P < 0,001)
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Bu zigotlarin boliinme oranlar1 gruplar arasinda 6nemli bir fark gostermeyerek,
sirasiyla BSA; 71,04 , IGF; 65,61 , LIF; 66,76 , IGF-LIF; 73,39 olarak belirlendi (P >
0,001). BSA ve IGF+LIF gruplarinda diger gruplara oranla bdliinme oranlar1 yiiksek
bulunmakla birlikte istatistiksel olarak bir Onemlilik arz etmemistir. Farkli kiiltiir
gruplarindan elde edilen morula oranlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde BSA
iceren gruptaki morula orani, diger gruplara oranla 6nemli derecede diisiik olarak tespit

edilmistir (%26,9).

Kiiltiire alinan embriyolarin morulaya ulasma oranlar1 agisindan gruplar arasi
yapilan degerlendirmeye gore tek basina IGF ilave edilen grup ile IGF+LIF ilavesi
yapilan gruplarda oran digerlerine oranla daha yiiksek bulunmustur ve gruplar aras1 fark
da bu durumda istatistiksel agcidan 6nemli bulunmustur (P < 0,001). Morula oranlarinda
oldugu gibi blastosiste ulasma oranlarinda da BSA ilavesi yapilmis olan kiiltiir grubu

digerlerine gore onemli derecede diisiik sonuglar vermistir (%17,72) (Tablo 6, Sekil 10).

Kiiltlire alinan embriyolarin blastosiste ulasma oranlar1 agisindan gruplar arasi
yapilan degerlendirmeye gore tek bagina LIF ve LIF+IGF gruplari digerlerine oranla daha
yiiksek ve birbirine oldukga benzer sonuglar vermislerdir (%24,17 ve 24,03) (P < 0,001)
(Sekil 10). Ayrica, boliinen embriyolar arasinda blastosiste ulaganlarin oraninin
istatistiksel olarak belirlendiginde BSA igeren grup hari¢ digerlerinin daha iistiin sonuglar
verdigi belirlenmistir (Sekil 10). Bu oran agisindan yapilan degerlendirmede digerlerine
oranla en {istiin olan LIF grubundan (% 37,22) elde edilmistir. Bu parametre agisindan da

gruplar arasi farklilik 6nemli olarak tespit edilmistir (P < 0,001) (Tablo 6).
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Sekil 10. Embriyo gelisim oranlarinin gruplara gore dagilimi

Tez ¢alismasinin elde edilen blastosistlerin morfolojik kalitelerinin belirlenmesi
amaciyla kiiltiiriin yedinci gliniinde yapilan diferansiyel boyama uygulamalari sonrasinda
tim gruplardan toplam 217 blastosist boyanmis ve hiicre sayilar1 belirlenerek kiiltiir
ortamina ilave edilen BSA, IGF-1 LIF’in embriyolarin hiicresel dagilimima etkisi

belirlenmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Diferansiyel boyama metodu ile boyanmis blastosistler ve hiicre sayimi
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Blastosist kalite degerlendirmesine genel olarak bakildiginda toplam blastosist
hiicre sayisi, TE ve ICM hiicre sayilar1 agisindan tiim uygulama gruplari arasinda 6nemli
farkliliklar belirlenmistir. Hiicre sayilarinin gruplara gére dagilimi Tablo 7 ve Sekil 12’
de verilmistir. Hiicre sayimi1 sonuglarinda total hiicre sayis1 gruplar arasinda 6nemli fark
gostermis ve en yliksek ortalama 104,93 hiicre sayisi ile IGF grubunda olmakla birlikte
benzer deger gosteren gruplarda 95,00-105,00 hiicre sayist bandinda degisim
gostermistir. Hem TE hiicre sayis1 ve hem de ICM hiicre sayis1 LIF grubunda diger
gruplara oranla 6nemli dl¢iide diisiik bulunmustur (TE: 53,64 , ICM: 23,54) (P < 0,05).

Kiiltiir medyumuna yapilan LIF ilavesinin, embriyo gelisim oranlar1 agisindan
olumlu yonde etki gostermesine ragmen, blastosist hiicre sayis1 lizerinde yeterli diizeyde
etkinlik gosteremedigi tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonrasinda
LIF grubunda diger gruplardan farkli olarak en az total hiicre sayisi 77,03 olarak
belirlenmistir (P < 0,05). Bir diger parametre olan ve implantasyon i¢in 6nemli bir kriter
olarak kabul edilen ICM / Total hiicre oranlar1 gruplar arasinda farkli olup, BSA grubunda
0,37 oran ile en yiiksek ve istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0,05) (Tablo 7) .

Tablo 7. Blastosist hiicre sayis1 degisimlerinin kiiltiir gruplarina gore dagilimi, % Ortalama (+ SE)

Grup Blastosist (n) ICM TE Total ICM / Total
BSA 54 36,371,317 60,07+1,61° 9644+233° 0,372
IGF 65 31,06+0,82°  73,87+1,30% 104,93+1,94°2 0,29°
LIF 53 23,54+074¢  53,64+1,14¢ 77,03£1,34¢ 0,30°
LIF-IGF 45 2920+0,69°  70,64+1,0228 99.82+122%® 0,29°

* Ay siitunda farkli harfler tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0,05).

Blastosistlerin diferansiyel yontemle boyanmasi sonrasi elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi sonrasinda kiiltiir medyumuna biiyiime faktorleri ve sitokin ilavesinin
ozellikle blastosistlerin total hiicrelerinin sayis1 ilizerinde son derece olumlu etkiler

gosterdigi tespit edilmistir. Aynen embriyo gelisim oranlarinda oldugu gibi hiicre
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dagilimlar1 ve oranlart ilizerinde de bu ikilinin muhtemelen sinerjik etki gdstermek
suretiyle etkili oldugu diistiniilmektedir (Sekil 12). Losemi inhibitor faktoriin tek basina
embriyo kiiltiiriine ilave edildigi grupta blastosist hiicrelerinin hem total sayilar1 ve hem
de TE ve ICM sayilar1 genel olarak bir azalma gostermistir. Bu durum bize bu asamada

LIF’in yeterince etkili olamadigini géstermektedir.

HUCRE SAYILARININ KULTUR GRUPLARINA GORE DAGILIMI
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Sekil 12. Blastosist hiicre sayis1 ortalamalarinin gruplara gore dagilimi

4.3. Vitrifikasyon Sonrasi Bulgular

Embriyo kiiltlirii boyunca tiim gelisim asamalar1 yoniinden kontrolleri yapilan
ve dondurulmaya uygun goriilen toplam 163 adet blastosist (7. gilinde) klasik
vitrifikasyonla dondurma islemine tabi tutulmustur. Bunlardan 14 tanesi vitrifikasyon
manipiilasyonlar1 sirasinda kaybedilmis ve sonucunda 149 tane blastosist normal
prosediire gore ¢ozdiiriilmiis ve re-ekspansiyon degerlendirmeleri ve hiicre sayimlarinin
yapilmast i¢in 1 giin siireli SOFaa+FCS medyumunda kiiltiire alinmislardir. Vitrifikasyon
uygulamalar1 sirasinda blastosistlerin sik araliklarla farkli kriyoprotektan oranlarinin
bulundugu ortamlara aktarilmasi sirasinda tecriibe ile dogru orantili olmakla birlikte
blastosist kayiplar1 s6z konusu olabilmektedir. Manipiilasyon kayiplarinin deneme sayist

arttikca kazanilan beceri ile dogru orantili olarak azaldigi bildirilmekte olup, bizim
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calismamizda da aym sekilde belirli sayida denemeden sonra kayip sayist minimum

seviyelere inmistir. Belirtilen blastosist kayiplar1 ilk denemelerde sekillenmistir.

Farkli embriyo kiiltiir gruplarindan elde edilmis olan Dblastosistlerin,
vitrifikasyon sonrasi belirtilen siireli (1 giin) kiiltiir isleminin tamamlanmasi sonrasinda,
canlilik kontrolleri yapilmis, blastosist dehidrasyonu, kollabe olma gibi kriyoprotektan
etkilerinden kurtulabilme, tekrar blastosel bosluk kazanabilme ve gelisime devam
edebilme yetenekleri agisindan degerlendirilmistir. Vitrifiye edilmis blastosistlerin
kiiltirii sonras1 yapilan degerlendirmelerde 86 blastosistin dejenere oldugu tespit
edilirken, 63 blastosistin ise re-ekspanse oldugu belirlenmistir (Sekil 13). Kontroller
sirasinda toplam 8 adet blastosistin ise zonadan ¢ikmis veya ¢ikma asamasina (Hatching)
gelmistir. Zonadan ¢ikma agsamasina geldigi tespit edilen blastosistlerin ¢ogunlugunun
IGF ilavesi iceren gruplarda yer aldigi goriilmistiir (Tablo 8). Zaten daha Onceki
degerlendirmelerde de belirtildigi lizere biiyiime faktorii igeren gruplarda kiiltiire edilen
blastosistlerde gelisim daha hizli ilerlemektedir. Dolayisiyla tespit edilen bu durum da

ifade edilenin bir gostergesi olarak kendini gostermektedir.

Sekil 13. Vitrifikasyon iglemi 6ncesi ve sonrasindaki blastosist goriiniimii, (a); Vitrifikasyon 6ncesi erken
blastosist, (b); Dehidrasyon sonrasi kollobe olmus blastosist, (C); Cozindiirme sonrasi re-

ekspanse blastosist, (d); Re ekspansiyon sonrasi boyanmis blastosist
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Tablo 8. Vitrifikasyon iglemi sonrasi kiiltiirden elde edilen bulgular, % Ortalama (+ SE)

Grup Dondurulan Boyanan Re-ekspansiyon Orani Dejenerasyon
Blastosist Blastosist Oram
Sayisi Sayisi
BSA 40 14 38,69 +£2,97° 60,59 +7,73 °
IGF 39 16 45,76 +2,16 2 5423+2,16¢
LIF 46 16 37,12+£03° 62,87+0,3°2
IGF-LIF 38 15 46,11 +£3,252 53,88+£325¢

* Ayni siitunda farkli harfler tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0,001)

Vitrifikasyon uygulamasi sonrasi blastosistlerin re-ekspansiyon oranlari
incelendiginde IGF ilavesi yapilmis olan gruplarda (IGF: 45,76 ve IGF-LIF: 46,11), IGF
icermeyen gruplara oranla (BSA: 38,69, LIF: 37,12) daha yiiksek bulunmustur (P <
0,001) (Sekil 14). Bu durum bize sigir embriyo kiiltiirlerine biiyiime faktorleri ve sitokin
ilavesi yapilmasinin, vitrifikasyon islemi ve sonrasinda meydana gelecek hasarlara ve

hiicre kaybina kars1 blastosistleri daha direncli hale getirdigini ve destekleyici bir etki

yaptigini gostermektedir.

Re-ekspansiyon Oranlarinin Gruplara Gore Dagilimi

50

4 45,76

40
38,69

Yizde

. 37,12

30

25
BSA IGF LIF

46,11

IGF-LIF

Sekil 14. Vitrifikasyon sonrasinda blastosistlerin re-ekspansiyon oranlarinin gruplara goére dagilinm
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Calismada vitrifiye edilmis sigir blastosistlerinin  hiicre dagilimlarinin
belirlenmesi ve olusan degisimin ortaya konulmasina yonelik olarak canlilik
kontrollerinde re-ckspansiyon gosteren toplam 61 adet blastosist diferansiyel boyama
yontemi ile boyanarak total, TE ve ICM hiicrelerinin sayilari tespit edilmistir.
Vitrifikasyon yontemi ile dondurulup-¢oziindiiriilmiis blastosistlerde hiicre sayimi
sonrasinda blastosistlerdeki en yiiksek total hiicre sayist IGF grubunda bulunan
blastosistlerde elde edilmistir (88,68). Trofoektoderm (TE) hiicre sayis1 bakimindan IGF
ve IGF+LIF igeren gruplardaki blastosistler birbirine yakin ve digerlerinden yiiksek
bulunmustur (IGF:64,68 , IGF-LIF:63,14). ICM hiicre sayis1 LIF grubundaki
blastosistlerde diger gruplara oranla 6nemli derecede diisiik bulunmustur (P < 0,05) (LIF:

19,5) (Tablo 9) (Sekil 15).

Tablo 9. Vitrifikasyon islemi sonrasi blastosist hiicre sayilarinin gruplara gére dagilimi,% Ortalama (+ SE)

Grup Blastosist (n) ICM TE Total ICM / Total
BSA 40 23,35+ 1,32 4892+1,5° 7228+212°¢ 0,322
IGF 39 24,00+ 1,36  64,68+237%  88,68+3,2° 0,26°
LIF 46 19,50+£0,61°  51,06+0,82° 70,56+0,72°¢ 0,27"
LIF-IGF 38 22,53+0,52  63,14+1382 81,46+445" 031°

* Ayni slitunda farkli harfler tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P < 0,05)

Farkli kiiltiir gruplarinda kiiltiire edilmis ve sonrasinda vitrifikasyona tabi
tutulmus sigir blastosistlerinin hiicre dagilim oranlari yoniinden yapilan istatistiksel
degerlendirmesinde LIF’in tek basina kullanildig: kiiltiir grubunda embriyo gelisiminin
de digerlerine oranla daha iyi olmasina ragmen, ICM ve TE hiicre sayilar1 digerlerinden
daha az tespit edilmistir. Ancak, LIF ve IGF’in kombine kullanildig: kiiltiir ortamindan
elde edilen blastosistlerin embriyo gelisim oranlariin ve hiicre sayilar1 parametrelerinin
oldukca iyi ve beklenilen sonuglar1 verdigi sdylenilebilir. LIF’in en 6nemli etkisi literatiir
verilerini de destekler dogrultuda blastosistlerin vitrifikasyon oncesi var olan hiicre

yapilar1 ve sayilarinin kaybini en diisiik diizeylerde tutmus olmasidir.
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Sekil 15. Vitrifikasyon sonrasi blastosist hiicre sayisi ortalamalarmin gruplara goére dagilimi

Vitrifikasyon isleminin uygulandigi vitrifikasyon (+), (163 adet) ve
uygulanmadig1 Vitrifikasyon (-), (217 adet) blastosistler total hiicre sayilarindaki degisim
acisindan karsilagtirildiginda en yiiksek degisim BSA grubunda gbzlenmistir (96,44 >
72,28). En diisiik degisim ise LIF grubunda tespit edilmistir (77,03>70,56) (Sekil 16).

TOTAL HUCRE SAYISINDAKi DEGIiSiM
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Sekil 16. Vitrifikasyon isleminin total hiicre sayisina etkisinin gruplara gore dagilimi
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Vitrifikasyon isleminin blastosistlerin ICM hiicre sayisina etkilerinin
incelenmesi sonucunda vitrifikasyon isleminin uygulanmadigi grup vitrifikasyon (-) ile
yapilan karsilastirmalarda en az degisimin LIF grubunda (23,54 > 19,5), en fazla degisim
ise BSA ilavelerinin yapilmis oldugu gruplarda (36,37 > 23,35) gerceklestigi tespit
edilmistir (Sekil 17).

ICM HUCRE SAYISINDAKi DEGIiSiM
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Sekil 17. Vitrifikasyon isleminin ICM hiicre sayisina etkisinin gruplara gére dagilimi

Vitrifikasyon isleminin blastosistlerin TE hiicre sayisina etkileri de arastirilmis
ve bunun sonucunda en az degisim LIF grubunda (53,64 > 51,06), en fazla degisim ise

BSA grubunda (60,07 > 48,92) tespit edilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Vitrifikasyon isleminin TE hiicre sayisina etkisinin gruplara gore dagilimi

56



5. TARTISMA

Memeli embriyolarimin in vitro kosullarda Tretilmesi ve dondurularak
saklanmasi ¢alismalar1 reprodiiktif biyoteknoloji alaninda &nemli bir yer tutmaktadir. In
vitro embriyo iretiminde ¢esitli kiltiir sistemleri ve medyum kompozisyonlari
gelistirilmis olup % 30 ve iizeri oranlarda blastosist elde edilebilmektedir. In vitro
kosullarda elde edilen sigir embriyolarinin kiiltiir, dondurma-¢ozdiirme ve transfer
sonrasi yasama ve implante olma kabiliyetleri her bir basamakta degisen oranlarda
azalmaktadir. Elde edilen blastosistlerin dondurularak saklanmasi amaciyla birka¢ metot
kullanilmakta ve degisen oranlarda dondurma sonrasi canlilik elde edilmektedir (Tervit,
1981; Palasz ve ark., 1996; Gordon, 2003). Tiim bu  gelismelere ragmen  sigir
embriyolarinin in vitro iretilerek saklanmasina yonelik standardize edilmis bir yontem

heniiz ortaya konmamuistir.

Sunulan tez ¢aligmasinda in vitro embriyo iiretimi ve vitrifikasyonunda IGF ve
LIF faktorlerinin etkinligi arastirilarak mevcut yontemlerin gelistirilmesine yonelik yeni
bilgilere ulasilmasi hedeflenmistir. Ayrica, in vitro kiiltiir medyumlarina yapilacak IGF—
1 ve LIF ilavesinin, embriyo gelisim oranlari ile blastosistlerin kalitesinin ve implante
olabiliriliginin en dnemli dl¢iitlerinden olan TE ve ICM hiicre dagilimlar1 ve dondurma

sonrast blastosistlerin yasama kabiliyeti lizerine bu faktorlerin etkisi arastirilmistir.

Sigir ovaryumlarmin mezbahadan toplanmasi ve laboratuvara tasinmasi
sirasinda ¢esitli medyumlar ve katki maddeleri kullanilmaktadir (Gordon, 2003).
Caligmamizda mezbahadan toplanan ovaryumlarin saklanmasi ve transportu amaci ile %
1 v:v oraninda Gentamisin ilaveli serum fizyolojik kullanildi. 36-38 °C’lik bir ilk 1s1tma
ile medyumun doniis sicakligini 30°C altina diismeden koruyabildigi tespit edildi.
Kullanilan transport medyumdan kaynaklanan toksikasyon ya da oositlerde morfolojik
bozulmalara rastlanmadi. Ovaryumlarin elde edilmesinden laboratuvara kadar taginmasi
arasindaki gecen 1-3 saatlik siire géz Oniline alindiginda, antibiyotik ilaveli serum

fizyolojigin ovaryum transportu amaciyla giivenle kullanilabilecegi belirlenmistir.

Konuyla ilgili olarak yapilan ¢aligmalara bakildiginda ovaryum basina diisen
oosit sayisi orani 5-8 oosit/ovaryum olarak belirtilmektedir (Kanagawa ve ark., 1995; Fry
ve ark., 1997; Hafez, 2000). Calismamizda 2-8 mm arasindaki folikiillerin aspirasyonu

ile ovaryum basina diisen oosit (A kalite) orani 6,46 olarak tespit edilmistir.
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Elde etmis oldugumuz bu oosit/ovaryum orani bir ¢ok literatlir verisi ile
uyumluluk arz etmektedir. Bu oran Un ve ark.’nin (2002) elde ettigi orandan (5,11) ve
Fry ve ark.’nin (1997) elde ettigi 4,2’lik orandan yliksek bulunmustur. Oranlar arasindaki
bu degisimin aspirasyon yontemi ve yontemi uygulayan kiginin beceri farkliliklarina,

duyarliligia ve ovaryum kaynaklarindaki degisikliklere bagli oldugu diisiiniilmektedir.

In vitro embriyo {iretimin en temel ve dnemli basamaklarindan olan in vitro
maturasyon sistemlerinde maturasyon oranlarini yiikseltmek amaciyla M-199 temel
medyumuna ¢esitli bliylime faktorleri ve hormonlar ilave edilmektedir (Thompson, 1996;
Gordon, 2003). Bu hormonlardan gonadotropik etkili olan FSH ve LH ile birlikte EGF
siklikla s1g1r oositlerinin maturasyon sistemlerine kullanilmaktadir (Younis ve ark., 1989;
Birler ve ark., 1997). Maturasyon ortamina katilan LH, kumulus hiicrelerinin yardimiyla
oositin glukoz kullanimi artirmaktadir. FSH’nin ise granuloza hiicrelerindeki aromataz
aktivitesini canlandirarak folikiiler mikro g¢evrenin androjen karakterden Ostrojene
dontigmesini sagladigi bildirilmistir (Eyestone ve ark., 1993). Calismamizda ideal
medyum bilesiminin belirlenmesi ve maturasyon protokoliiniin test edilmesi amaciyla 6n
denemeler yapilmig, A ve B kalitedeki oositlerde kumulus ekspansiyonu ve niikleer
maturasyon agisindan en yliksek maturasyon oran1 LH, FSH ve EGF iceren grupta elde
edilmistir (% 84,7). Yapilan bir¢ok calismada goriilmiistiir ki medyuma EGF ilavesi hem
oositlerin maturasyon oranint ve hem de fertilizasyon sonrasi embriyolarin gelisme
potansiyelini arttirmaktadir (Alm ve ark., 2008; Cevik ve ark., 2011). EGF ilavesinin
oositin stoplazmik maturasyonunu uyardigi ve kumulus ekspansiyonunun derecesini de
arttirdigt  bizim yapmis oldugumuz uygulamalarda da kendisini gostermistir.
Calismamizda in vitro maturasyon siiresi 22 saat olarak ayarlanmistir. Maturasyon icin
inkubasyon siiresi ¢esitli kaynaklarda 17 ile 27 saate kadar degismekle birlikte ideal
slirenin 22-24 saat oldugu bildirilmektedir (Abdoon, 2003, Birler ve ark., 1997; Younis
ve ark., 1989).

Bu dogrultuda yiiriitiilen tez calismasinda A kalite oositler i¢in in vitro
maturasyon orani % 94,06 olarak tespit edilmistir. Bu maturasyon orani Lorenzo ve
ark.’nin (1994) ve Birler ve ark.’nin (1997) elde ettigi orandan yiiksek, Bastan ve ark.’nin

(2010) elde ettigi orandan ise diisiik bulunmustur. Genel olarak ¢calismamizda elde edilen
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maturasyon orant literatiir verileri ile uyumlu diizeydedir (Alm ve ark., 2008; Cevik ve

ark., 2011).

Memelilerin normal fizyolojisinde embriyo dis ortamdan korunarak uterus
icerisinde gelisir ve implantasyona kadar tiim ihtiyaglarin1 bu ortamdan karsilar. In vitro
iiretilen embriyolarin implantasyon Oncesi doneme kadar gelisimini saglayabilecegi
cesitli ortamlar gelistirilmistir. Calismalarda siklikla kullanilan kiiltiir medyumlarindan
biri de SOF medyumudur (Bavister, 1995; Rizos ve ark., 2003; Gardner ve ark., 2004).
Sentetik ovidukt sivisi olarak bilinen bu medyumda ovidukt iceriginin detayli analizi
sonrasinda sivi bilesimi belirlenmis ve orjinaline en yakin kompozisyonun
olusturulmasina ¢alisilmistir. Bu medyum temel alinarak hazirlanan kiiltiir ortamina
embriyonun ihtiyaclarini kargilamak amaciyla degisen oranlarda BSA veya PVA ilave
edilmektedir. Laboratuvarlarda in vitro embriyo iiretimi i¢in kullanilan en popiiler
medyum bilesiminin SOF+BSA oldugu belirtilmektedir (Gardner, 2004). Tez
caligmasinda yaptigimiz 6n denemelerde BSA ilaveli gruplarda PVA ilavesine oranla
daha hizl1 ve daha yiiksek blastosist orani elde ettigimiz i¢in kontrol grubunda SOF+BSA
kombinasyonu tercih edilmistir. Calismamiza benzer sekilde ko-kiiltiir yapilmayan
sistemlerde medyuma EGF ve IGF gibi biiylime faktorleri de katilmakta ve bu sayede
blastosist gelisimi desteklenmektedir (Sirisathien ve ark., 2003a). Bu biiyiime faktorleri
sigirlarda oosit maturasyonunu uyaran ve embriyo gelisimini destekleyen bir faktordiir.
IGF-1’in embriyo gelisimi sirasinda preimplantasyon yetenegini arttirmasi IGF-1
reseptorlerine yliksek egilimle gerceklesmektedir. IGF-1’ in kiiltiir medyumlarina
eklenmesinin insan, fare ve tavsan embriyolarinda hiicre proliferasyonunu arttirmasi ve
apoptozu azaltarak preimplantasyon sansini arttirmasi gibi yararlari oldugu belirtilmistir

(Gordon, 2003; Sirisathien ve ark., 2003a).

Tez galismasinda kontrol grubunun olusturulmasi: amaciyla SOF medyumuna
BSA (8mg/ ml) ilave edildi. Deneme gruplari ise IGF (100 ng / ml), LIF (100 ng / ml)’in
tek baglarina ve kombine ilaveleri yapilarak olusturuldu. Toplam dort grupta elde edilen
boliinme (cleavage) oranlart BSA; 71,2, IGF; 65,61, LIF; 66,76, IGF-LIF; 73,39 olarak
tespit edilmistir. Boliinme oranlari arasinda istatistiksel agidan gruplararas: bir fark
bulunmamaktadir. Boliinme oranlari sigir embriyolarinda 50 ng / ml dozunda IGF-1 ve

EGF ilavesini deneyen Sirisathien ve ark.’nin (2003a) ¢alismasi ile benzer bulunmustur.
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Biiyiime faktorlerinin boliinme ve gelisime etkisi bu asamada kendisini
gostermistir. Caligmada, embriyolarin morulaya ulagsma oranlarinda BSA grubu diger
gruplara oranla 6nemli derecede diisiik (% 26,9) gelisim gostermistir. Yani ¢calismamizda
BSA kiiltiir grubu etkili bir boliinme oranina ulasmisken, dogru orantili olarak ileri
asamaya gelisim gostermemistir. Bu durumun biiyiime faktorlerinin eksikligi ile

dogrudan iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

In vitro kiiltiirdeki embriyolar i¢in en 6nemli degerlendirme faktorii olan
blastosiste ulagsma oranlarinda morulaya ulasma oranina paralel olarak SOF+BSA grubu
blastosistler diger gruptakilere oranla 6nemli derecede diisiik kalmistir (% 18,72). Rizos
ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢calismada SOF medyumunda blastosiste ulagsma orani
% 31,3 olarak, Neira ve ark. (2010) tarafindan % 15, Cevik ve ark. (2014) tarafindan ise
% 23,9 olarak bildirilmistir. Bu veriler 1s18inda kontrol grubunda elde ettigimiz oran
literatiire yakin seyretmistir. Ancak, biliyiime faktoriilerinin yokluguna bagli olarak
boliinme sonrasi daha ileri gelisim asamalarina ulagim orani diger gruplara oranla yetersiz

kalmistir.

Sunulan tez calismasinda, IGF (22,6) gruplarindan elde edilen blastosist
oranimiz Neira ve ark.’nin (2010) (% 26,0) ve Sirisathien ve ark.’nin (2003a) elde ettigi
orandan (% 37,1) diisiik seyretmistir. LIF (24,17) ve IGF-LIF (24,03) gruplarinda elde
edilen oranlar karsilastirmak icin literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Medyuma
yalnizca LIF ilavesinin denendigi bir ¢alismada blastosist orani yaptigimiz ¢aligmaya
yakin bulunmustur (28,2) (Sirisathien ve ark.,2003b). Vejlsted ve ark.’nin (2005)
calismasinda ise LIF ilaveli grupta % 38 blastosist oranina ulasilmistir. Bu bilgiler
1s18inda etkinligi arastirilan faktorlerin (LIF ve 1GF) kontrol grubuna oranla blastosiste
ulasma oranlarma olumlu etkisi net olarak tespit edilmistir. LIF’in en énemli etkisinin
boliinme i¢in yiiksek diizeyde stimiilayondan ziyade, in vitro kiiltiir kosullarinin olumsuz
etkilerine ve blok olusumlarina kars1 embriyolar1 koruyarak blastosist olusumuna katki
sagladig1 diistintilmektedir. Kiiltiire LIF ve IGF birlikte katildiginda ise ikilinin olumlu
etkileri birlikte ortaya ¢ikmakta ve daha etkili sonuglar elde edilebilmektedir. Yapilan bu
degerlendirme ile paralel olarak Neira ve ark.’nin (2010) sigir embriyolarinda yaptigi
calismada SOF grubunda % 29,0; SOF+LIF (50 ng/ml) grubunda % 38,0 ve SOF+FCS
(% 10) grubunda ise % 38,0 blastosist orani elde etmislerdir. Ayni ¢galismada SOF temel
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medyumuna ilave olarak IGF-1, IGF-II, fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), transforming
biiyiime faktorii (TGF-b1), granulosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) ve LIF
kombinasyonu ile % 45 blastosist oran1 elde etmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
kiiltiir medyumuna biiylime faktorleri ile kombine edilerek LIF ilave edilmesinin, tek
basina kullanilmasindan belirgin 6l¢iide daha yiiksek blastosist orani sagladigi kanisina
vartlmaktadir. Bu durum calismamizda da goriildigi iizere LIF’in diger faktorlerle

sinerjistik etki gostermesi seklinde yorumlanabilir.

Embriyolarin yasama kabiliyetlerinin belirlenmesinde morfolojik gozlemler
embriyo yasama derecesi hakkinda bilgi verebilen giiclii indikatorler olmakla birlikte,
blastosistlerin total hiicre sayist ve ICM / total hiicre oranlar1 en gegerli olarak kabul
edilen degerlendirmelerdir (Van Soom ve ark., 1996). Embriyolarin Kkalite
degerlendirmesinde blastosiste ulasma oranlarinin yani sira total ve 6zellikle diferansiyel
(ICM-TE) hiicre sayist 6nemli bir kriterdir. Van Soom ve ark’nin. (1996) yapmis oldugu
bilgilendirmelere gére memelilerde erken embriyonik gelisim sirasinda ilk farklilasma
blastosist formasyonudur. Bu formasyonun firiinleri ise ICM ve TE hiicrelerinin
olusumudur. Farklilasma sonrasinda olusan ICM, gelismekte olan fotusun tiim dokularina
farklilasabilme yetenegindedir. Diger bir tirlin olan TE hiicreleri ise blastosist formasyonu
sirasinda ortamdaki sivinin vektoryel transportundan, gebeligin maternal olarak
taninmasindan ve implantasyon sirasinda uterus endometriyumuna invazyonundan
sorumludur. Si8ir embriyolarinda kotii morfoloji ICM hiicre sayisi yeterli olmayan ya da

az olan blastosistler ile dogrudan iligkilidir.

Eckert ve ark. (1998) tarafindan bildirildigi tizere in vitro kiiltiire edilen
embriyolarin reseptdr sistemlerinde ve spesifik ekspresyon yollarinda aksamalar
olmaktadir. Bu durum da blastosistteki ICM ve TE hiicrelerin gelisimlerinde
anormalliklere yol agabilmektedir (Eckert ve ark., 1998; Rizos ve ark., 2003; Oshima ve
ark., 2003). Ayrica in vitro kiiltiir kosullar1 da blastosistin yagama sans1 ve implantasyon
basarisin1 dogrudan etkileyen hiicre kompozisyonu etkilemektedir (Koo ve ark., 2002).
Implantasyon &ncesi dénemde LIF ve IGF gibi faktorler embriyodaki ICM ve TE hiicre
farklilasmasin1 diizenlemenin yani sira apoptozu baskilayarak embriyo canliligini

arttirmaktadir (Fry et al., 1992; Bischof ve ark., 1995; Castro-Rendon ve ark., 2006).
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Calismamizda in vitro kiiltiiriin yedinci giiniinde diferansiyel metot ile boyanan
blastosistlerde total hiicre sayisi LIF grubunda onemli derecede diisiik bulunmustur
(77,03). IGF’in tek basina kullanildig1 grupta ise 6nemli derecede yiiksek bulunmustur
(104,93). Burada LIF’in tek basina kullanildiginda kontrol grubundan da diisiik total
hiicre sayisina yol agmasi tek basina hiicre boliinmesine olumsuz etkisine isaret
olabilecek iken, IGF ile birlikte kullanildiginda yakalanan % 99,82’lik oran IGF’in
olumlu etkisine baglanabilir. Benzer sekilde IGF tek basina 104,93’liik bir total hiicre
ortalamasi saglarken, LIF ile kombine edildiginde bu oranin %99,82’ye gerilemesi bu

goriisii dogrulamaktadir.

Literatiirde ¢alismamiz bulgularina paralel sekilde LIF ilavesinin kontrol
grubuna oranla total hiicre sayisini azalttig1 ¢calismalarin yani sira aksi yonde bulgularda
yer almaktadir. Sirisathien ve ark. (2003b) kiiltiir medyumuna LIF ilavesinin kontrol
grubuna oranla total hiicre sayisini arttirdigini bildirmistir (Konrol; 148, LIF;170). Benzer
sekilde Neira ve ark. (2010), SOF medyumuna biiytime faktorleri ve LIF ilavesinin total
hiicre sayisint arttirdigini - bildirmistir (LIF+IGF;154, SOF; 125). Buna karsin
calismamizdaki sonuglarla paralel sekilde Vejlsted ve ark. (2005), kiiltiir medyumuna LIF
ilavesinin total hiicre sayisini azalttigini bildirmistir (Kontrol; 140, LIF; 105). Benzer
sekilde Desai ve ark.’da (2000) kontrol grubunda total hiicre sayisini ortalama 131, LIF
grubunda 129, IGF grubunda ise 172 olarak tespit etmistir. Burada yapilan ¢aligmalara
bakildiginda blastosistlerin total hiicre sayisinin bizim ¢alismamizda digerlerine oranla
daha diisiik oldugu gozlemlenmektedir. Bu durum, hiicre sayimini yapildigi giinden

kaynaklanmaktadir (7. giin).

TE ve ICM hiicre sayilarinin deneme gruplar1 i¢erisinde en diisiik seyrettigi grup
LIF grubu olmustur. Literatiirde embriyo kiiltir medyuma yapilacak IGF ve LIF
ilavesinin TE hiicre sayisinda artisa yol acacag bildirilmesine ragmen denemelerimizde
LIF tek basina kullanildiginda TE hiicre sayisinda onemli derecede azalma tespit
edilmistir. Fakat IGF ve LIF-IGF kombinasyonu ile TE hiicre sayist diger gruplara oranla
onemli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonuclar 1s18inda blastosiste ulagsma oranlari da
g6z Oniine alindiginda LIF’in embriyo kiiltiiriine IGF ile birlikte ilave edilerek muhtemel

sinerjistik etkiden yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen bu bulgu ve varilan
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sonu¢ bizim tez g¢alismamizin ¢ikis noktasin1 ve hipotezimizi dogrudan dogruya

desteklemekte, 6ngdriimiiziin de yerinde oldugunu da ortaya koymaktadir.

Kiiltiir medyumuna LIF ilavesinde bir diger 6nemli nokta ise LIF’in medyuma
ilave edilme zamanlamasidir. Literatiirde blastosistteki LIF reseptorlerinin fertilizasyon
sonrasi 4. giinden sonra aktif hale gectigi bildirilmektedir (Eckert ve ark., 1998; Fry ve
ark., 1992; Fukui ve ark., 1994; Han ve ark., 1995; Neira ve ark., 2010; Oshima ve ark.,
2003; Sirisathien ve ark., 2003; Stewart ve ark., 1992; Vejlsted ve ark., 2005). Yine in
vivo ortamda uterusta LIF ekspresyonu fertilizasyon sonrasi 4. giinden implantasyona
kadar gegen siirede sekillenmektedir. Bu verilere uygun sekilde kiiltiir medyumuna 4.
Giin yerine 0. Giin LIF ilave edildiginde kontrol ve 4. Giin grubuna kiyasla blastosiste
ulagsma oraninda ciddi bir diisiis belirlenmistir. Bu durum hem embriyo gelisim oranlari
acisinda ve hem de blastosistlerin hiicre orani ve hiicre dagilimlart agisindan literatiir
verileri ile uyumlu olarak kendisini gostermistir (Han ve ark., 1995; Neira ve ark., 2010;
Oshima ve ark., 2003; Yamanaka ve ark., 2001). Kiiltiiriin 4. Giiniinde yapilan LIF

ilaveleri tim kriterler ac¢isindan basarisiz bulunmustur.

Calismada bir diger 6nemli basamak ise ad1 gecen faktorlerin embriyo kiiltiiriine
ilavelerinin implantasyon dncesi donemde blastosistlerin vitrifikasyonuna olan etkilerinin
aragtirtlmast olmustur. Sigir embriyolarinin basartyla dondurulmasinda kullanilan
yontem, embriyonun gelisim sathasi ve kiiltlire alindiklar1 medyumlarin igerigi ¢ok
onemlidir (Menezo, 2004, Bagis ve ark., 2010). In vitro yolla iiretilen embriyolarin in
vivo elde edilenlere oranla kryoprezervasyona olan duyarhiliklar1 arastirmacilar
tarafindan bildirilmektedir (Massip, 2001; Gordon, 2003). In vitro yolla iiretilen
blastosistler in vivo iiretilenlere gore daha diisitk ICM / TE oranina ve daha az sayida
kompakt ICM hiicreye sahiptirler (Gomez ve ark., 2008). Kriyoprezervasyonun ICM
hiicreler lizerine olumsuz etkisi diger ¢caligsmalarla da bildirilmistir (Iwasaki ve ark., 1994;
Mucci ve ark., 2006; Gomez ve ark., 2008; Trigal ve ark., 2013). Bu bilgiler 1s1ginda
kriyoprezervasyonun 6zellikle farklilagsmanin ilk {irlinii olan hiicreler lizerindeki olumsuz
etkisini en aza indirmek icin bu hiicreler iizerinde olumlu etkileri bilinen IGF ve LIF gibi
faktorler dondurma oncesinde kiiltiir medyumlarina ilave edilmektedir (Han ve ark.,

(1995; Desai ve ark., 2000). Han ve ark. (1995), embriyo kiiltiir medyumuna ilave
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edilecek LIF’in blastosistlerin kriyotoleransini arttirdigini ve zonadan ¢ikma oranini
(Hatching) yiikselttigini bildirmistir.

Vitrifikasyon sonrasi embriyo canliginin degerlendirilmesinde 6nemli bir kriter
olan re-ekspansiyon oranlar1 IGF ilavesi yapilmis olan gruplarda (IGF: 45,76 ve IGF-LIF:
46,11), IGF igcermeyen gruplara oranla (BSA: 38,69, LIF: 37,12) daha vyiiksek
bulunmustur. Bu durum bize siir embriyo kiiltiirlerine biiyiime faktorleri ve sitokin
ilavesi yapilmasinin, vitrifikasyon iglemi ve sonrasinda meydana gelecek hasarlara ve
hiicre kaybina kars1 blastosistleri daha direngli hale getirdigini ve destekleyici bir etki
yaptigin1 gostermektedir. Tek basina LIF iceren gruptaki re-ekspansiyon orani, blastosiste
ulagsma oranlarindakine paralel olarak diisiik kalmistir. Daha 6nceki boliimlerde de
belirtildigi iizere LIF ve IGF faktorlerinin embriyo kiiltliriine kombine olarak ilave
edilmesi hem embriyo gelisim oranlar1 ve hem de elde edilen blastosistlerin klasik
vitrifikasyon yontemi ile dondurma sonrasinda blastosistlerin dondurma islemine karsi

direncini arttirdig1 belirgin bir sekilde kendisini géstermistir.

Calismada kullanilan faktorlerin vitrifikasyona tabi tutulan blastosistler
tizerindeki etkisini daha spesifik acidan degerlendirmek i¢in hiicre sayisi ortalamalar
karsilastirilmistir. Vitrifiye edilen ve edilmeyen ayni donemdeki blastosistlerin total
hiicre sayist ortalamalart incelendiginde vitrifikasyonun beklenildigi tlizere ve literatiir
verileri ile tutarli bir sekilde (Leibo ve ark., 1993; Iwasaki ve ark., 1994; Han ve ark.
1995; Dobrinsky ve ark., 2000; Vajta, 2000; Massip ve ark., 2001; Rizos ve ark., 2001;
Hasler ve ark., 2009; Asgari ve ark., 2012) hiicre sayisini azalttigi goriilmiistir. Sunulan
doktora tez caligmasinda, vitrifikasyon isleminin uygulandigi vitrifikasyon (+) ve
uygulanmadig1 vitrifikasyon (-) gruplarindaki blastosistlerin total hiicre sayilarindaki
degisim acisindan karsilastirildiginda en yiiksek degisim BSA grubunda gozlenmistir
(96,44 > 72,28). En diistik degisim ise LIF grubunda tespit edilmistir (77,03>70,56).
Vitrifikasyon isleminin blastosistlerin ICM hiicre sayisina etkilerinin incelenmesi
sonucunda ise en az degisimin yine LIF grubunda (23,54 > 19,5), en fazla degisimin ise
BSA grubunda (36,37 > 23,35) gergeklestigi tespit edilmistir. Benzer sekilde TE hiicre
sayisinda da en az degisim LIF grubunda (53,64 > 51,06), en fazla degisim ise BSA
grubunda (60,07 > 48,92) tespit edilmistir. Hiicre sayr ortalamalarindaki farklar
incelendiginde LIF’in IGF’e oranla hem ICM hem de TE hiicrelerindeki kayb1 en aza

indirmede daha etkili oldugu sonucuna varilabilmektedir. Diger yandan hiicre sayilarinin
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en diigiik seyrettigi grubun LIF grubu olmasi ortalama farklarinin da buna orantili olarak

azalmasina neden olabilecegi géz onilinde bulundurulmalidir.

Calismada etkinligi arastirilan IGF ve 6zellikle LIF in blastosist gelisimi iizerine
etkisini ele alan caligmalara oranla bu faktorlerin blastosistlerin kriyotoleransina olan
etkilerini arastiran ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Han ve ark. (1995), dondurma 6ncesi kiiltiir
medyuma LIF ilavesi ile ¢ozdiirme sonrast % 67,5 canlilik oranmi elde etmistir. Ayni
calismada LIF ilavesi yapilmayan kontrol grubunda ¢dzdiirme sonrasi canlilik orani ise
% 62,2 olarak belirtilmigtir. Sunmus oldugumuz tez ¢aligmamizda ise vitrifikasyon
uygulamasi sonrasi blastosistlerin re-ekspansiyon oranlar1 IGF ilavesi yapilmis olan
gruplarda (IGF: 45,76 ve IGF-LIF: 46,11), IGF i¢cermeyen gruplara oranla (BSA: 38,69,
LIF: 37,12) daha yiiksek bulunmustur. Bu durum bize sigir embriyo kiiltiirlerine biiyiime
faktorleri ve sitokin ilavesi yapilmasinin, vitrifikasyon islemi ve sonrasinda meydana
gelecek hasarlara ve hiicre kaybina kars1 blastosistleri daha direngli hale getirdigini ve

destekleyici bir etki yaptigini géstermektedir.

Vitrifikasyon sonrasi blastosistlerin hiicre sayisindaki degisim agisindan
caligmamizi karsilastirabilecegimiz yeterli literatiir verisi bulunamamistir. Calismamizin
diger bir orijinalligi de buradan kaynaklanmaktadir. Vitrifikasyon isleminin blastosist
canlilig1 ve implantasyon i¢in kritik dneme sahip olan ICM / Total hiicre orani tizerindeki
etkisinin incelenmesi sonucu IGF’in tek basina kullanildigt ve IGF-LIF
kombinasyonunun yer aldig1 grupta blastosistlerdeki hiicre dagiliminin ve ICM ve TE
hiicre oranlariin orantilt durumunun bozulmadig: belirlenmistir. LIF grubunda da hiicre
sayilar1 az olmakla birlikte oranlarin korundugu ve hatta vitrifikasyon sonrasi en az
kaybin bu grupta oldugunu belirtmek yerinde olacaktir. LIF’in en 6nemli etkisi literatiir
verilerini de (Han ve ark. 1995; Iwasaki ve ark., 1994; Vajta, 2000) destekler dogrultuda
blastosistlerin vitrifikasyon dncesi var olan hiicre yapilari ve sayilarinin kaybini en diisiik

diizeylerde tutmus olmasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. in vitro fertilizasyonda kullanilacak oositlerin eldesi icin aspirasyon
yonteminin tek basina ve sorunsuz bir sekilde kullanilabilecegi kanisina

varilmistir.

2. Maturasyon medyumu icin TCM-199’un temel medyum olarak
kullanilabilecegi ve ilave olarak 5 pg/ml LH, 0,5 pg/ml FSH, ve 10 ng/ml
EGF nin yeterli oldugu tespit edilmistir.

3. Maturasyon medyumuna FBS ve Ostradiol ilaveleri yapilmadan da yeterli

maturasyon basarisi elde edilebilecegi belirlenmistir.

4. Basaril bir fertilizasyon icin genellikle literatiirde 1x10° spermatozoon/ml
seklinde yer alan spermatozoon konsantrasyonu yeterli bulunmamis ve
calismamizda spermatozoon konsantrasyonu 2x 108 spermatozoon/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Belirlenen bu dozun benzeri ¢aligmalarda daha etkili

olabilecegi diisiintilmekte ve 6nerilmektedir.

5. Fertilizasyon isleminde kullanilan sperma kaynagmin fertilizasyon
basarisini dogrudan etkiledigi ve ayn1 hazirlik ve inkubasyon islemlerine tabi
tutulmasina ragmen bazi bogalara ait spermalarin yliksek motiliteye sahip
olsalar bile fertilizasyon oranini1 diisiirdiikleri tespit edilmistir. Bu sebeple
spermalarin arastirmacilar tarafindan kendi laboratuvarlarinda fertilizasyon

testlerine tabi tutulmalar gerektigi diistiniilmektedir.

6. Embriyo kiiltiirinde medyuma IGF ilavesi yapilmasi durumunda blastosist
gelisiminin daha hizli sekillendigi i¢in bu gruplarda kiiltiir zamanindan
bagimsiz olarak da gelisim kontrolii yapilmasina dikkat edilmesi gerektigi

diistintilmektedir.

7. In vitro embriyo iiretiminde kiiltir medyumuna LIF ve IGF ilavesinin

blastosiste ulagma oranini arttirdig1 basariyla kullanilabilecegi belirlenmistir.
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8.

10.

Embriyolarin IGF gruplarinda kiiltiire edildiklerinde daha erken zonadan
cikma egiliminde olduklart ve ayni donemde hiicre sayiminin
gergeklestirilebilmesi  igin  bu duruma dikkat edilmesi gerektigi

belirlenmistir.

In vitro yolla diretilen embriyolarm vitrifikasyonunda blastosistlerin
¢ozdiirme sonrasi canliliginin desteklenmesinde IGF’in re-ekspansiyon
oranini arttirdigt LIF’in ise olumlu etkisinin goriilebilmesi i¢in IGF ile

beraber kullanilmasinin gerektigi diistintilmektedir.

Calismada etkinligi ortaya konulan faktorlerden 6zellikle LIF’in ya da LIF +
IGF kombinasyonundan elde edilen blastosistlerin etkisinin daha objektif
olarak ve gozle gorilebilir sekilde ortaya konulmasi igin embriyo
transferlerinin yapilmas: ile gebelik ve canli doguma kadar uzanan
denemelere de tabi tutularak sigir blastosistlerinin vitrifikasyonu ve
transferindeki  yerinin  netlestirilmesi bu alana o6nemli katkilar

saglayabilecektir.
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Ek-1 Manipiilasyon Medyumu (10 ml Final Voliim i¢in)

Kimyasal Madde Katalog No Miktar
TCM-199 Sigma M-7528 | 9900 ul
Penicilin/Streptomycin | Sigma P-0781 100 pl (%1 v:v)
L-Glutamine Sigma G-3126 | 1 mg (0,1g/L)
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Ek-2 Maturasyon Medyumu (10 ml Final Volim igin)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar
TCM-199 Sigma M-4530 | 4860 ul
Na-Pruvat Sigma P-4562 | 25 ul (5,5mg/ml)
PSA Sigma A-5955 | 50 ul

LH Sigma L-9773 | 20 pul

FSH Sigma F-2293 | 20 pl

EGF Sigma E-9644 | 25 ul

FILTRASYON
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Ek-3 Fertilizasyon Stok Medyumu (100 ml Final Voliim i¢in)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar

Water Sigma W-1503 | 100 ml

NaCl Sigma S-5886 666 mg

KCI Sigma P-5405 23,8 mg

NaHCO3 Sigma S-5761 209 mg

NaH2PO4.H>O Sigma S-9638 6,2 mg

Pen/Strep Sigma P-0781 100 pl (%1 v:v)

Phenol Red Sigma P-0290 1mg

CaCl..2H20 Sigma C-7902 | 30 mg

MgCl2.6H2.0 Sigma M-2393 | 10 mg

Na-lactate Sigma L-7900 112 ul
FILTRASYON

Kullanim giinii 5 ml icin

Fert Stok - 5ml

BSA(FAF) Sigma A-6003 | 30 mg

NaPruvat Sigma P-4562 50 pul (2,2mg/ml)

Pen/Strep Sigma P-0781 5 ul (%1 viv)

Heparin Sigma H-3149 | 300 pl (2 pg/ml)

FILTRASYON
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Ek-4 Sperm Yikama Medyumu (100 ml Final Voliim igin)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar

Water Sigma W-1503 | 100 ml

NaCl Sigma S-5886 584 mg

KCI Sigma P-5405 23 mg

NaHCO3 Sigma S-5761 210 mg

NaH2PO4.H>O Sigma S-9638 4 mg

Pen/Strep Sigma P-0781 100 pl (%1 v:v)

Phenol Red Sigma P-0290 1mg

Hepes Sigma H-6147 238 mg

CaCl2.2H20 Sigma C-7902 | 31 mg

MgCl,.6H>0O Sigma M-2393 | 8 mg

Na-lactate Sigma L-7900 368 ul
FILTRASYON

Kullanim giinii 10 ml igin

SP Stok - 10 ml

BSA(FAF) Sigma A-6003 | 30 mg

NaPruvat Sigma P—4562 | 100 pl (2,2mg/ml)

Pen/Strep Sigma P-0781 10 ul (%1 v:v)

FILTRASYON
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Ek-5 Percoll 10X Soliisyonu (100 ml Final Voliim i¢in)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar
Deiyonize-bidistile - 100 ml
H20

NaCl Sigma S-5886 4675 mg
KCI Sigma P-5405 230 mg
NaH2PO4.H>O Sigma S-9638 35 mg
Hepes Sigma H-6147 2380 mg
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Ek-6 Percoll %90 Soliisyonu (50 ml Final Voliim i¢in)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar
Percoll Sigma P—4937 45 ml
Percoll 10X - 5ml
CaCl; Sigma C-7902 14,5 mg
MgCl2.6H20 Sigma M-2393 | 4 mg
NaHCO3 Sigma S-5761 104,5 mg
Na-Lactate Sigma L-7900 184 ul
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Ek-7 Kiiltir Medyumu (SOF) stok (50 ml Final Voliim i¢in)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar

Water Sigma W-1503 | 50 ml

NaCl Sigma S-5886 314,7 mg

KCI Sigma P-5405 26,7 mg

KH2PO4 Sigma S-3397 8,1 mg

NaHCO3 Sigma S-5761 105,3 mg

Pen/Strep Sigma P-0781 500 pl (%1 viv)

CaCl2.2H20 Sigma C-7902 | 12,5 mg

MgCl2.6H2.0 Sigma M-2393 | 5mg

NaPruvat Sigma P-4562 1,8 mg

Na-lactate Sigma L-7900 14 ul
FILTRASYON

Kullanim giinii 5ml icin

SOF Stok - 4,542 ml

Pen/Strep Sigma P-0781 5 ul (%1 viv)

NaPruvat Sigma P-4562 50 pul (2,2mg/ml)

BSA(FAF) Sigma A-6003 | 30 mg

FILTRASYON
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Ek-8 Temel Soliisyon (1 L Final Voliim igin)

Kimyasal Madde | Katalog No Miktar

Water Sigma W-1503 | 1L

NaCl Sigma S-5886 8¢

KCI Sigma P-5405 200 mg

KH2PO4 Sigma S-3397 200 mg

Na2HPO4 Sigma S-9638 1,150 g

Pen/Strep Sigma P-0781 1 ml (%1 v:v)

CaCl2.2H20 Sigma C-7902 100 mg

MgCI2.6H20 Sigma M-2393 | 100 mg

NaPruvat Sigma P-4562 36 mg

D+Glukoz Sigma G-7021 1g
FILTRASYON

Kullanim giinii 100ml igin

T.Sol Stok - 80 ml

FCS Sigma F-9665 20 mi

NaPruvat Sigma P-4562 | 3,3 mg (0,3 M)

Glikoz Sigma G-7021 | 99,11 mg (5,5 M)

FILTRASYON
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Ek-9 Vitrifikasyon Soliisyonlar1 VS1-2-3 (50 ml Final Voliim igin)

Kimyasal Katalog Miktar
Madde No
VS-1 VS-2 VS-3

Gliserol Sigma | 5ml 5mil 10 ml
G-5516

Etilen Glikol Sigma - 5ml 10 ml
324558

Siikroz Sigma 1,7115¢ 3,4230 ¢ 5,1345¢g
S-1888

Ksiloz Sigma | 0,7507 ¢ 15013 ¢g 2,2520 ¢
X-1500

Polietilen Glikol | Sigma [05¢g 1lg 159
88440

Temel Soliisyon

50 ml tamamla

50 ml tamamla

50 ml tamamla
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Ek-10 Siikroz Soliisyonlar1 S1-2 (5 ml Final Voliim igin)

Kimyasal Madde Katalog No Miktar

S-1 (0,25 M) S-2 (0,5 M)
Sukroz Sigma S-1888 | 0,427 g 0,856 g
Temel Soliisyon - 5 ml tamamla 5 ml tamamla
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