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ONSOZ

Diinyada ve iilkemizde sigir liretiminin et ve siit yoniinden olduk¢a 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Giin gegtik¢e artan niifus ile birlikte sigirlardan elde edilen verimin
artirilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle sigirlarda elde edilen verimin
artirtlmasina yonelik biyoteknolojik yontemlerin kullanimi1 her gegcen giin artmaktadir.
Bu amagla; embriyolarin transferi, in vitro embriyo iiretimi-IVP, embriyolarin
dondurulmas1 ve embriyolarin manipiilasyonlar1 gibi yontemlerle birlikte, klonlama,
splitting, cinsiyet tayini, preimplantasyon genetik tan1 (PGD) gibi ileri biyoteknolojik
yontemler kullanilmaktadir. Sigir embriyolarinin in vitro liretimi ile verimi yiiksek

olan kaliteli anne ve babadan fazla sayida embriyo elde edilebilmektedir.

Embriyolarin  dondurularak saklanmasi ile hem genetik materyalin
depolanmast hem de dondurulan embriyolarin uzak mesafelere transfer edilmesi
miimkiin hale gelmektedir. Gilinlimiizde in vitro elde edilen embriyolarin
dondurulmasi i¢in bircok yontem gelistirilmis ve gelistirilmekte olsa da heniiz
¢Ozdiirme sonrasi canlilik basaris1 in vivo olanlara yetisememistir. Dondurma
sirasinda meydana gelen ve dondurmay1 olumsuz yonde etkileyen buz kristali olusumu
ve embriyolarin toksik karakterdeki kriyoprotektan ajanlara (CPA) maruz kalmasi
bunun sebepleri arasinda yer almaktadir. Embriyonun blastos6l ¢ap1 genisledikce
dondurmaya olan hassasiyeti artmaktadir. Dondurma Oncesinde c¢esitli yontemlerle
blastosoliin uzaklastirilmasiyla (artificial collapse-AC- artificial shrinkage-AS)
¢ozdiirme sonrast viyabilitenin artabilecegi insan IVF laboratuvarlarinda yapilan
caligmalarla belirtilmistir. Artificial collapse i¢in hipertonik soliisyonlar kullanilarak
ozmotik daralma saglanmasi, igne punksiyonu, lazer atis1 ve blastosist sivisinin
aspirasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu yoOntemler arasinda blastosist
stvisinin aspirasyonu ile elde edilen blastosdlden implantasyon dncesinde genetik tani
yapilabilme olasilig1 yine ilk olarak insan IVF laboratuvarlarinda belirlenmistir. Bu
alanda insanlarda yapilan ¢alisma sayis1 oldukca fazla olmasina ragmen sigirlarda
artificial collapse yontemi heniiz laboratuvarlarda rutin hale gelememistir. Bu calisma

ile in vitro sigir embriyolarinin dondurma tekniklerine blastosist sivisinin
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aspirasyonunun eklenmesi ile ¢ozdiirme sonrasi viyabilite basarisinin artirilmasi ve
elde edilen sonuglarin Tiirkiye’deki diger bilimsel ¢calismalara hem 6ncii olabilecegi

hem de katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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1. GIRiS

Gilinlimiizde hayvancilik sektoriinde bir taraftan teknoloji gelisirken bir taraftan da
iiretim ac181 artmaktadir. Bu yiizden ihtiya¢ duyulan {iriinilin kaliteli bir sekilde elde
edilmesi istenmektedir. Ad1 gecen ihtiyaglar; genetigi gelistirilmis elit irklarin elde
edilmesi, sigirlarda et ve siit verimi ya da kombine irkalarin iiretilmesi, bazi
hastaliklara kars1 direngli hayvan yetistirilmesi, ilag sektoriinde kullanilmasi i¢in 6zel
protein ve genlerin elde edilmesi Ornek olabilir (Kaymaz, 2012). Hayvanlara
uygulanan seleksiyon ve 1slah yontemleri sayesinde kaliteli siit ve et iiretimi
yapilabilmektedir. Diinyada son 20 yilda ticari olarak yerini alan Embriyo Transfer
(ET) uygulamalarinin artmasi 1slah c¢alismalarimin hizin1 artirarak basari sansini
ylkseltmistir. Giinlimiizde ireticinin istegi dogrultusunda, ileri biyoteknolojik
yontemler kullanilarak (embriyonik cinsiyetin belirlenmesi, klonlama ve transgenik

iiretim gibi) embriyo tiretimi yapilabilmektedir (Kaymaz ve ark., 2015).

Saglikli fertil bir kadinin reprodiiktif hayat1 boyunca ortalama 400 adet oositi
ovule olurken (Gougeon, 1996), ozellikle inek gibi gebelik ve laktasyon baskisi
nedeniyle iiretim 6mrii nispeten kisa olan ciftlik hayvanlarinda ise bu say1 daha da
diismektedir. Canli yavrular elde edilmesi i¢in atreziye giden oositlerin kurtarilma
olasiligi, hem infertil ¢iftler hem de hayvansal {iretim sistemleri i¢in biiyiik faydalar
saglamaktadir (Lonergan ve Fair, 2016). Siiperovulasyon yontemi ile in vivo embriyo
iiretiminde bir inegin reprodiiktif hayat1 boyunca 100’den az sayida embriyo elde
edilirken ovaryumlarda yaklasik olarak 100000 gamet bulunmaktadir (Hashimoto;
2009). Yillardir sigir endiistrisine olan ilginin ¢ogalmasi, genetik gelismelerin hizini
artirarak, in vitro embriyo tretimi (IVP) ve ovum pick-up (OPU) uygulamalarinin

gelistirilmesini saglamistir (Zullo ve ark., 2016).

Implantasyon 6ncesi donemde embriyolarim dondurulmasi, sigir embriyo
transfer endiistrisinin 6nemli bir parcasidir. Dondurma, taze embriyolarin transfer
edilemedigi ya da istenmedigi durumlarda ve genetik kaynaklari korumak i¢in ¢cogu

tiirde oldukga etkili olmaktadir. Ayn1 zamanda genetik yapilarin bir cografyadan bagka



bir cografyaya tasinmasinda da etkili bir yoldur (Barfield, 2014; Hinrichs ve Choi,
2016).

Son on yilda sigir endiistirisinde genetigin iyilestirilmesi amaciyla in vitro
embriyo liretim teknolojisinin hizla gelismesine ragmen, IVP embriyolarinin transfer
sonras1 gebelik oranlar1 in vivo iiretilen embriyolardan daha diisiiktiir (Nishisouzu ve
ark., 2017). IVP embriyolar, daha yiiksek apoptotik hiicre dizinine sahip olmakla
birlikte kriyotoleranslar1 ve i¢ hiicre kiimesi (ICM) / trofektoderm (TE) oranlar1 in vivo
olanlara gore daha diisliktiir (Zullo ve ark., 2016). Sigir embriyo {retiminin
sorunlarindan biri de benzer bicimde in vitro {iretilen embriyolarin kriyotoleransinin
in vivo Uretilenlere oranla daha diisiik olmasidir (Nunes ve ark., 2014; Schefer ve ark.,
2016). Dondurma sirasinda hiicre dis1 ve hiicre iginde buz kristallerinin olusumu,
trofektoderm hiicreleri arasindaki baglantilarda hasara ve zona pellusida da yirtiklara
neden olmaktadir. Ayn1 zamanda hiicre i¢erisinde; mitokondri membrani ve kristada,
niikleer ve plazma membraninda ve sitoplazmada hasarlara sebep olmaktadir. Bu
durum toplam hiicre sayisinin azalmasina, ICM’nin 6liimiine ve hiicresel artiklarin
perivitellin boslukta birikmesine yol acar (Kaidi ve ark., 2001). Bu sebeplerden dolay1
yliksek gebelik oranlar1 elde etmek i¢in embriyo dondurma metotlarinin gelistirilmesi

gerekmektedir (Inaba ve ark., 2011).

Insan embriyolarinda cryoloop teknigi kullanilarak yapilan vitrifikasyon
caligmalarinda ¢6zdiirme sonrasi canlilik orani, blastosistin gelisim evresine bagimli
olup, blastosdliin ekspansiyonu (genislemesi) ile ters orantili oldugu bildirilmistir
(Mukaida ve ark., 2003). Vanderzwalmen ve ark. (2002) nin yaptiklar1 bir calismada,
trofektoderme bir igne yardimi ile agilan kiigiik bir deligin blastosdlde daralmaya
(kollapsa) sebep oldugu belirtilmistir. Vitrifikasyon dncesinde blastosist kavitesinin
suni olarak kollabe edilmesi, dondurma sonrasinda sigir embriyolarinin canlilik
oranlarmin artirilmasinda alternatif bir yontemdir (Nunes ve ark., 2014). Boylece,
blastos6l hacminin azalmasi ile buz kristali olusumunun azalmasi i¢in sans olusmakta
ve ¢Ozdiirme sonrasi canlilik orani artabilmektedir. Bu durum vitrifikasyon ya da
yavas dondurma yontemi ile dondurulan embriyolar i¢in avantaj saglamaktadir

(Barfield, 2014). Blastosist kavitesinin kollaps1 mekanik ya da mekanik olmayan



yontemlerle igne ve sukroz igeren hiperozmotik soliisyonlar gibi teknikler kullanilarak

yapilabilmektedir (Nunes ve ark., 2014).

1.1. in Vivo Embriyo Gelisimi

1.1.1. Oosit Maturasyonu

Prenatal gelisim sirasinda, oogonia mitozise ugrayarak primordiyal hiicreden diploid
oosite doniismektedir. Bu diploid hiicre mayoz I’e girmekte ve haploid oositi
olusturarak zigot meydana getirmek icin haploid spermatozoon ile fertilize
olabilmektedir. Sigirlarda dogumdan kisa siire 6nce oositler ilk mayotik boliinmenin
Profaz asamasinda durmakta ve ovulasyon oncesinde gonadotropin dalgasi ile mayoz

yeniden baslamaktadir (Sekil 1.1) (Bilodeau-Goeseels, 2012; Moussa ve ark., 2015).

Oositin ylizey alan1 ve hacim orani diisiik olup diger hiicrelere gore daha biiyiik
bir yapidadir. Etrafi zona pellusida (ZP) ile sarilidir ve granuloza hiicrelerinin birkag
katmani kumulus oosit kompleksi (KOK) ni olusturur. Corona radiata hiicreleri oositin
yakininda yer alir, ZP’ye penetre olur ve sitoplazma igerisine uzantilar gondererek
oosit membraninda bombeli bir siskinlik (bulbus) ile son bulur. Bu islev ve gap
Jjunction’larm varligi, oositin biiylime evresinde kumulus hiicreleri ve oosit arasindaki
metabolik igbirliginde olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 1.2) (Van Soom ve ark.,
2002; Massip, 2003). Kumulus hiicrelerinin gérevlerinden biri de, ¢esitli metabolit ve
beslenme faktorlerinin oositin icerisine yonlendirerek germinal vezikiil par¢alanmasi

(GVBD)’a yardimci olmaktir (Lonergan ve Fair, 2016).
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Sekil 1.1. Oogenezisin adimlari. 2N, diploid; N, haploid; PB1, birinci kutup cisimcigi; PB2, ikinci
kutup cisimcigi; PN, proniikleus (Senger, 2005a).
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Sekil 1.2. Sigir oositi (Kaymaz, 2012).

Memelilerde neonatal donemde, ovaryumlarda binlerce primordiyal folikiil bir
havuz olusturmakta ve her giin yeni bir folikiil primer folikiil gelisimi i¢in bu havuzdan
ayrilmaktadir. Bu havuzdaki primordiyal folikiillerin c¢ok azi ovulasyonu ve
fertilizasyonunu saglayabilmek icin preovulatér folikiil haline gelebilirler. Bir
primordiyal folikiil icerisindeki oositin etrafi tek sira diiz granuloza hiicreleri ile sarili
olup, mayoz I’in profaz agamasinda (heniiz olgun degil) beklemektedir (Eppig ve ark.,

1996).

Primordiyal folikiillerin aktivasyonu ya da biiyiimesi, granuloza hiicrelerinin
farklilasmasi ve proliferasyonu esliginde, primer folikiile gecisleri ile olmaktadir.
Primer folikiillerde granuloza hiicreleri diizden kiibik hale gecer ve hiicre sayis1 artar.
Bir sonraki biiyiime agsamasinda oosit hacim genislemesine ugrar ve oosit ile granuloza
hiicreleri arasinda ZP meydana gelir (Aerts ve Bols, 2010). Sekonder folikiiller iki ya
da daha fazla sira granuloza hiicreleri ve ZP’nin kii¢iik pargalar ile karakterize olup
bu evrede oosit ile granuloza hiicreleri arasinda gap junction ’lar meydana gelir (Fair,
2003; Stroebech ve ark., 2015). Tersiyer folikiiller ise ici s1vi dolu antrum/bosluk
iceren kiiciik ve biiyiik antral folikiiller ad1 verilen daha alt gruplara ayrilmakta ve
olgun antral folikiiller “Graaf folikiili” olarak adlandirilmaktadir (Aerts ve Bols,
2010). Kiiciik tersiyer folikiillerde ZP’nin etrafi ¢ok sayida granuloza hiicreleri ile

sartlidir. Ayn1 zamanda kumulus ooforus olusurken gap junction’lar orta seviyeye



ulagir. Erken tersiyer folikiil ¢ap1 yaklasik 1 mm iken, tersiyer folikiiliin ¢ap1 ise 3 mm
kadardir ve igerisindeki oosit 80-110 um captadir. Biiyiik tersiyer folikiildeki oosit ise
110 um’den biiytktiir (Hyttel, 2011; Stroebech ve ark., 2015).

Sigir oositlerinde mayoz, gebeligin yaklasik 82. giiniinde baslamaktadir
(Bilodeau-Goeseels, 2012). Primordiyal folikiillerden preovulator folikiil gelisimi
tahmini olarak 180 giin ve sekonder folikiilden tersiyer folikiil gelisimi de yaklasik 30
giin siirmektedir (Lussier ve ark., 1987; Aerts ve Bols, 2010; Fair, 2010). Ineklerde
antral folikiiliin gelisimi i¢in ortalama 42 giine ihtiyag¢ vardir ya da bu siire iki 6strus
periyoduna karsilik gelmektedir. Bu nedenle folikiil gelisim siiresinin biiyiik

cogunlugu pre-antral evrede gegmektedir (Aerts ve Bols, 2010).

Folikiiler gelisimin her evresinde biiylime faktorlerinin olduk¢a onemli yer
tuttugu bilinmektedir. Insulin-benzeri biiyiime faktorleri (IGF), fibroblast biiyiime
faktorii (FGF), epidermal biiylime faktorii (EGF) ve bliylime faktori (GH) gibi
transforming growth factor-beta (TGF-B) ailesinin iiyeleri preantral folikiillerin
gelisiminde oldukca 6nemli rol oynarlar ve aktivasyonlari ile oositin yetkinligini ve
maturasyonunu uyarirlar. Bu faktorler, kinaz aktivitesi ile iligkili trans-membran
reseptorleriyle etkilesime girerler. Oosit tarafindan salgilanan faktorler (OSF) ile
oositin kendi ortamini diizenleyebilmesine olanak saglayan parakrin/otokrin
halkalarda gorev alirlar (Fair, 2010; Ménézo ve Elder, 2011). Ayrica bu faktorlerden
biri olan IGF, gonadotropin aktivitesi {izerine sinerjik bir etkiye sahiptir (Armstrong

ve ark., 2000).

Oosit tarafindan salgilanan faktorler; TGF-8 ailesinin tiyelerinden olan biiylime
farklilasma faktori-9 (GDF-9), kemik morfogenetik proteini-6 (BMP-6) ve 15 (BMP-
15)’ten olusmaktadir (Ménézo ve Elder, 2011; Moussa ve ark., 2015). BMP-15;
granuloza hiicrelerinin steriyogenezisini, kumulus metabolizmasiyla ilgili olan
genlerin ekspresyonunu ve ekspansiyonun kontroliinii ve oosit gelisim yeteneginin
artilirillmasini  saglar. BMP-15 knockout fareler, subfertil olup ovulasyon ve
fertilizasyon oranlarinda diigme vardir. BMP-6 ve BMP-15’ten gelen parakrin

sinyaller ile KOK’larin kiiltiirleri sirasinda ortaya ¢ikan apoptozis engellenmektedir.



Yapilan ¢alismalarda, folikiiler siv1 (FF)’da, GDF-9 ve BMP-15 diizeylerinin yiiksek
olmasinin oosit olgunlasmasi ve embriyo kalitesi ile 6nemli derecede iliskili oldugu
gosterilmistir (Tsafriri ve Dekel, 2011; Moussa ve ark., 2015). Ayn1 zamanda oosit
tarafindan {retilen basic fibroblast growth factor (bFGF) primordiyal folikiil
biiyiimesini uyarmaktadir (Nilsson ve ark., 2001). Yapilan in vitro ¢alismalarda, GDF-
9 ve BMP-15'in oositlerde olgunlasmay1 tesvik eden faktor (Maturation promoting
factor) (MPF) ve mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) aktivitelerini uyarabilecegini
ve oosit kalitesini ve gelisim potansiyelini artirabilecegi gosterilmistir (Moussa ve

ark., 2015).

Gonadotropinlerin preovulator dalgasi ile; mayozisin devam etmesi, ovulator
degisikliklerin gergceklesmesi (luteinizasyon, kumulus ekspansiyonu ve folikiil
duvarimin rupturu) ve fertile olabilme yetenegi kazanan ovumun salinimi (ovulasyon)
tetiklenmektedir. Sigirlarda preovulator liteinlestirici hormon (LH) artisi; vaskiiler
degisikliklere, bazal membranin yirtilmasina ve folikiil duvarinin rupturuna sebep
olur. Bu duruma, granuloza ve teka hiicreleri, kumulus hiicre ekspansiyonu ve
luteolizis ile cevap verirken, oosit ise mayozu yeniden baslatir. Sonug olarak LH nin
hem oositte hem de folikiil i¢inde etki gdsterebilmesi icin ikincil habercilere; siklik
adenozin 3°,5° monofosfat (cAMP) ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca)’a ihtiyact vardir
(Tsafriri ve Dekel, 2011; Adams ve Singh, 2015). Siklik guanozin 3°,5’ monofosfat
(cGMP) ve cAMP oositteki mayozun tekrar baslatilmasinda birincil baskilayicilardir.
Granuloza hiicrelerinde tliretilen cGMP nin oosite gap junction’lar araciligi ile girerek
cAMP fosfodiesteraz 3A (PDE3A) diizeyini disiik tuttugu diisiiniilmektedir.
PDE3A’nin diisiik konsantrasyonu, oosit i¢i cCAMP seviyesinin yiiksek kalmasina
sebep olur. Bu da cAMP-bagimli protein kinaz A’nin uyarilmasi ile MPF aktivitesini
baskilayarak oositi mayozda tutar. Preovulatdr LH dalgasi, granuloza hiicrelerinden
cGMP {iretimini azaltir ve PDE3A’nin oosite girisinin artmasiyla cAMP seviyesini
azaltir. MPF mitoz ve mayoz hiicre dongiisiinii kontrol eder ve etkili hale gecmesi ile
mayoz kaldig1 yerden devam eder. Bunlara ek olarak, sitoplazma diizeyinde bazi
degisiklikler meydana gelmektedir (Norris ve ark., 2009; Vaccari ve ark., 2009;
Bilodeau-Goeseels, 2012; Absalon-Medina ve ark.; 2014; Adams ve Singh, 2015;

Lonergan ve Fair, 2016).



Oositin, basarili bir fertilizasyondan 6nce mayozu sitoplazmik maturasyon ile
birlikte slirdiirmesi ve tamamlamasi gerekmektedir. Oositin mayozu siirdiirme ve
tamamlama yetenegi folikiiler ve oosit biiylimesi sirasinda niikleer ve sitoplazmik

degisikliklerle birlikte asamali olarak ilerlemektedir (Moussa ve ark., 2015).

1.1.1.1. Germinal Vezikiiliin Parcalanmasi ve Niikleer Maturasyon

Oosit ile granuloza hiicreleri arasindaki baglantinin bozulmasi, niikleer maturasyonun
kendiliginden gerceklesmesine neden olur. Ancak bu durumda oosit olgun olmak

yerine dejenere olmus gibi goriinmektedir (Ménézo ve Elder, 2011).

Profaz I evresinde beklemekte olan oosit, mayozu tekrar devam ettirdiginde
cekirdegi tekrar goriiniir hale gelir ve bu germinal vezikiil (GV) olarak adlandirilir.
Daha sonra germinal vezikiiliin parcalanmasi (GVBD) gerceklestiginde, diakineziz
faz1 olarak da adlandirilan donem, ¢ekirdek sitoplazma ile temas ettikten sonra hizlica
kaybolur. Kromozomlar kompakt formda yogunlasarak tetravalent olarak goriiliir ve
ribo niikleik asit (RNA) sentezi durur (Gordon, 1994; Gordon, 2003a; El-Raey ve
Nagai, 2014).

Metafaz-I"de cift diploid yapida olan kromozom, sitoplazmada serbest kalir ve
1g iplikleri ile ekvatorda dizilir. Sonrasinda oositler kisa bir anafaz I evresine gecerler
ve kromozomlar kutuplara go¢ eder. Telofaz-I’de kutuplarda bulunan kromozomlar
niikleer zar ile sarilarak birinci kutup cisimcigi (PB) olusur ve bu perivitellin bosluga
atilir. Oosit bu donemde ikincil oosit olarak adlandirilir ve kromozomlar tekrar ig
formuna geri donerler. Mayoz II basladiginda oosit metafaz II’ye ilerler ancak
spermatozoon penetrasyonu meydana gelmeden mayoz Il tamamlanamaz, diger bir
deyis ile oosit aktivite olmadan ger¢eklesmez. Oosit, metafaz-11’de ikinci kez duraklar
ve niikleer maturasyon i¢in kismen yetkin hale gelir (Gordon, 1994; Eppig ve ark.,
1996; Gordon, 2003a; El-Raey ve Nagai, 2014). Metafaz-II olustugunda ise artik
ayrisma tamamlanmistir. Bu asamada her bir disi hiicre i¢erisinde baslangicin yarisi

kadar kromatin bulunur. Oosit fertilizasyona kadar metafaz-II’de tutulur. Basarili bir



fertilizasyon sonrasi mayozis tamamlanir ve ikinci PB olusur (Sekil 1.3) (El-Raey ve

Nagai, 2014).
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Sekil 1.3. Oosit maturasyonu ve fertilizasyonu (Anonim 1).

Niikleer maturasyon; mayozun yeniden baslamasi ile germinal vezikiil
asamasindan Metafaz-II plaginin sekillenmesine kadar gegen siireci kapsamaktadir
(Kaymaz, 2012). Niikleer degisiklikler, kromatin yogunlagmasi, niikleer diizenegin
sartlmas1 ve hiicre iskeleti organizasyonu icerirken (Jones, 2004), sitoplazmik
degisiklikler ise organellerin modifikasyonu ve yer degistirmesi, fonksiyonel Ca"
salinim mekanizmasmin olusumu ve oositteki maternal mRNA’larin iiretimi ve
birikmesi olaylarini kapsamaktadir. Bu olaylar da, maturasyon ve basarili bir
implantasyon i¢in oositin gelisimde kritik rol oynamaktadir (Albertini ve ark., 2003;

Moussa ve ark., 2015).

1.1.1.2. Sitoplazmik Maturasyon

Sitoplazmik maturasyon; oositin fertilizasyon, aktivasyon ve implantasyon
oncesi embriyo gelisimi i¢in hazirlanmasi asamalarini icermektedir (Eppig ve ark,
1996). Sitoplazmik maturasyon genellikle ii¢ silireg altinda incelenir. Bunlar;
organellerin  yeniden dagilimi, hiicre iskelet dinamikleri ve molekiiler
maturasyonudur. Mitokondriler endoplazmik retikuluma yaklasir; lipit damlalar1 ve
vezikiilleri kiigiilerek sayilar1 azalir ve merkezden perifere yonelirler. Bu da olgun bir
oositin normal fertilizasyon, boliinme ve blastosist gelisim yetenegini indirekt veya
dolayli olarak degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir. Sitoplazmik maturasyonun
tamamlanamamasi, fertilizasyon, embriyonik genom aktivasyonu ya da implantasyon

sonrast gelisimi engelleyebilmektedir. Sitoplazmik maturasyonun belirlenmesinde,



perivitellin boslugun artisi, birinci PB’nin atilmasi ve kumulus hiicre ekspansiyonunun

goriilmesi kanit olabilmektedir (Macun, 2004; El-Raey ve Nagai, 2014).

1.1.2. Fertilizasyon

Spermatozoon basarili bir sekilde oositi dolleyebilme yetenegini kazanmasi igin, disi
reprodiiktif kanalinda bir dizi fizyolojik degisiklige ugramak zorundadir. Bunlar;
kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonudur. Kapasitasyon,
spermatozoonun oositi dolleyebilme yetenegini kazanmasi; akrozom reaksiyonu ise,
oositin ZP’sini gecebilmek icin spermatozoonun bas kisiminda gelisen reaksiyondur.
Kapasitasyon ve hiperaktivasyon oosite ulagmadan 6nce meydana gelirken, akrozom
reaksiyonu spermatozoonun kumulus hiicreleri ve ZP’ye temas etmesiyle baslar

(Kaymaz, 2012; Machaty ve ark., 2012).

Kapasitasyon sirasinda, epididimis ve seminal plazma bagli proteinler
spermatozoonun yiizeyinden c¢ikarak fertilizasyon icin gerekli olaylarin meydana
gelmesini saglar. Oviduktta bulunan proteoglikan ve glikozaminler kapasitasyonda
gorev almaktadir. Normal kosullarda spermatozoon, diisiik bikarbonat ortam olan
epididimisten, yliksek bikarbonat ortama sahip olan ovidukta dogru go¢ etmektedir.
Seminolipid, plazma zarinin dis yapraginda bulunan spermatozoonlara 6zgii olan bir
glikolipittir ve normalde akrozom reaksiyonunu Onlemektedir. Seminolipidin yer
degistirmesi, zar yapisini bozar ve fiizojenik hale getirir, bu da spermatozoonun oositin
ZP’sine temasi sonrasinda akrozom reaksiyonunu kolaylastirmaktadir (Machaty ve
ark., 2012). Akrozom reaksiyonu spermatozoonun basindaki akrozomal igerigin
dagilmasina olanak saglayarak, ZP’ye tutunmasini saglar. Akrozomal enzimler, erkek
gametin oositin plazma membranina erisebilmesi i¢in spermatozoanin zona matrisinde
dar bir yarik agmasini saglar ve fertilizasyonu tetikler. ZP’ nin glikoprotein bileseni
(ZP3) hem boga spermini tanima bdlgesi olarak hem de fizyolojik bir tetikleyici olarak
etki ederek, akrozom reaksiyonunu tesvik etmektedir. ZP3 ve spermatozoonun
etkilesimi sonucunda sitoplazmik alkalizasyon ve hiicre dist Ca™ nin akisi ikincil

habercileri meydana getirir. Ca™* iyonlari, reaksiyonun meydana gelmesinde oldukga
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onemlidir. Sitozolik Ca™, ATP-bagimli Ca™ pompasi tarafindan aktif olarak
akrozomun igerisine transfer edilir. Biriken Ca+2, inositol-1, 4, 4-trifosfat (IP3)
kalsiyum kanallar1 ile akrozomdan salinir. Kapasitasyon sirasinda hiicre i¢i Ca
pompasinin aktif olduguna inanilir ve bu kanalin kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonlari sirasinda hiicre i¢i Caiyonlariin diizenlenmesinde rolii olabilir (Gordon,
2003b). Sonug olarak spermatozoonun oositin igerisine girmesiyle Ca”" salmimi
uyarilir bu da oosit aktivasyonuna, proniikleus olusumuna sebep olmaktadir (Sekil 1.4)

(Suttirojpattana ve ark., 2016).

Sekil 1.4. Erkek ve disi proniikleusu (Singami) (Kaymaz, 2012).

1.1.3. implantasyon Oncesi Embriyo Gelisimi

Embriyonik gelisim sirasinda blastomerler boliinme asamasina girerler. Fertilizasyon
sonrasinda ovum 2 hiicreli embriyo devaminda da 4, 8, 16 (2") seklinde béliinmeye
devam eder. Blastomerler boliinmeye devam ettikge sinirlari belirsizlesmeye baglar ve
iizim tanesi goriiniimiinde olurlar. Bolinmenin bu asamasi “morula” olarak
adlandirilmaktadir. Bu evrede, blastomerlerin birbirleri ile olan baglantis1 gevsektir ve
ZP c¢ikarildiginda kolayca dagilirlar. Embriyonun gelisimi devam ettikce yaklasik
olarak 32 hiicreli evrede hiicreler kompaklagmaya baglar ve “kompakt morula” adini
alir. Boylece trofoblast olusumunun 6n sarti gerceklesmis olur. Blastulasyon
gerceklestiginde embriyo “blastosist” asamasindadir ve i¢ hiicre kiimesi-ICM ve
trofektoderm-TE olarak iki farkli hiicre grubunu igermektedir. ICM, fetiisiin ve

plasentanin bir kisminin gelismesini saglarken TE, plasentay1 ve ekstra embriyonik
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membranlar1 olusturur. Blastosist asamasi; hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve 6limi
stireglerini igerir. Blastosist kavitesi igerisinde bulunan sivinin (blastos6l) olusumu
icin farklilagmig polarize epitel hiicreleri ile su tasinmaktadir. Bu sivi trofoblast
hiicreleri ile g¢evrilidir ve embriyonun “hatching” ’inden 6nce ZP’nin incelmesine
yardimci olur. Blastosistin ekspansiyonu, TE’nin bazolateral membraninda bulunan
Na’ - K" - adenozin trifosfataz (ATPaz) aktivitesi tarafindan diizenlenen etkin bir
stiregtir (Gordon, 2003c¢; Jahnke ve ark., 2015). Zona pellusidanin rupturu sonrasinda
embriyo ZP’den disar1 ¢ikarken “hatching” ve tamamen ¢iktiktan sonra “hatched”
olarak adlandirilir. Fertilizasyon sonrasinda ineklerde morulaya kadar olan donem
ovidukta gergeklesirken, morula asamasinda uterusa inmek iizeredir ya da inmistir.
Zigot fertilizasyon sonrasinda 2 hiicreli hale 24 saatte, 4 hiicreli 36 saatte ve 8 hiicreli
hale 72 saatte ulasmaktadir. Embriyonun diger gelisim asamalar1 ise morula 4-7.,
blastosist 7-12. ve hatching 9-11. giinlerde meydana gelmektedir (Sekil 1.5) (Kaymaz,
2012; Senger, 2005b).

4 hiicreli

8 hiicreli

Erken

Hatching blastosist

blastosist

Hatched
blastosist

Sekil 1.5. implantasyon &ncesi embriyo gelisim asamalar1 (Senger, 2005b).

12



1.1.3.1. Embriyolarin Gelisimlerinin ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

Elde edilen embriyolar, Uluslararast Embriyo Teknolojisi Toplulugu (IETS)
tarafindan belirlenen, embriyonik gelisim asamalar1 ve kalitelerine gore
gruplandirilmaktadir (Jahnke ve ark., 2015). Gelisim asamalar1 1’den 9’a kadar;
fertilize olmamuis, 2-12 hiicreli, erken morula, morula, erken blastosist, blastosist,
ekspanded blastosist, hatched blastosist ve ekspanded hatched blastosist olarak
siiflandirilmaktadir. Kalite kodlaria gore; kod 1, ¢ok iyi-giizel; kod 2, iyi; kod 3,
sagliksiz; kod 4, dlii-dejenere’dir (Cizelge 1.1) (Wright, 2010).

Cizelge 1.1.a IETS’ye gdre embriyolarin gelisim asamas1 (Wright, 2010).

No Gelisim Agamasi

—_—

Fertilize olmamis
2-12 hiicreli

Erken Morula
Morula

Erken Blastosist
Blastosist
Ekspanded Blastosist
Hatched Blastosist

Ekspanded Hatched
Blastosist

O 0 9 O »n B W

Cizelge 1.1.b IETS’ye gore embriyolarin kalitesi (Wright, 2010).

Kod Kalite

Kod 1 Cok 1yi-giizel
Kod 2 fyi

Kod 3 Sagliksiz
Kod 4 Olii-dejenere
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Cok 1yi ya da giizel kalite koduna sahip olan embriyolar; boyut, renk ve
yogunluk bakimindan ayni olan blastomerleri i¢erir ve embriyo simetrik ve kiiresel bir
sekle sahiptir. Hiicrelerin en az %85°1 saglam, canli ve yapiskan bir yapida olmali ve
ZP piiriizsiiz ve kiire seklinde olmalidir. Bu embriyolar ile embriyo transferi yapilabilir
ya da dondurulabilir. lyi kalite kodlu embriyolar; embriyonik hiicrelerde boyut, renk
ve yogunluk bakimindan orta derecede diizensizlige sahip olmali ve hiicrelerin en az
%350’s1 bozulmamis, canli ve yapiskan olmalidir. Ayrica blastomerlerin igerisindeki az
sayida vakuoller kod 2 oldugunu kanitlamaktadir ve bu grup embriyolar ET ya da
dondurma yapilabilir. Sagliksiz (kod 3) grubuna dahil edilen embriyolarda;
embriyonik kiitle bigiminde veya tek tek hiicrelerin boyut, renk ve yogunlugunda
biiytik diizensizlikler bulunur. Blastomerlerin icerisinde biiyiik sayida vakuoller yer
alir ve embriyonik hiicrelerin ancak %25°1 sagliklidir. Bu kalitedeki embriyolar bir
siire kiiltiire edildikten sonra transfer edilebilir veya dondurulabilir. Olii ya da dejenere
(kod 4) olan embriyolar ise ne transfer edilebilir ne de dondurulabilir dzelliktedir. Olii
olanlar asir1 derecede koyu sitoplazmaya sahiptir ve hiicre membranlar1 saglam

degildir (Sekil 1.6 ve 1.7) (Wright, 2010; Kaymaz 2012; Jahnke ve ark., 2015).

Siklus giinii: 7.5 Siklus gtinii: 7.5 Siklus gtinii: 7.5
Asama kodu: 6 Asama kodu: 6 Asama kodu: 7
Kalite kodu: 1 Kalite kodu: 2 Kalite kodu: 1

Sekil 1.6. IETS’ye gore embriyo siniflandirilmasi (Wright, 2010).
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Sekil 1.7. IVP sigir blastosist ve ekspanded blastosistler A. Erken Blastosist B. Blastosist C.
Ekspanded Blastosist (Olympus IX73, Japan) (Ankara Universitesi, Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dal1. Onur, 2016).

1.2. in Vitro Embriyo Uretimi

Mezbahadan toplanan oositlerden elde edilen embriyonun tastyici bir inege transfer
edilmesiyle sigirlarda ilk basarili embriyo transferi, cerrahi metot kullanilarak 1951
yilinda Willet ve ark. tarafindan yapilmistir (Kanagawa ve ark., 1995; Hasler, 2003;
Kaymaz, 2012). Embriyo transferi igin gelistirilen bu cerrahi metoda alternatif olarak,
Japon bilim adami1 Suggie, 1964 yilinda cerrahi olmayan, Servikal By-pass metodunu,
gelistirilmistir. Suggie ile ayni donemde Mutter ve ark., trans-servikal yontemi
gelistirmesiyle 1970’lerin ortalarina dogru bu yontem ticari olarak uygulanabilir hale
gelmigtir (Kanagawa ve ark., 1995; Betteridge 2003; Kaymaz 2012). Wilmut ve
Rowson 1973 yilinda, dimetil siilfoksit (DMSO) ile embriyoyu dondurmus, Hare
1976°da, Mitchell karyotiplendirme yontemini kullanarak embriyoda cinsiyet tayinini
gergeklestirmistir. Bilton ve Moore (1979), kriyoprotektan olarak gliserolu kullanarak
embriyolari dondurmus ve embriyo splitting yonteminin gelistirilmesiyle de Willadsen
ve ark. 1981 yilinda embriyoyu ikiye keserek identik ikizler elde etmislerdir. Renard
ve ark. 1982°de, embriyoyu payet i¢erisinde dondurmustur (Kaymaz, 2012). Kesilerek
maniiple edilen embriyolarin dondurulmasini Lehn-Jensen ve ark. gergeklestirirken,

Hanada 1985 yilinda mezbaha materyali kullanarak oositlerde ilk olarak IVF’i
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yapmistir. Massip ve ark. (1987), vitrifikasyon adi verilen yontemi gelistirmis ve
Prather ve ark., bir adim daha ileri giderek ilk niikleer transferi gerceklestirmistir
(Kanagawa ve ark., 1995; Betteridge, 2003; Kaymaz, 2012). En 6nemli gelisme ise,
Ian Wilmut ve Keith Campbell ve ark. (1996) taratindan, 6 yasindaki koyunun meme
hiicresini kullanilarak ilk kuzunun (Dolly) elde edilmesi olmustur. Bu ¢calisma somatik
hiicrelerden de klonlama yapilabilirligini gostererek klonlama tarihinde yeni bir

donem acilmasini saglamistir (Arat, 2002).

Ruminant embriyolarinin in vitro olarak iiretilmesi; oositlerin in vitro
maturasyonu, in vitro fertilizasyonu ve muhtemel zigotlarin in vitro kiiltiirii olmak
iizere lic adimda gerceklestirilir. Canli hayvanlardan ovum pick up yontemiyle veya
mezbahadan elde edilen ovaryumlardaki folikiillerden toplanan oositlerin Ostrus
siklusunun hangi evresinde oldugu bilinmemekte ve laboratuvar ortaminda
fertilizasyon Oncesi olgunlastirilmasi gerekmektedir. Bunlarin %90’1 in vitro
maturasyonda profaz I’den metafaz II’ye (in vivo olarak ovule olduklar1 evre)
ilerleyerek niikleer maturasyon ve sitoplazmik maturasyonu gergeklestiritler. In vitro
fertilizasyon adimi sonrasinda oositlerin yaklasik %801 fertilize olur ve bunlar in vitro
kiiltiire alinarak boliinmeye baslarlar (clevage donemi). Ancak bu oositlerin sadece
%30-%40’1 basarili bir sekilde blastosist evresine ulagsmaktadir. Sonrasinda istenilen
ozellikte olan embriyo/lar aliciya transfer edilir ya da gelecekte kullanilmak iizere

dondurulabilirler (Rizos ve ark., 2002).

1.2.1. In Vitro Maturasyon (IVM)

Mezbaha ovaryumlarindaki folikiillerden elde edilen oositler maturasyonun
GV asamasindadir. Bu evredeki oositin en onemli 6zelligi genetik materyalinin
cekirdek sinirlari igerisinde olmasidir (Massip, 2003). Sig1ir oositlerinin in vitro olarak
mayozisi siirdlirebilme ve tamamlama yetenegi oositin ¢apiyla ilgilidir; 110 um’den
daha kiiclik olan oositlerin, transkripsiyonel olarak aktif olsa da mayozisi devam
ettirme yetenekleri azdir (Gordon, 2003d). Graaf folikiillerinden elde edilen oositler

uygun kosullarda kiiltiire edildildiklerinde spontan olarak mayozisi tekrar devam
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ettirerek metafaz [I’ye ulasirlar (Hashimoto; 2009). Cizelge 1.2’de sigir oositlerinin in

vitro kiiltiir kosullar1 altinda her bir asamada gegirdikleri ortalama siireler verilmistir.

Cizelge 1.2 Sig1r oositlerinin herbir niikleer evrede gegirdikleri ortalama siire (0. saat in vitro
maturasyonun baglangicidir) (El-Raey ve Nagai, 2014).

Niikleer Evreler Zaman Aralig1 (saat)
Germinal Vezikiil 0-6.6

GVBD 6.6-8

Yogunlagsma 8-10.3

Metafaz- | 10.3-15.4

Anafaz- [ 15.4-16.6

Telofaz- 1 16.6-18

Metafaz- 11 18-24

Ovaryumlardan aspire edilen olgun olmayan si8ir oositleri in vitro maturasyon
solisyonuna alinmadan Once kalitelerine gore gruplara ayrilmaktadir. Oositler
biitiinliigli ve ultrayapisal morfolojilerine gore 4 gruba ayrilirlar. Kategorileri I-1I ve
IIT olan oositler, sirasiyla azalan derecelerde kumulus hiicre siralarina sahiptir ve
ooplazmalarimin goriiniimii agirlikli olarak homojendir. Kategori 4 (Grade 1V- D
Kalite) olan oositlerde ise ooplazma dejenere goriiniimiinde ve kumulus hiicreleri
kiimelenmis ya da oriimcek ag1 goriinlimiindedir. Kumulus hiicreleri, ZP’nin tamamini
kaplayan ya da ii¢ yada daha fazla katli olarak goriilenler kategori I (Grade I- A Kalite)
olarak degerlendirilirken, ZP’nin 1/3’linilinde fazlasini ya da 2 ya da daha az kath
olanlar ise kategori II (Grade II- B kalite) olarak degerlendirilir. Kategori III (Grade
III- C Kalite) ise Grade II’den daha az kumulus hiicresine sahiptir ya da hi¢ sahip
degildir (Sekil 1.8) (Brackett ve Zuelke, 1993; Kobayashi, 2007).
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A Kalite B Kalite

2y

C Kalite D Kalite

Sekil 1.8. in vitro maturasyon dncesinde oositlerin kalitelerine gére gruplandiriimast.
(Kobayashi, 2007).

Birgok laboratuvarda sigir oositlerinin in vitro maturasyonunda 30 yildan fazla
bir siiredir degismemis olan ve laboratuvarda hazirlanan basit bir oosit maturasyon
sistemi (defined media-igerigi tanimli olan) kullanilmaktadir. Kumulus oosit
kompleksi (KOK), kompleks bir kiiltiir soliisyonu olan, doku kiiltiir medyum 199 (M-
199)’a (bikarbonat ya da HEPES tamponlu); protein kaynagi (sigir serum albiimin-
BSA, fetal buzagi serumu-FCS), antibiyotik (penisilin, streptomisin, gentamisin),
gonadotropin (ya da gonadotropinsiz) (folikiil uyarici hormon- FSH, LH) ve/veya
biiylime faktorlerinin eklenmesi (FGF, IGF) ile mature edilmektedir (Gordon, 2003a;
Lonergan ve Fair, 2016). Bunlarin disinda, Ham’s F10a (Nutrient Mixture F-10 Ham),
SOF (Sentetik ovidukt s1visi), BO- in vitro maturayon soliisyonu (BO-IVM) gibi ticari
(undefined media-igerigi belli olmayan) bir¢ok stok soliisyonlar1 da kullanilmaktadir

(Suthar ve Shah, 2009; Kaymaz, 2012).

Oosit ve embriyo kalitesini artirmak amaciyla biyolojik aktif ajanlar (FSH ve
biiyiime faktorleri gibi) maturasyon soliisyonuna eklenebilmektedir (Machaty ve ark.,
2012). FSH ve LH, granuloza ve kumulus hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak
maturasyonu uyarir (Ménézo ve Elder, 2011). Ayrica FSH direk olarak KOK’larin

ekspansiyonu, niikleer ve sitoplazmik maturasyonu uyarmakta ve oositlerin gelisim
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yetenegini artirmaktadir (Caixeta ve ark., 2013; Wrenzycki ve Stinshoff, 2013).
Macun ve Kaymaz (2006)’1n yaptiklar1 bir ¢aligmada, in vitro oosit maturasyon
vasatina eklenen FSH ve insan menopozal gonadotropini (hMG)’nin oosit
maturasyonu tiizerindeki etkisi arastirilmis ve FSH kullanimimin hMG’ye gore daha

basarili sonug verdigi bildirilmistir.

In vitro embriyo elde etmek i¢in hazirlanan soliisyonlara serum ve BSA nin
eklenmesiyle; kolloidal ozmotik diizenleme ve pH’nin diizenlenmesi gibi avantajlar
saglanmaktadir (Hasler ve Barfield, 2015). Bikarbonatin soliisyona katilmasiyla da
CO, ve bikarbonat arasindaki denge nedeniyle pH’da dengelenmis olmaktadir. Birgok
laboratuvarda 1980’lerin sonundan beri s1g1r oostilerinin maturasyonu, ineklerin rektal
isisina (38-39.3°C) yakin oldugu igin, 38-39°C’de gergeklestirilmekte ve IVP
sollisyonlar1 %5 CO; igeren inkiibatorde tutulmaktadir (Gordon, 2003a; Hasler ve

Barfield, 2015).

Kumulus oosit kompleksi maturasyon igin, tizerleri mineral yag ya da parafin
ile kaplanmis olan petrideki damlalara grup halinde (oosit/5ul) yerlestirilmektedir
(Sekil 1.9 ve 1.10) (Imai ve ark., 2002a; Gordon, 2003a; Kaymaz, 2012; Wrenzycki
ve Stinshoff, 2013). Kumulus oosit kompleksinin mineral yag altindaki mikro
damlalara yerlestirilmesinin; suyun buharlasmasini en aza indirmek, mikrobiyal
kontaminasyondan koruma, sicaklik ve gaz degisiminin azaltilmasi ve kiiltiir sirasinda

rahat izleme olanag1 saglamasi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Gordon, 2003a).

Sekil 1.9. IVM damlalari igerisindeki KOK’lar (Olympus 1X73, Japan) (Ankara Universitesi,
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali. Onur, 2016).
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Sekil 1.10. IVM damlalar1 (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve
Teknoloji Laboratuvari, Onur, 2016).

Modifiye SOF ve M-199 maturasyon soliisyonlarina BSA (8 mg/ml) ya da
farkli miktarlarda serum (%2 ya da %10) eklenmesiyle yapilan bir c¢alismada,
blastosistlerin ekspansiyonu, M-199 ve %10 serum soliisyonu ile mature edilen
oositlerde diger soliisyonlara gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak embriyolarin
boliinme ve blastosist asamasina ulasma oranlarinda bir farklilik bulunamamistir. Bu
calisma ile oositlerin kiiltlir edildigi ortamin, in vitro tiretilen embriyo kalitesi lizerinde
Oonemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Russell ve ark., 2006). Nielsen ve
ark.’nin 2014 yilinda yaptiklari calismada ise oositler M-199 ve BO-IVM soliisyonlari
ile ayr1 ayr1 mature edildikten sonra SOF ve BO-in vitro kiiltiir soliisyonlar1 (BO-IVC)
ile embriyo kiiltiirii yapilmigtir. Blastosist oranlari; BO-IVM ve BO-IVC kiiltiirlerinde
%37, M-199 ve BO-IVC’de %33, BO-IVM ve SOF’ta %26, son olarak da M-199 ve
SOF’ta %28 olarak belirlenirken, her bir grubun sonucu birbirlerinden anlamli

derecede farkli bulunmustur.

1.2.2. in Vitro Fertilizasyon (IVF)

In vitro fertilizasyon, laboratuvar kosullar1 altinda erkek ve disi gametlerin zigot
meydana getirmesi amaciyla kapasite edilmis spermatozoonun olgun KOK’lar ile
birlikte inkiibe edilmesidir. En ideal spermatozoon konsantrasyonu, en diisiik seviyede
polispermi ile maksimum fertilizasyon saglamak i¢in 6n deneylerle her bir boga irkina
gore belirlenmektedir. Inkiibasyon siiresi, kullanilan IVF teknigine gére 6 ile 20 saat

arasinda degismektedir. Bu siirecte spermatozoon, oositleri ¢evreleyen kumulus hiicre
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katmanlarin1 gecip ZP’ye baglanarak akrozom reaksiyonu gergeklestirir ve ZP’ye
penetre olur. Spermatozoonun oositin plazma membranina baglanip kaynagmasini
takiben, oosit aktivasyonu ve erkek ve disi proniikleusunun olusumu saglanmaktadir

(Machaty ve ark., 2012).

Sigir IVF’inde her zaman donmus spermatozoon kullanilmaktadir.
Spermatozoonun fertilizasyon i¢in hazirlanmasinda, 1iyi kalite ve motil
spermatozoonun ayrilmasi amactyla Swim-up ya da Percoll Gradient teknikleri gibi
migrasyon ve gradient teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Galli ve ark., 2003;
Suthar ve Shah, 2009).

Migrasyon tekniklerinden biri olan Swim-up’ta, spermatozoon kendi hareketi
ile ilerlemektedir. Cozdiiriilen spermatozoon iizerine eklenen Tyrode’nin Albumin
Laktat Piruvat (TALP) soliisyonu gibi uygun soliisyonlarla, spermatozoonun 30-60 dk
stireyle %5 COy’li ortamda inkiibe edilmesi sonucu altta kalan spermatozoonlardan
motil olanlar soliisyonun iizerinde ylizmektedir. Density gradient santrifiij teknikleri
arasinda olan Percoll Gradient tekniginin prensibi ise spermatozoonlarin hareketlerine
gore farkli konsantrasyondaki sivilarin kesisim yerlerinde birikmeleri esasina
dayanmaktadir ve en fazla tercih edilen tekniktir. Percoll Gradient teknigi ile
maksimum motil spermatozoon elde edilebilir ve motil spermatozoonlar morfolojik
olarak 6lii olanlardan ve spermatozoon disindaki diger kalintilardan hizlica ayrilir. Bu
teknikte genellikle %45 ve %90 Percoll yogunlugu kullanilmaktadir. Hazirlanan
sollisyonlardan yogunlugu fazla olan (%90 Percoll) tiiplin dibine, yogunlugu az olan
ise (%45 Percoll) onun lizerine eklenerek en iiste de cozdiiriilen spermatozoon
eklenmektedir. Santriflij islemi 15-30 dakika yapilmakta ve motilitesi yiliksek olan
spermatozoonlar tiiplin dibine ¢okmektedir. Swim-up teknigi sonrasinda az sayida
hiicre elde edilmesi dezavantaj olustururken, Percoll Gradient tekniginin de
akrozomal membran hasarina yol agabilmesi ve endotoksin salinim riski bulunmasi
dezavantajidir. In vitro fertilizasyon islemi sirasinda sicaklik kapasitasyonun basaris
icin oldukca kritik bir faktordiir ve sigirlarda fertilizasyon prosediirleri 38,5°C’de
yapilmaktadir (Galli ve ark., 2003; Acar, 2008; Kaymaz, 2012; Hasler ve Barfield,
2015).
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In vitro fertilizasyon i¢in kullanilan soliisyonlar kapasitasyonu destekleyen ve
gelistiren nitelikte olmalidir. Spermatozoonlarin hazirlanmasinda genellikle TALP ya
da BO (Brackett ve Oliphant) soliisyonlar1 kullanilir. Bu soliisyonlara farkl
konsantrasyonlarda heparin eklenerek IVF basaris1 artirilmaktadir. Fertilizasyon
medyumuna eklenen bir glikozaminoglikan olan heparin, birincil kapasitasyon
ajanidir. In vitro soliisyonlara eklenen heparin spermatozoonun kapasitasyonu uyarma
konusunda, uterusta bulunan diger bilesenlerden daha etkilidir (Suthar ve Shah, 2009;
Hasler ve Barfield, 2015). Heparinin spermtozoon yiizeyinden seminal plazma
bilesenlerinin uzaklastirilmasina yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Bunu da
proteinlere baglanip fosfolipid ve kolesteroliin akisini uyararak yapmaktadir.
Fizyolojik kosullar altinda epididimiste diisiik bikarbonat konsantrasyonu varken
uterus bikarbonattan zengindir. Bu nedenle, temizlenen spermatozoon, yliksek
bikarbonat konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda inkiibe edilirler. Bu da kapasitasyon
ile yakindan iliskili olan protein kinaz A'ya bagimli protein fosforilasyon
basamaklarin1 uyarmaktadir. Diger kapasitasyon ajanlar1 ve gorevleri ise sunlardir;
kafein, bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir; bikarbonat, lipid yapisindaki protein kinaz A-
bagimli degisimlerini uyarir; adenozin, membran reseptorleri ile etkilesim halindedir
ve hiicre i¢i cAMP artigini1 saglar ve siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve nitrik oksit
gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) protein tirozin fosforilasyonunu iceren hiicre i¢i
mekanizmalar tetiklemek i¢cin membran hedeflerini aktive eder. Ayrica heparin ve
kafeinin kombinasyonu ya da kalsiyum iyonofor kullanimi da kapasitasyonun
uyarilmasinda etkili olabilmektedir (Machaty ve ark., 2012; Hasler ve Barfield, 2015;
Stroebech ve ark., 2015).

1.2.3. In Vitro Embriyo Kiiltiirii (IVC)

Si181ir embriyolarinin in vitro kiiltiirii (IVC), in vitro embriyo tiretiminin son adimidir
ve IVF’in tamamlanmasinin ardindan zona pellusidaya bagli olan kumulus hiicreleri
ZP’den ayrilarak in vitro kiiltiir sollisyonlarina alinirlar. Bir hiicreli potansiyel zigotlar
blastosist asamasina kadar (embriyo transferi ya da dondurulacak siireye kadar)

yaklasik 6-7 giin siire kiiltiirde tutulmaktadir (Sekil 1.11 ve Sekil 1.12) (Machaty ve
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ark., 2012; Hasler ve Barfield, 2015). Embriyonun ilk boliinmesi, embriyonik genomik
aktivasyonun baglamasi ve blastosist kalitesi, embriyonun zamaninda gelisimi,
hatching olma (yariklanma, ZP’den ¢ikma) yetenekleri, toplam hiicre sayis1 gibi
parametreler kiiltlir kosullarindan etkilemektedir (Nedambale ve ark., 2006; Zullo ve
ark., 2016).

Sekil 1.11. a. In vitro maturasyon kiiltiiriiniin 48. saati b. 6 hiicreli embriyo (Olympus IX73, Japan)
(Ankara Universitesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali. Onur, 2016).
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Sekil 1.12. Embriyo kiiltiiriin 7. giiniinde elde edilen embriyolar. Dejenere olan ve fertilize
olmayanlar ok ile belirtilmistir. a. Blastosist b. Ekspanded blastosist ¢. Hatching (Olympus IX73,
Japan) (Ankara Universitesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali. Onur, 2016).

Sigirlarin in vitro embriyo tretiminde ticari (undefined media-igerigi belli
olmayan) stok solusyonu olarak ya da laboratuvarda hazirlanan soliisyonlar (defined
media-igerigi tanimli olan) uzun yillardir kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak; M-

199, G1.2/G2.2, TALP (Parrish ve ark., 1986), SOF, Charles Rosenkrans soliisyonu
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(CR1) (Rosenkrans ve ark., 1993), Potassium simplex optimization medium (KSOM),
KSOM-SOF ve BO-IVC (IVF-Bioscience) verilebilir (Nedambale ve ark., 2006;
Nielsen ve ark., 2014; Stroebech, ve ark., 2015). Charles Rosenkrans soliisyonu gibi
sollisyonlar basit bir bilesime sahiptir boylece diisiik maliyetle fazla miktarlarda
iretilmesi kolaylasir (Somfai ve ark., 2010). Asagida yer alan Cizelge 1.3’te sigir

embriyolarinin farkl kiiltlir ortamlarindaki blastosist oranlar1 yer almaktadir.

Cizelge 1.3. Farkli kiiltiir soliisyonlarinda IVF sonrasi sigir embriyolarinin blastosist oranlari
(Absalon-Medina ve ark., 2014).

Soliisyon Tipi Blastosist Orani (%) Referans
KSOM 37.1 Felmer ve ark., 2011
SOFaa 34.9 Sanches ve ark., 2012
CRlaa 36.1 Somfai ve ark., 2010
IVD101 37.1 Hoshi, 2003
21.7 Somfai ve ark., 2010
Gardner (G1/G2) 27.8 Sanches ve ark., 2012

Sigir embriyolarinin {iretiminde birgok laboratuvarda parafin yagi ya da
mineral yag ile kaplanan geleneksel mikro damlalar (5 pl/embriyo) kullanilmaktadir.
Bununla birlikte in vitro embriyo iiretiminde, mikro kuyucuklarda ortak bir kiiltiir
damlasi igerisindeki tekli embriyolarin kiiltliriiniin (Well of the Well-WOW) blastosist
asamasina ulasimini artirdigi bilinmektedir. IVC sistemlerinin bazilar1 %5 CO; iceren
inkiibatorde gerceklestirilirken, bazilar1 %5 CO,, %5 O, ve %90 N, atmosferde inkiibe
edilirler. Ancak embriyolarin {i¢ gazl sistemde daha iy1 gelistikleri bildirilmektedir
(Vajta ve ark., 2000; Vajta ve ark., 2008; Somfai ve ark., 2010; Hasler ve Barfield,
2015).

Yapilan bir ¢alismada, [VP sigir embriyolarinda farkli IVC soliisyonlarinin
(SOM, SOF, KSOM-SOF ve CR1) etkileri karsilastirilmistir. SOF ya da KSOM-SOF
solisyonlar1 ile kiiltiire edilen zigotlar daha fazla oranda blastosiste ulagmistir

(Nedambale ve ark., 2006). Sagirkaya ve ark.’nin 2006 yilinda yaptiklar1 baska bir
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calismada, amino asit eklenen KSOM, CR1 ve SOF (KSOMaa, CRlaa, SOFaa)
sollisyonlarinin in vitro embriyo kiiltiirii karsilagtirildiginda, boliinme oranlarinda bir
farklilik bulunmasa da blastosist asamasina ulasma orani SOF soliisyonunda daha
yliksek bulunmustur. Sato ve ark. (2016), in vitro elde edilen sigir embriyolarinda
ROS’larin sebep oldugu hiicre hasarini azaltmak amaciyla kiiltiire bir antioksidant olan
folik asit (FA) eklemislerdir. Dondurma ¢ézdiirme sonrasi FA eklenen grubun canlilik

orani daha ytiksek olmasina egilimli olsa da bu farklilik 6nemli bulunmamastir.

1.3. Sigir Embriyolarinin Dondurularak Saklanmasi

Diinya capinda hayvan yetistiriciliginin 1iyilestirilmesinde sigir embriyolarinin
dondurularak saklanmasi, sigir iiretiminin stirekliligini saglamak amaciyla yaygin bir
teknik haline gelmistir. Bunun yaninda embriyolarin dondurularak saklanmasiyla,
iiretilen embriyolarin farkli noktalara transferi bu konuda uluslararasi ticaretin de
onlinii acmustir. Genetik kaynaklarin korunmasi amaciyla da embriyolar farkli
yontemlerle dondurularak saklanabilmektedir. Embriyolarin dondurulmasinda,
geleneksel yavas dondurma ve vitrifikasyon olmak tizere iki temel yoOntem
kullanilmaktadir (Imai ve ark., 2002b; Kaymaz, 2012; Min ve ark., 2013; Inaba ve
ark., 2016). Her iki yontemde de sogutma hizi ve soliisyonlarda kullanilan

kriyoprotektan konsantrasyonlar1 birbirinden farklidir (Gupta ve ark., 2015).

Embriyolarin dondurularak saklanmasi, organizmayr o andaki haliyle
koruyarak, ¢ozdiiriildiiglinde gelisimine kaldig1 yerden devam etmesini saglamaktadir.
Boylece, genetik kaynaklar kontrol edilebilir ve gilivenli bir sekilde
saklanabilmektedir. Embriyolarin diisiik 1silarda korunmasiyla hiicresel respirasyon,
hiicre i¢i enzim aktivitesi, metabolizma, hiicre gelisimi ve boliinmesi gibi bir¢cok olay
neredeyse tamamen durmaktadir. Hiicrenin fizyolojik aktivitesinin belirgin bir sekilde
durdurulmasiyla, genetik bozukluklara neden olmadan ve yasam yetenegine hasar
vermeden ¢ok uzun siire koruma saglanabilmektedir. Embriyolarin, -196°C’de direkt

radyasyona maruz kalmalar1 disinda yiizlerce yil siireyle korunabilecegi diisiiniilse de
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ticari Uireticiler en fazla birkag yil siireli korumay: tavsiye etmektedir (Kaymaz, 2012;

Rodriquez-Martinez, 2012).

1.3.1. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektan maddeler (CPA), biyolojik bir hiicreyi donma hasarindan korumak ve
hiicrenin dehidrasyonunu saglamak amaciyla dondurma soliisyonuna eklenmektedir

(Kaymaz, 2012; Szeptycki ve Bentov, 2016).

Kriyoprotektanlarin {i¢ temel etkisi vardir; hiicre i¢i ve hiicre disinda artmais
olan ¢oziinmiis elektrolit yogunlugunun neden oldugu etkileri hafifletmek, sicaklik
baskisinda viskozitenin artmasmi saglamak (buz olusumunu yavaslatabilir veya
engelleyebilir) ve hiicre i¢i protein yapisini dengelemektir (Szeptycki ve Bentov,

2016).

Vitrifikasyon yonteminde birden fazla kriyoprotektan bileseni kullanilirken,
yavas dondurma yonteminde genelde sadece bir adet kriyoprotektan kullanilir.
Dondurma soliisyonlari, tampon soliisyon ile birlikte hazirlanmaktadir. Bunun icin
geleneksel olarak, “phosphate-buffered saline suplemented” (PBS) kullanilir. Pugh ve
ark. (1998) tarafindan, dondurma soliisyonuna protein eklenmesinin (BSA), dondurma
sonrast embriyo canlilig1 tiizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir. Dondurma
sollisyonlarinda kullanilan kriyoprotektanlar, hiicre icine penetre olabilen ve penetre

olmayan olarak iki grupta incelenebilmektedir (Gordon, 2003e; Bondioli, 2015).

1.3.1.1. Hiicre Icine Penetre Olabilen Kriyoprotektanlar

Hiicre icine penetre olabilen kriyoprotektanlar, hiicre membranini gecerek etki ederler.
Hiicre disinda kristalizasyona sebep olarak hiicrenin dehidrasyonunu saglarlar. Bu
kriyoprotektanlarin molekiil agirlig: diisiik olup, suyu taklit edebilen polar bir molekiil

yapilar1 vardir. Hiicre i¢i buz kristali olusumundan kaynaklanan hasar1 6nlemek icin
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kriyoprotektanin hiicre icerisine ge¢cmesi gerekmektedir. Bu CPA’lara; etilen glikol
(EG), gliserol (GL), dimetilsiilfoksit (DMSO), asetamid, propilen glikol (PG),
polietilen glikol (PEG), izopropil alkol, etonol 6rnek verilebilir. Sigir embriyolarinin
geleneksel yavas dondurma yontemi kullanilarak  dondurulmasinda, bu
kriyoprotektanlardan EG ya da GL siklikla kullanilmaktadir. Vitrifikasyonda ise, EG,
GL’nin yaninda DMSO, izopropil alkol, asetamid, PG de kullanilmaktadir (Kasai ve
Mukaida, 2004; Kaymaz, 2012; Bondioli, 2015; Szeptycki ve Bentov, 2016).

1.3.1.2. Hiicre Icine Penetre Olmayan Kriyoprotektanlar

Hiicre icine penetre olmayan kriyoprotektanlar, hiicre membranini gecemezler ve
etkilerini hiicre disinda gosterirler. Bu bilesenler dondurma soliisyonunun
ozmolaritesine etki ederek membran stabilizasyonunu saglarlar. Bunlar genellikle
sekerler; sukroz, laktoz, galaktoz, trehaloz, glikoz, rafinoz, sorbitol, fikol, dekstran
gibi farkli molekiil agirhigindaki sekerler, polimerler; polivinilprolidon (PVP) ve BSA,
FCS gibi proteinlerdir (Palasz ve Mapletoft, 1996; Kasai ve Mukaida, 2004; Kaymaz,
2012; Bondioli, 2015; Szeptycki ve Bentov, 2016). Bu kriyoprotektanlar 6zellikle
¢ozdiirme sonrasinda hiicre membranindan su gecisini kontrol etmek amaciyla
kullanilirlar. Bu kriyoprotektanlar vitrifikasyon yonteminde yavas dondurma

yontemine gore daha sik kullanilmaktadir (Bondioli, 2015).

1.3.2. Dondurma Yontemleri

1.3.2.1. Yavas Dondurma

Yavas dondurma, 6zellikle ticari olarak iiretilen sigir embriyolarinin dondurulmasinda
en fazla kullanilan yontemdir. Ciftlik kosullar1 altinda yavas dondurma yontemi ile
dondurulan embriyolarin ¢ézdiiriilmesi ve ¢ozdiirme sonrasi basarisinin nispeten daha

fazla olmas1 bu yontemin tercih sebebini artirmaktadir (Inaba ve ark., 2016).
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Polge ve ark. 1949 yilinda, yanhslikla gliseroliin kriyoprotektan 6zelligini
kesfetmeleriyle yavas dondurma yonteminin kapisi a¢ilmistir. Yavas dondurma
yontemi, diisiik konsantrasyonlu kriyoprotektan ile hiicreler arast buz kristali
olusturarak 1sinin yavasga diisiiriilmesi ve suyun hiicrelerden ¢ekilmesi prensibi ile
calismaktadir. Dondurma soliisyonlar1 hipertoniktir, hiicre ile temas ettikleri anda
hiicre biiziisiir sonrasinda ise kriyoprotektanlar hiicre icerisine girerken hiicre yavasca
normal boyutuna gelir. Yavas dondurma yonteminin en biiyiik avantaji kimyasal
toksisiteye ve ozmotik soka sebep olan CPA’larin diisiik konsantrasyonda kullaniliyor

olmasidir (Arav, 2014; Bondioli, 2015).

Yavag dondurma yonteminde programlanabilir bir dondurma cihazi
kullanilmaktadir. Bu cihaz ile dondurma sirasinda sicaklik, -5/-7°C’den -30/-35°C’ye
diisiiriilmektedir. Bu yontemde, CPA ile embriyolarin dengelenmesi oda sicakliginda
gerceklesmekte ve ortalama 10 dakika (dk) siirmektedir. Embriyolar payetlere
yerlestirilir ve dakikada 1-2°C diiserek -6/-7°C’ye daha 6nceden sogutulmus olan
programlanabilir dondurma cihazina alinir. Burada yaklasik iki dakika bekletildikten
sonra daha onceden sivi azot (LN,)’ta sogutulmus penset ya da pamuklu cubuk
yardimiyla buz kristali olusumu uyarilir buna “seeding” islemi denir. Bu sekilde
sogutulan payetlerde siiper-sogutma olusacak ve buz kristali olustugunda oldukca kisa
bir siirede sicaklik diisecektir. Seeding sonras1 dondurma soliisyonlar ile buz kristali
ve embriyo arasinda meydana gelen ozmotik dengeyi saglamak i¢in sicaklik birkac¢ dk
(13-15 dk) sabit tutulur. Hiicre i¢inde buz kristali olusturmadan hiicrelerden su
cekilmesine izin veren sogutma hizi, membran gegirgenligi ve hiicre boyutunun
birlesimi ile belirlenmektedir. Bu hiz sigirlarda moruladan blastosist evresine kadar
0.3-0.5°C’dir. Boylece sicaklik dk’da 0.3-0.5°C diistiriilerek -30/-35°C’de programin
tamamlanmasiyla payetler LN,’e alinarak, yavas dondurma protokolii tamamlanir
(Sekil 1.13) (Hasler, 2009; Bondioli, 2015; Takayama ve ark. 2016). Seeding adimi
embriyonun canliligi i¢in olduk¢a Onemlidir ve dikkatli uygulanmalidir (Massip,
2001). Yavas dondurma protokoliinde embriyolarin payetlere alinmasi1 Sekil 1.14°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.13. Yavag Dondurma Protokolii (Kaymaz, 2012).
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(3mm) (3mm)

Pamuk tikag
Sekil 1.14. Yavag dondurma protokoliinde embriyolarin payetlere alinmasi (Kaymaz, 2012).

Gupta ve ark. (2015) tarafindan, IVP elde edilen morula asamasindaki sigir
embriyolarinin, mevsime gore gelisimi ve yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri
ile dondurulup ¢d6zdiiriilmelerini takiben canliliklar1 karsilagtirilmistir.  Bunun
sonucunda s1g1ir morulalarinin dondurulmasinda yavas dondurma yonteminin (1.5M
gliserol + 5% (v/v) buzag1 serumu-CS ve Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline-D-PBS
sollisyonu) vitrifikasyondan daha az basarili oldugu ancak dondurma yontemi olarak
yavas dondurma kullanilacaksa mevsimsel olarak kis ve ilkbaharda daha fazla basari

elde edilebilecegi bildirilmistir.
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Takayama ve ark. (2016), IVP sigir embriyolarin1 yavas dondurma yontemi ile
dondurarak diisiik konsantrasyonda EG’nin embriyo canliligi iizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Farkli yogunluklarda EG kullanilarak ii¢ farkli dondurma soliisyonu
hazirlanmistir (1.2 ya da 1.5 EG + 0.1M sukroz + %20 FCS + D-PBS ve 1.4 G + 0.25
sukroz + %20 FCS + D-PBS). Bunun sonucunda soliisyonda kullanilan
kriyoprotektanin ¢esidi ya da konsantrasyonunun embriyo canliliginda etkisiz oldugu
ancak IVP embriyolarda kullanilan EG konsantrasyonunun azaltilabilecegi

belirtilmistir.

Imai ve ark.’nin 1997 yilinda yaptiklar ¢alismada, in vitro kiiltiir soliisyonuna
(CR1 ve %5 CS) farkli yogunluklarda eklenen linoleik asit alblimin (LAA)’nin,
dondurulan IVP sigir embriyolarinin tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bunun
sonucunda LAA’nin embriyolarin gelisim yetenekleri lizerinde herhangi bir etkisi
olmamasina ragmen yavas dondurma sonrasi canlilik oranlarinin arttig1 bildirilmistir.
Ancak Miyashita ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢alismada, in vitro elde edilen sigir
embriyolarimin kiiltiir soliisyonuna LAA ve L- karnitin eklendiginde, blastosist
asamasina ulasma yeteneklerinin arttig1 bildirilirken donma toleransi {izerindeki
etkileri dogrulanmamistir. Block ve ark. (2015) ise, maturasyon soliisyonuna eklenen
L- karnitin ve trans-10,cis-12 konjuge linoleik asit (CLA)’in, IVP si8ir blastosist ve
ekspanded blastosistlerinin gelisimi ve 1.5M etilen glikol ile dondurulma sonrasi
canliliklar tizerine etkisini arastirmistir. L-karnitinin ¢6zdiirme sonrasi re-expansiyon
ve hatching orani lizerinde etkisi bulunmazken, CLA’nin bu oranlar1 azalttig
belirtilmistir. Hem CLA hem de L-karnitin’nin ¢6zdiirme sonras1 viyabiliteye ya da

embriyo gelisimi lizerine yararh bir etkisi olmadigi bildirilmistir.

1.3.2.1.1. Direkt Transfer Yontemi ile Embriyolarin Dondurulmasi

Sigir embriyolarmin direkt transferinde EG, diisiik toksisiteye ve yiksek
permeabilitiye sahip olmas1 nedeniyle etkili bir kriyoprotektandir (Dochi ve ark.,
1995; Massip, 2001). EG’nin molekiiler agirhig1 diisiiktiir ve ¢ozdiiriilen embriyolar

izotonik ortama koyuldugunda EG, ozmotik dengeye ulasmak i¢in embriyolarin
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sismesine ya da rupturuna izin vermeden su kadar hizli hiicrelerden disar1 ¢ikmaktadir.
Bu yilizden uterusta herhangi bir ozmotik hasara neden olmadan embriyolar
cOzdiiriiliip direk olarak alicilara transfer edilebilmektedir. Bu sisteme de “direkt
transfer” ad1 verilir ve ET endiistirisinde geleneksel bir model haline gelmistir (Hasler,
2009). Voelkel ve Hu 1992 yilinda yaptiklar ¢calisma ile, sigir embriyolar i¢in 1.5M
konsantrasyonlu EG’nin etkili oldugu bildirilmistir. Direkt transfer ciftlik sartlari
altinda oldukga pratik bir yontemdir. Ciinkii kriyoprotektanin diliisyonu i¢in herhangi
bir laboratuvar gerecine gerek duyulmamakla birlikte kriyoprotektanlarin diliisyonlar
sirasinda olusma ihtimali olan biitiin hatalar1 ortadan kaldirir. In vivo sigir
embriyolarinda 1.8M etilen glikol kullanilarak yapilan direkt transferde izotonik
solisyon ile diliisyon yapilabilece§i ancak diliisyon sirasinda sicakligin oldukca

onemli bir faktor oldugu bildirilmistir (Dochi ve ark., 2000).

1.3.2.2. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon, embriyo dondurma yontemleri arasinda oldukega 1yi bilinen bir teknik
olup buz kristali olusturmadan “cam benzeri yap1” olusturularak suyun
katilagtirilmasidir. Yavas dondurma metoduna alternatif olarak gelistirilmistir. Yavas
dondurmaya gore daha ucuz, uygulama stiresinin oldukca kisa olmasi avantajlari iken,
kullanilan kriyoprotektanlarin yiiksek dozda olmasi embriyoda toksik etkiye sebep
olabilmektedir (Kaymaz, 2012; Min ve ark., 2013).

Vitrifikasyonda kullanilan kriyoprotektanin yogun olmasi buz kristali
olusumunu ¢ogunlukla engellemekte ve -196°C’ye kadar (>5000°C/dk) ultra hizh
sogutma ger¢eklestirilmektedir. Camlagma, viskozitenin asir1 artmasiyla sekillenirken
bu siire¢ bircok faktorle kolaylastirilir. Penetre olabilen ve penetre olmayan yiiksek
konsantrasyonlu kriyoprotektan soliisyonlar1 kullanilarak soguma artirilir, ¢ézdiirme
oranlar1 ve heterojen buz olusumunu engellemek i¢in hacim azaltilir. Soguma
sirasinda yliksek hidrostatik basing buz olusumunu engellemektedir. Hiicre, tehlikeli
sicaklik alanindan hizla gecerken (+24’ten -5°C’ye) hiicre hasar1 minimuma

indirilmektedir. Boylece dondurma ve ¢6zdiirme adimlari sirasinda kristalizasyondan
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kaginarak embriyo direkt olarak likit nitrojen igerisine birakilabilir (Vanderzwalmen

ve ark., 2002; Vajta, 2013; Wong ve ark., 2014; Gupta ve ark., 2015).

Embriyolarin vitrifikasyon soliisyonlarina maruz kalma siireleri kisadir.
Vitrifikasyon soliisyonlar1 hazirlanirken iki ya da daha fazla kriyoprotektan farklh
yogunluklarda kullanilir ve embriyo adim adim soliisyonlara maruz birakilarak
ekilibrasyon saglanir. Ornegin; birinci vitrifikasyon soliisyonu (VS1)na alinan
embriyonun burada pipet yardimiyla yikanarak dengelenmesi saglanir. Daha sonra
yogunlugu VS1’den daha fazla olan ikinci vitrifikasyon (VS2) soliisyonuna alinarak
vitrifiye edilirler. Boylece kriyoprotektanlarin embriyo tizerindeki toksik etkileri
azaltilabilmektektedir. DMSO, GL, EG ya da bunlarin karisimi vitrifikasyonda
kullanilan temel kriyoprotektanlardir. Sukroz gibi penetre olamayan bilesenlerin
soliisyona eklenmesiyle hiicre igerisindeki kriyoprotektan miktar1 azaldigi ig¢in
toksisite de azalmaktadir. Ayrica suyun hiicre i¢ine hizli hareket etmesi hiicrenin
sismesine sebep olur ve sukroz hiicrenin asir1 sismesini dnlemektedir. Vitrifikasyon
sollisyonlar1 hazirlanirken, iki ya da daha fazla penetre olabilen ve bir tane de penetre
olamayan kriyoprotektanlar birlikte kullanilabilir. Buna; %15-20 EG, %15-20 DMSO
ve 0.3—0.5 mol/L sucrose gibi ya da GESXB (Gliserol - Etilen Glikol - Sukroz - Xylose
- BSA)’den olusan kombinasyonlar 6rnek verilebilir (Kanagawa ve ark., 1995; Lane

ve ark., 1999; Massip, 2001; Prentice ve ark., 2011; Kaymaz, 2012; Bondioli, 2015).

Vitrifikasyon sirasinda hazirlanan kriyoprotektan konsantrasyonu yeterince
yliksek degil ya da embriyonun soliisyonlara maruz kalma siireleri az ya da fazla ise
hiicrede buz kristali olusabilmektedir (Kasai ve Mukaida, 2004). Ozdas ve ark.
(2012)’de yaptiklar1 ¢alismada in vitro elde edilen sigir embriyolarinin vitrifikasyon
yontemi kullanilarak dondurulmasi sirasinda embriyolarin kriyoprotektana maruz
kalma siireleri 15, 30, 60, 90 saniye ve gelisim oranlari sirasiyla %52,2; %45,3; %22,2;
%35 bulunmustur. Bunun sonucunda vitrifikasyon sirasinda hiicrelerin CPA’lara maruz
kalma siirelerin 6nemli oldugu belirtilmistir. Stinshoff ve ark., 2011 yilindaki
calismada geleneksel yavas dondurma ve vitrifikasyon protokollerini karsilastirilmis
ve SOF soliisyonu ile kiiltiire edilen embriyolarda vitrifikasyon metodunun daha

uygun olabilecegi bildirilmistir.
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1.3.2.3 Hizh Sogutma Sistemleri

Vitrifikasyon ya da yavas dondurma sirasinda meydana gelen buz kristali olusumu ve
¢Ozdiirme sonrasinda embriyolarin canlilik oranlarinin diisiik olmasi sebebiyle
vitrifikasyon metotlart modifiye edilerek “ultra hizli dondurma” saglayan tasiyici
sistemler olusturulmustur. Bunlar en az hacimde soliisyon tasiyarak (6rnegin <1 pl) 1s1
iletimini artirir ve bdylece hiicrenin ¢ok cabuk sogumasi saglanabilir. Ayrica bir
miktar soliisyon ile birlikte embriyonun sivi azot ile dogrudan temas etmesi saglanir.
Bu sistemler iki gruba ayrilabilirler; ylizey teknikleri ve boru teknikleri (Kasai ve
Mukaida, 2004; Inaba ve ark., 2011; Saragusty ve Arav, 2011; Min ve ark., 2013;
Arav, 2014; Wong ve ark., 2014). Boru teknikleri plastik payetlerden olugsmaktadir.
Bunlar; open-pulled straw (OPS), closed pulled straw, superfine open-pulled straw,
flexipet-denuding pipette, sealed pulled straw, CryoTip, Cryopette, pipette tip, high-
security vitrification device ve Rapid-i’dir. Yilzey teknikleri ise; Cryo-E, solid yiizey,
Hemi-straw, elektron mikroskop grid, nylon mesh, minimum drop size teknik, Cryotop,
Cryoloop, Cryoleaf, Vitri-Inga, direct cover vitrification, fiber plug, vitrifikasyon
spatula ve plastic blade’tir. Ylzey yonteminde; kullanilan damla miktar1 (0.1 pl)
ayarlanabilir ve sogutma orani yiiksektir. Bu sistemlerin yapisi agiktir ve ¢ozdiirme
sollisyonuna direk olarak maruz kaldiklar i¢in ¢6zdiirme oranlar1 yiiksektir. Boru
tekniginin ise kapali sistemler arasinda yiliksek sogutma oranini elde etme avantajina
sahip olmas1 onlar1 hem daha giivenli hem de daha kolay kullanilmalarimi saglar

(Prentice ve ark., 2011; Arav, 2014).

Herrera ve ark. (2010), OPS ve cryoloop teknikleri kullanilarak dondurulan
IVP embriyolarin ¢dzdiirme sonras1 re-ekspansiyon ve hatching oranlarini
karsilastirdiginda cryoloop tekniginin OPS ve 0.25 payet tekniklerinden daha etkili
oldugu ve embriyonun kriyotoleransinin da kullanilan teknikten etkilendigini
bildirmistir. Koyama ve ark. (2007), embriyolar cryoloop teknigi ile vitrifiye
edilmeden 6nce VSI soliisyonuna kisa (1 dk) ve uzun (5 dk) siireli maruz
birakilmalarini karsilastirmistir. C6zdiirme sonrasinda kisa ve uzun siire gruplarinda
embriyo canlilig1 sirasiyla %94 ve %94.1 olarak bulunmus boylece 6n dengeleme

sollisyonundaki stire uzunlugunun embriyolarin re-ekspansiyonunda etkili olmadigi ve
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8 hiicreli embriyolarda CPA’nin hiicreye penetrasyonun yetersiz olabilecegi

bildirilmistir.

Hipotermik (+4) ve kriyojenik (-196) sicakliklarda etkili olan birgok hiicre
depolama ortami, embriyonlarin giivenli depolanmasi ve tasinmasi i¢in 1940'lardan
beri gelistirilmistir. Bunlardan LN; kullanim1 iireme teknikleri arasinda en baskin
olanidir. Ancak dondurma ve ¢6zdiirme asamalar1 sirasinda embriyolarda meydana
gelen hasarlar sebebiyle gebelik oranlari taze olanlara gore daha diisiik olmaktadir. Bu
yilizden hipotermik depolama metotlarinin fizibilitesi arastirma ihtiyact duyulmus ve
bu gibi yontemlerin, canliliklar yiiksek olan ve birkag giin i¢inde alicilara aktarilmasi
planlanan embriyolarin iiretilmesinde uygulanabilirligi arastirilmaktadir (Ideta ve ark.,
2013). Embriyolarin 0 ile +10 °C sicaklikta PBS igerisinde payetlere yiiklenerek kisa
periyotlarda (1-2 giin) dondurulmasi yapilabilmekte ve bu yontem vitrifikasyon ya da
dondurma yontemleri yerine tercih edilebilmektedir (Gordon, 2003e; Kaymaz, 2012).
Yapilan bir ¢alismada, %50 FBS (Fétal sigir serumu) iceren PBS ile %50 FBS igeren
M-199 soliisyonlariyla +4°C’de 72 saat siire ile yapilan depolamada, M-199
solusyonunda daha fazla oranda hatching embriyo elde edilmistir. Bu teknik ile
LN,’ye gereksinim duyulmadan embriyolarin alicilara transferinin yapilabileceginin

miimkiin oldugu gosterilmistir (Ideta ve ark., 2013).

1.4. Dondurulan Sigir Embriyolarimin Cozdiiriilmesi

Dondurulan sigir embriyolarinda en iyi viyabilitenin saglanmasi i¢in payetlerin hizl
cOzdiirilmesi gerekmektedir. Bu durumun yavas bir sekilde gerceklesmesi, ¢ozdiirme
sirasinda buz kristali olusturarak embriyoya zarar verecektir. Yavas dondurma
yontemiyle dondurulan embriyolar ¢ozdiiriiliirken su banyosundan 6nce payetin
havada yaklasik 30 saniye tutulmasi ZP hasarini azaltir ve sonrasinda 35-37 °C’de
1sitilmis olan su banyosuna aktarilan payet, buz kristalleri ¢oziiliinceye kadar su
banyosunda bekletilmektedir (Gordon, 2003e; Bondioli, 2015). Vitrifikasyon
yonteminde ise sivi azot tankindan ¢ikarilan payetler 10 saniye havada tutularak,

kullanilan vitifikasyon yontemine gore sicakligi 20-30°C’ye ayarlanmis su
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banyosunda ¢ozdiiriilmektedir (Kaymaz, 2012). Direkt transfer yontemiyle
dondurulan embriyolarda transfer Oncesinde kriyoprotektanin uzaklastirilmasi
gerekmemektedir ¢linkii EG alicinin uterusuna aktarildiginda dilue olmaktadir

(Gordon, 2003¢).

Sigir IVP embriyolarinin vitrifikasyonu sonrasinda meydana gelen, hiicre i¢i
ve hiicre dis1 ortamlar arasindaki kriyoprotektan ve suyun yer degisimi, hiicre iginde
ve hiicre membraninda hasara sebep olabilmektedir. Bu da dondurma ve ¢ozdiirme
adimlarinda ozmotik stres ile sonuclanir. Beta-merkaptoetanol (B-ME) gibi diisiik
molekiiler agirligina sahip olan thiol bilesikleri, hiicrelerin oksitadif hasar sonucu
ortaya ¢ikan zararli etkilerden korunmasi ic¢in etkili olabilirler. B-ME’nin
detoksifikasyon etkisi dondurma sonrasinda hiicrelerin canli kalmasina yardimer olur
ve Ozellikle vitrifikasyon sonrasinda blastosist dejenerasyonunu Onlemektedir
(Feugang ve ark., 2004; Nedambale ve ark., 2006). Cozdirme sonrasi kiiltiir
solisyonuna 3-ME disinda hiicre membranini korumak icin BSA, LAA gibi maddeler
de eklenebilmektedir (Kaymaz, 2012). Vitrifiye edilen sigir blastosistlerinin
¢ozdiiriilme sonrasinda kiiltiir soliisyonuna eklenen B-ME ile canlilik, re-ekspansiyon,
hatching orani ve toplam hiicre sayis1 artmaktadir. Ayrica B-ME’nin, KSOM ya da
CRI1 soliisyonlarma kiyasla SOF soliisyonuyla daha olumlu bir etkilesimi oldugu

vurgulanmaktadir (Nedambale ve ark., 2006).

Vitrifiye edilen embriyolarin ¢6zdiiriilmesi sirasinda c¢esitli yogunlukta
diltisyon soliisyonlar1 kullanilarak CPA’nin hiicreden uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Ancak bu durum ¢iftlik kosullar altinda pratik olmamaktadir. Yapilan bir calismada
kriyolojik wvitrifikasyon yontemiyle vitrifiye edilen sigir embriyolarinin payet
igerisindeki kriyoprotektan diliisyonunda tek adim ¢ozdiirmenin direkt ET i¢in uygun
oldugu bildirilmistir (Caamafio ve ark., 2015). Blastosist evresindeki embriyolarin
cozdlirme sonrast canliliklart  g¢ogunlukla re-ekspansiyon yetenekleri ile
degerlendirilir. Yapilan bir calismada, dondurulan ve vitrifiye edilen sigir
blastosistlerinin, ¢6zdiirme sonrasindaki re-ekspansiyon kontroliiniin dondurulanlarda
24 saatten, vitrifiye edilenlerde 12 saatten dnce incelenmemesi Onerilmistir (Inaba ve

ark., 2016).
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1.5. Dondurma Oncesinde Embriyolardan Blastosist Sivisimin Uzaklastirilmasi

(Artificial Collapse-AC-AS)

Memeli blastosisti, kiiresel ve i¢i sivi dolu 50 ile 140 sayida hiicrenin bir araya
gelmesinden olusan, uterusa implante olmamis erken embriyo asamasidir. Bu hiicreler
embriyonun disin1 saran TE hiicrelerine farklilasarak plasentayr olustururken
farklilasmamais olan ve ICM olarak adlandirilan hiicreler ise embriyonun gelisiminden

sorumludur (Sekil 1.15) (Jensen ve ark., 2014).

Blastosol

Zona Pellusida
(ZP)

i¢ Hiicre Kiimesi
(ICM)

Irofektoderm
(TE)

Sekil 1.15. Blastosistin yapist (Anonim 2).

Embriyolar moruladan blastosist asamasina kadar cesitli morfolojik
degisiklikler gecirmektedir. Erken donem embriyolar ile karsilastirildiginda blastosist
ve ekspanded blastosistler blastosdl adi verilen i¢i sivi dolu kaviteye sahiptirler.
Sodyum pompast (Na“, K*, ATPaz- adenozin trifosfataz) aracilig1 ile siv1 birikerek
blastosist genisler ve ZP ve TE’ye basing yapar. Blastosist ve ekspanded
blastosistlerde blastosdl en fazla siviya sahipken morula evresindekilerde sivinin
biiyiik kismi hiicre i¢inde yer almaktadir (Vanderzwalmen ve ark., 2002; Hur ve ark.,
2011). Blastosol s1visinin bilesimi ve fonksiyonu TE ve ICM'nin lavaj1 oldugu tahmin
edilmekte ancak tam olarak fonksiyonu bilinmemektedir. Blastosdl sivisi,
implantasyon dncesi embriyonun gelisiminde hiicresel siirece destek olmakla birlikte

hiicre gogii i¢in de kritik bir rol oynamaktadir (Jensen ve ark., 2014).
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Kriyoprotektan maddeler ile hazirlanan hipertonik dondurma soliisyonuna
embriyo transfer edildiginde, “aquaporin” olarak isimlendirilen su kanallarindan
ozmoz ile su disartya ¢ikar. Kriyoprotektanlarin hiicre icine girmesiyle hiicresel
kontraksiyon ger¢eklesir ve embriyo biiziisiir. Hiicreler aras1 sivi dengesi saglandiktan
sonra embriyonun sifirin altindaki derecelere maruz kalmasiyla ozmoz ile ikinci bir su
kayb1 meydana gelir. Ancak blastosist sivisinin hacminin artmas1 hem dondurma hem
de ¢ozdiirme sirasinda dezavantaja sebep olabilmektedir. Blastosdl miktarinin
artmasiyla hiicre igine yetersiz kriyoprotektan girisi, buz kristali olusma olasiligin
artirmaktadir. Embriyo bu donemde dondurmaya karsi daha duyarlidir. Bununla
birlikte ¢ozdiirme sirasinda blastosist kavitesinde kalan sivi da canlilik oranini

diistirmektedir (Liebermann ve Conaghan, 2013).

Blastosistlerde dondurma sonras1 meydana gelen canlilik kaybinin, dondurma
prosediirii sirasinda olusan buz kristalinin fiziksel hasara yol agmasi sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Bu da muhtemelen kriyoprotektanlarin (Etilen glikol- Ficoll-
Sukroz) yetersiz penetrasyonu ya da sogutma hizinin yavas olmasi sebebiyle
dondurma sirasinda blastosolde buz olusumuna sebep olarak, embriyoya hasar
vermektedir. Beseri alanda yapilan bir ¢alismada, blastosist ve ekspanded blastosistin
vitrifikasyondaki basarisin1 artirmak icin, blastosoliin suni olarak uzaklastirilmasi,
diisiik 1s1 derecesinde buz kristali olusumunun azalmasina sebep oldugu, bunun da
¢cozdliirme sonrasi embriyolarin yasam kabiliyetini artirdigr  bildirilmektedir
(Vanderzwalmen ve ark., 2002). Beseri ART (Yardimci Ureme Teknikleri)
uygulamalarinda hastadan elde edilen embriyolarin dondurulmasi istendiginde rutinde

blastosol suni olarak uzaklastirilmaktadir (Kaymaz ve ark., 2015).

Blastosist sivisinin uzaklastirilmasinda, blastosist sivisinin aspirasyonu, lazer
atig1, igne punksiyonu, pipet kullanimi, ozmotik daralma gibi ¢esitli yontemler

kullanilmaktadir (Son ve ark., 2003; Liebermann ve Conaghan, 2013; Barfield, 2014).
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1.5.1. Blastosist Sivisinin Aspirasyonu

Baz1 yazarlar tarafindan blastosist sivisindan, insan IVF’inde en iyi embriyonun
transfer oncesi se¢iminin yapilabilmesi (D’Alessandro et al. 2012) ve implantasyon
oncesi genetik tan1 (PGD) yani transfer oncesi genetik hastaliklarin belirlenmesinin
miimkiin oldugundan bahsedilmektedir (Palini ve ark. 2013; Jensen ve ark., 2014).
Palini ve ark.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 c¢alismada, insan embriyolarinin
vitrifikasyonu sirasinda toplanan blastosdl sivisindan ilk kez genomik DNA elde
edilmis (Sekil 1.16) ve Jensen ve ark., (2014) ise sigirlarda blastosist sivisi ve
blastosist hiicrelerinden ilk proteomik analizi gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligmanin,
hem insanlarda hem de c¢iftlik hayvanlarinda in vitro fertilizasyon, kok hiicre
derivasyonu ve Kkiiltiirii alanlarinda elde edilen ilerlemeyi destekleyecek nitelikte

oldugundan bahsedilmektedir.

100 um

Sekil 1.16. Blastosol sivisinin aspirasyonu (Palini ve ark., 2013).

Chen ve ark. 'nin (2005), farelerde yaptiklar1 calismada, vitrifikasyon oncesi
blastosol sivisinin 0.3-0.5 nl kadar aspirasyonu ile blastosistlerin canlilik oranlarinda
in vivo’larda oldugu gibi artis tespit edilmistir. Ayrica OPS kullanilmasi ve
microsuction yapilmasmin buz kristali olusumunu engelledigi, bdylece
vitrifikasyonun kolaylagmasina olanak saglayarak vitrifiye edilen blastosistlerdeki
mekanik hasarin azaldigr belirtilmistir. At embriyolar1 ile yapilan caligmalarda;

Herrera ve ark. (2015), embriyolarin blastosol sivisinin aspirasyonu ile cinsiyetlerini
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belirlemis ve blastosol sivisi aspirasyonunun embriyonun canliligini etkilemedigi, bu
yontem ile implantasyon oncesi genetik anomalilerin tespiti ve cinsiyet tayininin
yapilabilinecegini bildirmiglerdir. Hinrichs ve Choi, (2016)’nin ¢alismasinda da
vitrifikasyon Oncesinde Piezzo Drill ile embriyo kapsiiliine delik agilarak blastosdliin
kollaps1 ya da standart spermtozoon enjeksiyon pipeti kullanilarak blastosdliin
aspirasyonunun, dondurma prosediiriinde basar1 sagladigin1 belirtmislerdir. Sekil
1.17°da ekspanded blastosistin mikromanipiilator ve ICSI (Intra sitoplazmik sperm

enjeksiyonu) pipeti kullanilarak (Olympus IX73, Japan) aspirasyonu gosterilmektedir.

Sekil 1.17. Blastosist sivisinin aspirasyonu (Olympus IX73, Japan) (Ankara Universitesi, Dogum
ve Jinekoloji Anabilim Dali. Onur, 2016).

Sigir IVF ve somatik hiicre niikleer transferi (SCNT)’nden elde edilen
hatching/hatched blastosistlerde yapilan baska bir ¢alismada, 29 G (gauge) igne ile
blastosistlerin ICM’si saat 12-6 yoniinde sabitlenerek istenilen kalinlikta ayarlanan
pastor pipeti TE hiicrelerine dogru itilerek, blastos6l kavitesi daraltilmis ve bu

yontemin her iki grupta da canlilig1 artirdig1 bildirilmistir (Min ve ark., 2013).

1.5.2. Lazer Kullaninmm

Bu yontem lazer eklentili bir mikroskop kullanilarak yapilmakta ve diger yontemlerde
oldugu gibi holding pipet ya da ignelere gereksinim duyulmamaktadir. Trofektoderme
gonderilen bir lazer atis1 blastosoliin kollapsina sebep olmaktadir (Barfield, 2014).
Mukaida ve ark.’nin (2006), yaptiklar1 ¢aligmada, embriyolar lazer ve mikropipet

yontemleriyle kollabe edildikten sonra vitrifiye edilmislerdir. Farkli yontemlerle
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kollabe edilen embriyolarda basar1 oranlari benzer bulunurken, kollabe

edilmeyenlerde bu oran daha az bulunmustur.

Bu yontemde tek bir lazer darbesi anlik 1s1 etkisi ile embriyoda yeterli
buytkliikte delik acilmasina olanak saglamakta ve 1-2 dk igerisinde kollaps
gerceklesmektedir. Ancak bu anlik yiiksek 1s1 trofektodermde hiicre dejenerasyonuna
sebep olmaktadir. Lazer atis1 kullaniminda poresediirden once igne hazirligina ve
manipiilasyon evresinde blastosistin tutulmasina gerek yoktur (Mukaido ve ark.,

2006).

Desai ve ark.’nin (2008), insan ve fare blastosistlerinde yaptiklar1 ¢alismada
mekanik olarak (ICSI ignesiyle) ya da lazer atis1 kullanarak vitrifikasyon oncesinde
blastosistin kollapsi saglanmis ve her iki yonteminde ekspanded blastosistlerde DNA

hasarini azalttig1 ve ¢ozdlirme sonrasi re-ekspansiyonu hizlandirdigi bildirilmistir.

1.5.3. igne Punksiyonu

Son ve ark. (2003), insanlarda yaptiklar vitrifikasyon protokoliine blastosist kollapsini
ekleyerek bu durumun canlilik ve hatching oranlarina olan etkisini aragtirmiglardir.
Yapilan bu ¢alismada blastosistin kollapsinda 29 G iki igne kullanilarak yapilmis ve
suni kollaps yonteminin dondurma protokollerinde kullanigh oldugu bildirilmistir

(Sekil 1.18).

Sekil 1.18. AC sonrasi insan ekspanded blastosistlerin elektron mikroskop (EM) grid ile
dondurulup ¢ozdiiriilmesi a. AC oncesi, b. AC sirasinda, c. AC sonrasi, d. EM grids yiiklenmesi,
e. Cozdiirme sonrasi 18. saatte hatching. Orijinal bityiitme Q100 (Son ve ark., 2003).
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Beseri taze embriyolarda yapilan baska bir ¢alismada ise 29 G igne ve lazer
atist kullanilarak suni kollaps yapilmis ve her iki yontemde de %70’ten fazla re-

ekspansiyon elde edilmistir (Hur ve ark., 2011).

1.5.4. Pipet Kullanimi

Insan ekspanded blastosistlerinin vitrifikasyonunda pipet kullanilarak suni kollapsin
klinikte uygulanmasi basit ve kullanigli bir dondurma yontemidir. Bu yontem ile
yapilan bir ¢alismada, ilk 6nce ekspanded blastosistlerin ¢apindan daha kiigiik capli
(yaklasik 140 um) cam bir pipet ile blastosol hacmi daraltilmis sonrasinda yaklagik
100-120 pm ¢apindaki baska bir pipet ile embriyo pipetlenmistir. Bu prosediir
blastosol tamamen kollabe olana kadar 2 ya da 3 kez tekrarlanmistir. Pipetleme
sirasinda zona ve blastosistin sekli bozulmus olsa da embriyolarin zonasi biitiin olarak
kalmistir (Sekil 1.19). Beseri IVF alaninda yapilan ¢alismada, blastosistin ¢apindan
daha kiigiik ¢aptaki cam bir pipet kullanilarak ekspanded blastosistlerin suni kollapsi
sonucunda; ¢ozdiirme sonrasi canlilik oran1 %91, transfer sonrasi gebelik orani %65

ve implantasyon orant ise %61 olarak bulunmustur (Hiraoka ve ark., 2004).

Sekil 1.19. AC uygulanan insan ekspanded blastosistlerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi. a. AC
oncesi b. 140 pm ¢apli cam pipet ile AC c¢. 120 pm g¢apli cam pipet ile AC d. AC sonrasi e.
Dondurma soliisyonu ile cryotop’a alinmasi f. Cozdiirme sonrasi 3. saat (Hiraoka ve ark., 2004).
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1.5.5. Ozmotik Daralma

Embriyolarin kollapsi, hiperozmotik sukroz soliisyonlarina maruz birakilmasi ile de
yapilmakta ve bunun i¢in 6zel ekipmanlara ya da mikromanipiilasyon deneyimine
ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu yontem sadece blastosist kavitesinin kollabe etmemekte
ayn1 zamanda da embriyonik hiicrelerin dehidrasyonunu da saglamaktadir (Iwayama

ve ark., 2011).

Yedinci glindeki sigir embriyolart yavas dondurma yontemi ile dondurulmadan
once iki dakika siireyle 0.5 M sukroz soliisyonuna maruz birakildiginda, bunun
¢ozdiirme sonrasi canlilik lizerinde etkisi olmadigini bildirilmistir (Dode ve ark.,
2016). Yapilan bir baska benzer ¢alismada vitrifikasyon oncesi embriyolar iki farkl
yogunluktaki (0.125 M ve 0.25 M) hiperozmotik sukroz soliisyonunda beser dk
tutularak blastosistin kollabs1 gergeklestirilmistir (Nunes ve ark. 2014).

Iwayama ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 caligmada, in vitro Uretilen ve vitrifiye
edilip ¢ozdiiriilen insan embriyolarinin lazer atis1 ya da hiperozmotik sukroz soliisyonu
ile suni kollaps sonrasi canlilik ve implantasyon oranlar1 arastirilmistir. Bunun
sonucunda; vitrifikasyon dncesi suni kollapsin embriyolarin hizli gelisimlerine olanak
saglayarak implantasyon oraninda yiiksek bir artis sagladigini bildirmislerdir (Sekil
1.20).
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Sekil 1.20. AC yapilan insan ekspanded blastosistleri a. Lazer atig ile AC b. Hiperozmotik Sukroz
Solusyonu ile AC (1) AC 6ncesi (2) AC sonrasi. Olg¢iim birimi; 50 um (Iwayama ve ark., 2011).
Tez calismasinda yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri ile dondurulan
embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi viyabilitelerinin artiritlmasi amaciyla; in vitro olarak
elde edilen si1g1r blastosistlerinde yeni bir teknik olan blastosist sivisinin aspirasyonu
dondurma oncesinde uygulanarak, kollabe edilen embriyonun yavas dondurma ve
vitrifikasyon ile dondurulup ¢ézdiiriilmesini takiben yasam kabiliyeti karsilastirilarak,
sigir embriyolarinda AC’nin hangi dondurma protokoliinde daha etkin oldugunun

belirlenmesi amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ovaryumlarin Toplanmasi

Bu tez calismast i¢in kullanilan ovaryumlar Japonya’nin Hokkaido Adasi
sinirlarindaki mezbahadan toplanarak 23-26 °C’de maksimum 4 saat icerisinde
laboratuvara ulastirildi. Toplanan ovaryumlar ¢calismanin baslamasina kadar 50 pg/ml
Gentamisin eklenen %0,9 izotonik NaCl icerisinde muhafaza edildi. Calisma

stirecinde kullanilan kimyasallarin timii GIBCO ve SIGMA iiretici firmalarina aittir.

2.2. Oosit Eldesi

In vitro embriyo iiretim asamalari Kobayashi’nin (2007), belirttigi sekilde
gerceklestirildi. Laboratuvara getirilen ovaryumlar, steril bir ortamda bir makas
yardimiyla c¢evre dokulardan uzaklastirildi. Ovaryumlar kandan ve tasima
sollisyonundan arindirmak amaciyla %0,9’luk NaCl (ya da Laktatli Ringer) ile ii¢ kez

yikandi1 ve aspirasyon siiresince yine ayni soliisyon igerisinde korunmasi saglandi.

Igerisinde KOK bulunan folikiil sivilarinin aspirasyon islemi, ovaryumlar
iizerinde bulunan 2-8 mm ¢apindaki periferal folikiillerden 5 ml’lik enjektor ve 18-19
G igne kullanilarak yapildi (Sekil 2.1). Toplanan folikiil sivis1 D-PBS ve %3 CS
solisyonu eklenmis konik tabanli 50 ml’lik santrifiij tiipiiniin igerisine alindu.
Aspirasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan KOK’larin tiipiin dibine ¢okmesi
icin falkon tiipleri dik konumda bekletildi ve iistte kalan siipernatant aspire edilerek
iizerine tekrar %3 CS’lu D-PBS soliisyonu eklendi. Bu islem 2 kez tekrar edildikten
sonra berrak bir goriinlim elde edildiginde kalan soliisyon (KOK’lar1 iceren) daha
onceden cizilen 90 mm c¢apli petri kaplarina aktarilarak stereo mikroskop altinda
(Nikon SMZ745, Japan) incelendi (Sekil 2. 2). KOK’lar Brackett ve Zuelke’nin (1993)
tarif ettigi sekilde Grade I, Grade II, Grade III ve Grade IV kalite kodlar ile
degerlendirildi. Modifiye edilen steril pastor pipeti yardimiyla toplanan oositler D-
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PBS ve %10 CS igeren 35 mm’lik petriye alinarak epitel hiicrelerden ayrilmalarini
saglamak amaciyla yikandi. Bu yikama iglemi farkli petrilerde ayni soliisyon ile {i¢ kez

tekrarlandi.

Sekil 2.1. Folikiil stvis1 aspirasyonu a. Mezbahadan toplanan ovaryumlar b. %0.9 NaCl igerisindeki
ovaryumlar c. Folikiillerin aspirasyonu (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

Sekil 2.2. Laminal flow igerisindeki stereo mikroskoplar ve yikamada kullanilan petri kaplar
(Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur,
2016).
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2.3. In Vitro Oosit Maturasyonu

Mikroskop altinda belirlenen tiim KOK’lar steril pastor pipetleri ile diger hiicrelerden
tamamen temizlendikten sonra 35 mm’lik petriler igerisinde Cizelge 2.1°de gosterilen
maturasyon vasatina (M199+%5CS) aktarilarak yikandi. Daha sonra ayni vasat ile iki
farkli petride yikama islemi tekrar edildi. Kiiltiir damlalart her oosit i¢in 5 pul
maturasyon vasati olacak sekilde ayarlanarak tizeri mineral yag ile kaplandi. Kiiltiir
damlalar1 100 pl’lik 6l¢iide (20 KOK/damla) hazirlanip en az 2 saat dnceden %80
nemli ortamda, 38,5 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatore yerlestirilerek dengelenmesi
saglandi. Kiiltiir vasatlarina alinan oositler ayni inkiibatorde 20-22 saat maturasyon

amaciyla kiiltiire edildi (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Oositlerin in vitro maturasyonu a. In vitro maturasyon oncesinde KOK’lar b. In vitro
maturasyon sonrasi KOK’larin ekspansiyonu (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

Cizelge 2.1. In Vitro Maturasyon Soliisyonu Hazirlanmas1

Kimyasal Miktar1 (20 ml)
M-199 19 ml
CS 1 ml
FSH 0,02 mg
Gentamisin 20 pl
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2.4. In Vitro Fertilizasyon I¢in Spermanin Hazirlanmasi

In vitro fertilizasyon asamasindan 6nce, motil spermatozoonlarin segilmesi igin
Percoll Gradient Teknigi (%45-90) kullamild: (Cizelge 2.2, 2.3 ve 2.4). Son agamada
spermatozoon konsantrasyonu 3x10%ml - 5x10%/ml arasinda olacak sekilde elde edildi
(Takahashi ve Kanagawa, 1997; Takayama ve ark., 2016). Donmus sperm payeti (1-2
payet) 38,5 °C su banyosunda 30 saniyede ¢ozdiiriilerek 15 mm’lik santrifiij tiipinde
yer alan %45-90 Percoll soliisyonuna aktarildi. Motilite kontrolii yapildiktan sonra
2000 rpm’de (Revolutions per minute -dakikadaki devir sayis1) 20 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan slipernatant miimkiin oldugu kadar aspire edildi.
Sperm yikama soliisyonu (SWS- Brackett and Oliphant Solution + 10mM hypotaurine
+ 10 u/ml heparin) 6 ml olarak santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra pipetleme
yontemiyle karistirildi ve ardindan 1800 rpm’de 5 dakika tekrar santrifiij edildi.
Santriflyj islemi sonrasinda siipernatantin aspirasyonu tamamlanarak thoma lami ile
spermatozoonlar sayildi. Sperm Diliisyon Soliisyonu (SDS- BO + 20 mg/ml BSA) ile
tekrar diliie edilerek final spermatozoon konsantrasyonu hazirlandi. Fertilizasyondan
ii¢ saat dnce kullanilacak olan biitiin soliisyonlar %80 nemli ortamda 38,5 °C’de %5

CO>’li inkiibatorde dengelendi.

Cizelge 2.2. %90 Percoll Gradient Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (50 ml)
Percoll 45 ml
10X Sperm TL 5ml
1 M CaCl, 98,5 ul
0.1 M MgCl,6H,0 197 pul
DL-laktik asit 184 ul
NaHCO3 0.1045 g
%0.5 Fenol Red 10 pl
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Cizelge 2.3. %45 Percoll Gradient Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (10 ml)
BO S ml

% 90 Percoll 5 ml

Cizelge 2.4. 10X Sperm TL Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (100 ml)
NaCl 4.675¢
KCl 023 ¢
NaH,PO, 0.035¢g
HEPES 238¢g

2.5. In Vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon oncesinde 35 mm’lik ya da 60 mm’lik petri kutusuna 5 pl’lik SDS
damlalar1 hazirlanarak {zerleri mineral yag ile kaplandi. Fertilizasyon icin
spermatozoonun hazirlanmasindan once hazirlanan damlalar %80 nemli ortamda 38,5
°C’de %5 CO’li inkiibatorde dengelendi. FElde edilen spermatozoon final
konsantrasyonundan 95 pl alinarak daha 6nceden hazirlanan SDS damlalarina eklendi.
Maturasyon soliisyonundan c¢ikarilan KOK’lar ise 10 mg/ml BSA igeren BO
soliisyonunda (OWS-Oosit yikama soliisyonu) iki farkli petride yikandiktan sonra
fertilizasyon damlalarina transfer edilerek 6 saat siireyle maksimum nemli ortamda

38,5 °C’de %5 COy’li inkiibatorde tutularak fertilizasyonun tamamlanmasi beklendi.

2.6. Fertilizasyondan Sonra Oositlerin Yikanmasi

Fertilizasyon siirecinden sonra muhtemel zigotlar embriyo kiiltiir medyumunda iki
farkli petride iki asamada yikanarak kumulus hiicrelerinden ve spermatozoondan

uzaklagmasi i¢in pipetleme yontemi ile denudasyon islemi yapildi. Bunun i¢in Zona
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Pellusida’ya zarar vermeden ve kumuluslari rahatga temizleyebilecek capta steril pipet

cekildi.

2.7. In Vitro Embriyo Kiiltiirii

Muhtemel zigotlar, denudasyon isleminin tamamlandiktan sonra Cizelge 2.5°te

tanimlanan embriyo kiiltiir soliisyonuna (CRlaa + %5 CS) transfer edildi. Aym

zamanda in vitro embriyo kiiltlirii yapilirken 0,25 mg/ml Linoeik asit albiimin’de

(Sigma) soliisyona eklenerek kullanilabilecek sekilde in vitro kiiltiir droplar1 100 pl’de

20-22 zigot olacak sekilde ayarlandi ve %5 O,, %5 CO; ve %90 N, iceren li¢c gazl

inkiibatorde 38,5°C de, maksimum nemli ortamda 7-9 giin siireyle kiiltiire edildi.

Cleavage (boliinme) kontrolii IVF sonras1 27-31. ve 51-55. saatlerde olmak iizere iki

kez yapildi (Sekil 2.4).

Cizelge 2.5. In vitro kiiltiir soliisyonunun hazirlanmast

CR1laa Stok A
CR1laa Stok B

BME

MEM
L-glutamik asit
CS

BSA

Antibiyotik

Kimyasal

38 ml

10 ml

500 pl
500 pl
2.63 ml
0.15¢

50 ul

Miktar1 (50 ml)
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Sekil 2.4. IVF sonras1 zigotlar a. 10X biiyiitme b. 20X biiyiitme (Rakuno Gakuen Universitesi,
Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvart. Onur, 2016).

2.8. Blastosistlerin Morfolojik Derecelendirilmesi

Embriyolar, inverted mikroskop (Nikon Eclipse Ti, Japan) ile takip edilerek, standart
gbzlemle gelisim donemleri ve kalitelerine gore kayit altina alindi. Kiiltiir sonras 7-8-
9. giinlerde elde edilen embriyolarin degerlendirilmesi IETS kriterlerine gore (Wright,
2010) yapild1 (Sekil 2.5). Calismada bu kriterlere gore ¢ok iyi-iyi kalitedeki blastosist

ve ekspanded blastosist agamasindaki embriyolar kullanildi.

Sekil 2.5. IVC kiiltiiriin 7. giiniindeki embriyolar (20X biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi,
Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvart. Onur, 2016).
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2.9. Embriyolarin Gruplandirilmasi

Kiiltiir damlalarindan kalite kodu I olan blastosist ve ekspanded blastosistler secilerek;
74 adedi blastasdl sivi aspirasyonu igin, 67 adeti ise blastosdl aspirasyonu
uygulanmadan sadece dondurulmak tizere gruplandirildi (Cizelge 2.6 ve Cizelge 2.7).
Grup [D’deki (n=42) embriyolar blastosist sivisinin aspirasyonu sonrasinda
vitrifikasyon yontemi ile, Grup II’deki (n=33) embriyolar ise aspirasyon yapilmadan
vitrifikasyon yontemi ile donduruldu. Grup III’te (n=32) yer alan embriyolarin
blastosist sivisinin aspirasyonu yapildiktan sonra yavas dondurma yontemi ile
dondurulurken Grup IV’deki (n=34) embriyolar ise aspirasyon yapilmaksizin yavas

dondurma yontemi ile donduruldu.

Cizelge 2.6. Gruplarin olusturulmasi ve ¢aligma akisi

IVM
IVF
IvC
Grupl Grup III Grup II Grup IV
n=42 n=32 n=33 n=34
Grade | Grade |
Artificial Callapse (+) Artificial Callapse (-)
*Dondurma *Dondurma
Cozdiirme Cozdiirme
24 saat IVC 24 saat IVC
Viyabilite Kontrolii Viyabilite Kontrolii
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Cizelge 2.7. lyi kaliteli blastosist/ekspanded blastosistlerin gruplandiriimasi

Grup Isimleri Embriyo sayisi (n)

Grup I n=42 Aspire ve vitrifiye edilen embriyolar

Grup II n=33 Vitrifikasyon kontrol

Grup III n=32 Aspire ve yavag dondurma ile dondurulan
embriyolar

Grup IV n=34 Yavag dondurma kontrol

2.10. Blastosol Sivisinin Aspirasyonu

Aspirasyon oncesinde blastosist ve ekspanded blastosistler 20 pl m-D-PBS ve %20
FCS igeren damlalara birer birer transfer edildi. Embriyolarin blastosist sivisi,
mikromanipiilatér ve mikroenjeksiyon pipeti yardimiyla (Nikon Co., Japan) aspire
edildi. Aspirasyonda kullanilan mikro enjeksiyon pipetleri, kapillar cam pipet mikro
pipet cekici (puller) (Narishige Co., Japan) ve microforge (Narishige Co., Japan)
kullanilarak hazirlandi. Aspirasyon sirasinda mikromanipiilatér (Narishige Co., Japan)
ve inverted mikroskop (Nikon, Diaphot Phase Contrast Inverted Microscope, Japan)
kullamildi. I¢ hiicre kiimesine dokunulmadan trofoblast hiicreleri arasindan
mikroenjeksiyon pipetiyle girilerek embriyonun blastosist sivisinin tiimii, blastosist

kavitesi tamamen kollabe olana kadar aspire edildi (Sekil 2.6 ve 2.7).
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Sekil 2.6. Blastosist sivisinin aspirasyonu a ve b. Blastosist Sivisi Aspirasyonunun okiilerden
gorliinlimii c. Aspirasyon sonrasinda kollabe olan embriyolar (Nikon, Diaphot Phase Contrast
Inverted Microscope, Japan) (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve
Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).
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Sekil 2.7. Embriyo aspirasyonu Oncesi ve sonrasi a. Vitrifikasyon Yontemi al. Aspirasyon dncesi
ekspanded blastosist a2. Aspirasyon sonrasi ekspanded blastosist b. Yavag dondurma ydntemi b1.
Aspirasyon oOncesi ekspanded blastosist b2. Aspirasyon sonrasi ekspanded blastosist (40X
biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari.
Onur, 2016).

2.11. Embriyolarin Dondurularak Saklanmasi

Kollabe edilen ve edilmeyen blastosist - ekspanded blastosist asamasindaki embriyolar
Cizelge 2.8’de belirtildigi gibi yavas dondurma ve vitrifikasyon yoOntemleriyle

donduruldu.
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Cizelge 2.8. Dondurma Protokolii

Grup I-II (n=75) Grup III-IV (n=66)
Vitrifikasyon Yavas Dondurma
Cozdiirme Cozdiirme
24 saat IVC 24 saat IVC
Viyabilite Kontrolii Viyabilite Kontrolii

2.11.1. Yavas Dondurma Yontemi

Apirasyon yapilan ve yapilmayan blastosist ile ekspanded blastosistler Hasler (2009)
ve Kobayashi (2007)’nin belirttigi gibi programlanabilir embriyo dondurma cihazi
(ET-UM HAAKEK 20, Japan) kullanilarak donduruldu.

Yavas dondurma amaciyla (Grup Ill-aspirasyon yapilan n=32 ve Grup 1V-
aspirasyon yapilmayan n=34) embriyolar Modifiye D-PBS (m-PBS) + %20 FCS
solisyonundan (Cizelge 2.9) dondurma soliisyonuna (%10 EG+0.1M sukroz+ m-PBS
+ %20 FCS) aktarildi. Dondurma soliisyonu igerigi Cizelge 2.10°de belirtildigi gibi
olusturuldu. Embriyolar dondurma soliisyonuna alinarak (Sekil 2.9) 10 dakika
icerisinde uygun sekilde 0,25 ml’lik payetlere (IMV-France) yiiklendi. Daha sonra
payetler isimlendirilerek embriyo dondurma cihazina alindi (Sekil.2.8). Cihaz
icerisindeki 1s1 daha onceden -7°C’ye ayarlanarak embriyolar cihaza yerlestirildikten
2 dk sonra seeding islemi LN,’de sogutulmus penset ile baslatildi. Payetlerdeki
kristallesme kontrol edilerek 15 dk sonra sicaklik dakikada ortalama 0,3°C diisecek
sekilde -30°C dondurma islemi tamamlandi. Payetler sivi azot tankina aliarak

cOzdiiriilene kadar (24 saat) depolandi.
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Sekil 2.8. Programlanabilir dondurma cihazi a. Payetlerin seeding islemi i¢in bekletilmesi b.
Dondurma cihazi ET-UM HAAKEK 20, Japan (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

Cizelge 2.9. Modifiye D-PBS + %20 FCS soliisyonu hazirlanmas1

Kimyasal Miktar1 (10 ml)
Modifiye D- PBS 8 ml
FCS 2 ml
BSA (Fraction V) 0.04 g
Antibiyotik 10 pl

Cizelge 2.10. Yavas dondurma soliisyonu hazirlanmasi (%10 Etilen Glikol + 0.1 M Sukroz + m-
D-PBS + %20 FCS)

Kimyasal Miktar1 (10 ml)
Sukroz 0.3423 g
FCS 0.83 ml
m-DPBS + %20 FCS 10 ml

2.11.2. Vitrifikasyon Yontemi

Blastosist aspirasyonu yapilan ve yapilmayan embriyolar (Grup I-aspirasyon yapilan
n=42 ve Grup II-aspirasyon yapilmayan n=33) mD-PBS+%20 CS soliisyonundan VS-
1’e (Vitrifikasyon Soliisyonu) alindi. Vitrifikasyon islemi gliserol, etilen glikol,
sukroz, xyloz, polietilen glikol (PEG) kriyoprotektanlar1 kullanilarak oda 1sisinda
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Saito’in (1994) belirttigi sekilde yapildi (Cizelge 2.11). VS-1’e aktarilan embriyolar
burada petrinin farkli noktalarinda en az 5 defa pipetlenerek (yikanarak) 5 dakika
stireyle bekletildi ve siirenin sonunda VS-2’ye transfer edilerek yine 5 dakika siireyle
bu soliisyonun igerisinde bekletildi (Sekil 2.9). Aynmi yikama islemi burada da
uygulandi. Embriyolar VS-3’e aktarildiktan sonra siiratle pipetlenerek 1 dakika
icerisinde payete yiiklendi (Sekil 2.10). Payetin agik olan kismi 1s1 islemi ile
kapatilarak embriyolar isimlendirildi (Sekil 2.11). Payet sivi azota alinarak
vitrifikasyon iglemi tamamlandi. Payetler siv1 azot tankina alinarak ¢ozdiiriilene kadar

(24 saat) depolandi.

Sekil 2.9. Dondurma soliisyonlarina transfer edilen embriyolar a.VS1 soliisyonu b.VS2 soliisyonu,
¢. Yavag dondurma soliisyonu (20X biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

1/2M  Sukroz Soliisyonu Vitrifikasyon Soliisyonu

ISR Pamuk Tikag B scacsea O Embriyo

Sekil 2.10. Saito’in (1994) belirttigi sekilde embriyonun payete yiiklenmesi.
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Sekil 2.11. Embriyolarin vitrifikasyon yontemi ile dondurulmast a. Vitrifikasyon soliisyonlarinin
yer aldig1 damlalar b. Vitrifikasyon diizenegi. (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

Cizelge 2.11. Vitrifikasyon Soliisyonlari

Embriyonun maruz

Adimlar Igerik kalma siiresi
o o,
Vsi %10 GL + 0.1M Sukroz + 0.1M Xyl + %1 5 dakika
PEG
0 V)
VS2 %10 GL + %10 EG + 0.2M Sukroz + 0.2M 5 dakika

Xyl + %2 PEG

%20 GL + %20 EG + 0.3M Sukroz + 0.3M 1 dakika

Vs3 Xyl+ %3 PEG

GL: Gliserol, Xyl: Xylose, PEG: Polietilen Glikol, EG: Etilen Glikol

2.12. Embriyolarin Cozdiiriilmesi ve Cozdiirme Sonrasi Gelisim Kabiliyetlerinin

Belirlenmesi

Embriyolar dondurma prosediiriine uygun sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra kiiltiir
soliisyonu ile hazirlanan (%20 FCS + 0.1 mM B-ME + M-199) (Cizelge 2.12 ve 2.13)
25 pl’lik damlalara birer embriyo yerlestirilerek %5 CO; igeren inkiibatdrde 38,5
°C’de, maksimum nemli ortamda inkiibe edildi. Embriyolarin geligimi (7e-
ekspansiyonu, hatching ve hatched) 24-48-72. saatlerde ve birinci haftada inverted
mikroskop (Nikon Eclipse Ti, Japan) altinda takip edildi.
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Cizelge 2.12. 3-ME stok soliisyonu hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (10 ml)

M-199 10 ml

B-ME 7 ul

Cizelge 2.13. Cozdiirme sonrasi kiiltiir soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (10 ml)
M-199 7.9 ml
B-ME stok soliisyon 100 pul
FCS 2 ml
Antibiyotik 10 pl

2.12.1. Yavas Dondurma Yontemiyle Dondurulan Embriyolarin Cozdiiriilmesi

S1v1 azot tankinda korunan payetler, iki asamali olarak 10 sn siireyle havada ve 20 sn
stireyle 30 °C’lik su banyosunda ¢6zdiiriildii. Payetin ucu kesilerek embriyo 90 mm’lik
petriye bosaltildi. Stereo mikroskop altinda bulunan embriyo, igerisinde mD-PBS +
%20 FCS bulunan 38,5 "C’deki petriye aktarildi ve 10 dakika siireyle burada yikanarak
bekletildi. Sonrasinda igerisinde kiiltiir soliisyonu (%20FCS + 0,1 mM B-ME + M-
199) bulunan iki farkli petride yikanarak kiiltiir damlalaria alindi ve %5 CO, igeren
inkiibatorde 38,5 °C’de, maksimum nemli ortamda inkiibe edildi (Sekil 2.12)
(Kaymaz, 2012). Embriyolarin gelisimi 24-48-72. saatlerde ve birinci haftada inverted
mikroskop altinda takip edildi.
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/ nY
: 7 Tikagh ucu kesin
Pamuklu ucu kesin

m-PBS + % 20 FCS
icinde 10dk. diliie edin

Sekil 2.12. Yavas dondurma yontemiyle dondurulan embriyolarin ¢dzdiiriilmesi (Kaymaz, 2012).

2.12.2. Vitrifikasyon Yontemiyle Dondurulan Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Vitrifiye edilen embriyolar 20°C’lik su banyosunda payetlerdeki sukroz soliisyonu
cOziilene kadar tutuldu ve payetteki embriyo 90 mm’lik petriye alinarak stereo
mikroskop altinda bulundu. Sonrasinda embriyolar igerdigi toksik orandaki sukrozdan
arindirilmak tizere oda 1sisinda bulunan ¢6zdiirme soliisyonlarina aktarildi. Cizelge
2.14’te belirtildigi gibi, ilk olarak 5 dakika siire ile 0.5M sukroz + D-PBS + %20 FCS
solisyonunda yikandi ve daha sonra daha az konsantrasyondaki 0.25M sukroz + D-
PBS + % 20FCS soliisyonunda 5 dakika stireyle yikanarak bekletildi (Sekil 2.13).
Embriyo sukrozdan arindirildiktan sonra %20FCS + 0,1 mM B-ME + M-199 igeren
kiiltiir soliisyonuna alindi. Embriyolarin gelisimi 24-48-72. saatlerde ve birinci haftada

inverted mikroskop altinda takip edildi.
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Cizelge 2.14. Vitrifikasyon Cozdiirme Soliisyonlari

Adimlar icerik Maruz kalma siiresi
1) 0,5M sukroz + D-PBS + %20 FCS 5 dakika
2) 0,25M sukroz + D-PBS + %20 FCS 5 dakika

Sekil 2.13 Embriyolarin ¢ozdiiriilme diizenegi (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif
Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

2.13. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elde edilen tiim degiskenler onemlilik testlerine gecilmeden Once parametrik test
varsayimlarindan normallik ve varyanslarin homojenligi yoniinden test edildi.
Degiskenler arasi farkliligin istatistiksel agidan kontrolii, ki-kare yontemi ile yapildi.
Tiim istatistiksel analizler minimum %35 hata pay1 ile incelendi ve SPSS (istatistik

paket programi) 14.01 paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada in vitro kosullarda iiretilen sigir embriyolarindan blastosist sivisinin
aspirasyonu yapildiktan sonra, embriyolarin vitrifikasyon ve yavas dondurma
metotlariyla dondurulup ¢6zdiiriilmesini takiben viyabilitelerinin incelenmesi
amaglanmistir. Sunulan tez ¢aligmasinda in vitro elde edilen sigir embriyolarin IVF
sonras1 27-31. ve 51-55. saatlerdeki cleavage kontrolii Cizelge 3.1°de, Grafik 3.1°de
ve Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verilmistir. Calismada toplamda 51-55. saat cleavage
kontrolii sonrasinda 896 adet oositten 597 adedi boliinme gdstermistir. Calismada 597
adet 5 hiicreli ve 5 hiicreden biiyiik asamadaki zigotlardan 271 adet BL ve Exp-Bl elde
edildi (%45,39). Bunlarin 141 adeti (%52,02) iyi kaliteli (good) olarak
degerlendirilerek ¢calismada kullanildi (Cizelge 3.2 ve Grafik 3.2).

Cizelge 3.1. Zigotlarin cleavage kontroli

Hiicre Sayisi 27-31 sa. 51-55 sa.

n % n %
1 hiicreli 397 (896) 44,31 299 (896) 33,37
2 hiicreli 224 (499) 44,88 62 (597) 10,88
3 hiicreli 119 (499) 23,84 70 (597) 11,72
4 hiicreli 102 (499) 20,44 95 (597) 15,91
5 hiicreli = 55 (499) 11,02 370 (597) 61,97

Grafik 3.1. Zigotlarin cleavage kontroli
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CLEAVAGE KONTROLU

H27-31sa M5]-55sa

%4431
%41,29
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Cizelge 3.2. Blastosist/ekspanded blastosistlerin c/eavage kontrolil

BIl-Exp Bl n %
7. glin 96 (597) 16,08
8. giin 142 (597) 23,79
9. giin 33 (597) 5,5
Toplam 271 (597) 45,39

Grafik 3.2. Elde edilen blastosist/ekspanded blastosist orani

BI/Exp Bl orani

%50
%45
%40
%35
%30
%25
%20
%15

s .
. I

%0
7. giin 8. giin 9. giin Toplam
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Sekil 3.1. IVF sonrasi 27-31. saatlerde bolinmeler A. 10X biiyiitme B. 20X biiyiitme (Rakuno
Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).

Sekil 3.2. IVF sonrasi1 51-55. saatlerde boliinmeler (20X biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi,
Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvart. Onur, 2016).

Elde edilen iyi kaliteli blastosist ve ekspanded blastosistler (n=141) (Sekil 3.3
ve Sekil 3.4) dort gruba ayrildi. Biitiin gruplarda ¢ozdiirme sonrasi embriyolarin
canlilik oranlari, 24-48-72. saatlerde ve 7 giin siire ile ayn1 saatte inverted mikroskop
altinda kontrol edildi. Cozdiiriilen embriyolarin hatched oranlarinin 3 giinliik takibi
Cizelge 3.3’te, 7 giin siire ile takibi ise Cizelge 3.4’te verilmigtir. Embriyolarin toplam

hatched oran1 ekspanded blastosistlerde (%48.,44; %55,50) blastosistlere (%7,69;
%15,40) gore daha basarili bulundu (p=0,004 ve p=0,006).
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Sekil 3.3. IVF sonrasi elde edilen iyi kalite a) blastosist ve b) ekspanded blastosistler (40X
biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari.
Onur, 2016).

Sekil 3.4. IVF sonrasi a. dejenere zigotlar b. UFO ve c. Sagliksiz blastosist ve ekspanded
blastosistler (20X biiyiitme) (Rakuno Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve
Teknoloji Laboratuvart. Onur, 2016).
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Cizelge 3.3. Tiim dondurma protokollerine gore ¢ozdiiriilen embriyolarin 24-48-72. saatlerdeki
yapilan kontrol sonrasindaki toplam hatched oranlari

Dondurulan Hatched (%)
Blastosist 13 1 7.69
Ekspanded Blastosist 128 62 48.44

P=0,004

Cizelge 3.4. Tiim dondurma protokollerine gore ¢ozdiiriilen embriyolarin 7 giin takibi sonrasindaki
hatched oranlar1

Dondurulan Hatched (%)
Blastosist 13 2 15,40
Ekspanded Blastosist 128 71 55,50

P=0,006

Cozdiirme sonras1 24-48 ve 72. saatlerde embriyolarin canlilig1 kontrol
edilerek hatched orani Cizelge 3.5°da ve Grafik 3.3’te de belirtildigi sekilde; Grup I’de
%28,57; Grup 1I’de %39,39; Grup III’te %71.88 ve Grup IV’te %41,18 bulundu.
Yapilan istatistik degerlendirmeler sonucuna gore hatched oraninda Grup I-11 ve IV
arasinda onemli bir farklilik bulunmazken Grup II’iin hatched orani diger gruplardan
onemli bir sekilde yiiksek bulundu (p=0.002). Grup III’te yer alan embriyolar
¢cozdlirme sonras1 7 giin incelendiginde ise hatched orani (%78,10), Grup I (%31),
Grup 11 (%48,50) ve Grup IV’ten (%55,90) 6nemli bir sekilde yiiksek bulundu ve Grup
[-1I-IV arasindaki farkliligin ise 6nemsiz oldugu tespit edildi (p<0,001) (Cizelge 3.6
ve Grafik 3.4). Embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi hatching ve hatched sekilleri Sekil
3.5’te gosterilmistir. Sunulan tez ¢calismasinda sigirlarda yavas dondurma protokoliine
blastosist sivisinin aspirasyonunun (AC) eklenmesi ile ¢ozdiriilen embriyolarin

canliliginin arttig1 ve AC’nin basariyla uygulanabilecegi tespit edildi.
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Cizelge 3. 5. Cozdiirme sonrasinda 24., 48. ve 72. saatlerde blastosist ve ekspanded
blastosistlerin viyabilite oranlari.

Embriyo Cozdiirme sonrasi hatched sayilari Hatched embriyo
Sayisi toplami

24. 48. 72. N) (%)
Grup I 42 (AC+Vit) 4 6 2 12 28,57
Vit 13 39,39°

Grup I 33 (Vit) 3 5 5

Grup ITI 32 (ACTSH) 6 1 6 23 71,88
b

Grup IV 34 (SF) 2 7 5 14 41,18

a,b: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir (P=0,002).

Cizelge 3. 6. Cozdirme sonrasinda 7 gilin siire takibi sonrasinda blastosist ve ekspanded
blastosistlerin viyabilite oranlari.

Hatched
Embriyo Cozdiirme sonrasi re-ekspanded ve hatched embriyo
Sayisi sayilari toplami
5. 6. 7.
24.sa 48.sa 72.sa 96.sa gin gin gin (N) (%)
Grup I 42 (AC+Vit) 4 6 2 1 0 0 0 13 31,00
Grup I1 33 (Vit) 3 5 5 2 0 1 0 16 48,50°

GrupIlI 32 (AC+SF) 6 11 6 2 0 0 0 25 7810°

Grup IV 34 (SF) 2 7 5 30 0 2 19  5590°

a.b Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan veriler arasi farklilik 6nemlidir (p <0,001).
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Grafik 3.3. Cozdiirme sonrasinda gruplara gore embriyolarin 72. Saatteki hatched ve non-hatched

orani
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Grafik 3.4. Cozdirme sonrasinda gruplara gore embriyolarin 7 giin sonraki hatched ve non-

hatched orani
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Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Sekil 3.5. Grup I-II-III-IV embriyolarin ¢dzdiirme sonrasi 24-48-72. saatlerdeki viyabilitesi a.
Embriyonun ¢ozdiirtildiigii an b. Re-ekspansiyonu c. hatching d. hatched (40X biiyiitme) (Rakuno
Gakuen Universitesi, Hayvan Reprodiiktif Biyoloji ve Teknoloji Laboratuvari. Onur, 2016).
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4. TARTISMA

Yeni tiretim tekniklerinin gelistirilerek test edilmesi, IVP sigir embriyolarindan elde
edilen sonuglarin iyilestirilmesinde oldukc¢a Onemlidir. Giinlimiizde sigir embriyo
iiretimi i¢in in vitro teknikler iyi bir sekilde kurulmus olsa da, oosit olgunlagmasi ve
kaliteli embriyo eldesi heniiz optimal sartlara ulagmamistir (Imai ve ark., 2002b;

Rodriguez Martinez, 2012; Pryor ve ark., 2015).

Gilinlimiizde IVP embriyolarinin gelisim sirasindaki kinetik ve morfolojileri
incelenerek 1yi kaliteli olanlarin belirlenmesi i¢in ¢caligmalar yapilmaktadir. Bu amagla
Takayama ve ark. (2015), sigirlarda OPU-IVF ile elde edilen embriyolara IVF sonrasi
27., 31. ve 55. saatlerde cleavage kontrolii yapmistir. Bunun sonucunda 27. saatte 2
hiicreli, 31. saatte 2 hiicreli ve normal boliinmeye sahip olan ve 55. saatte 8 ve daha
fazla boliinme gosterenlerde blastosist oranlarinin en yiiksek (%82,1) oldugu
gosterilmistir. Bu tez calismasinda ise bu arastirmadan goéz Oniine alinarak
embriyolarin cleavage kontrolii 27-31. saatlerde ve 51-55. saatlerde gerceklestirildi ve
5 hiicreli ve daha fazla boliinmeye sahip olan zigotlar 51-55. saatlerde daha ytiksek
oldugu tespit edildi. Ancak ¢alismada elde edilen toplam blastosist oran1 Takayama ve
ark. (2015)’dan daha diisiik bulundu. Olusan bu farkliligin oositlerin elde edilme
yonteminden ve kalitesinden kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Punyawai ve ark.
(2015)’nin  yaptiklar1 bir calismada, IVF sonrasinda kiiltiire yerlestirilen sigir
zigotlarinin cleavage kontrolii 48. saatte yapilmis olup > 5 hiicre sayisina ulasanlarin
orant %60, blastosist oranlar1 ise; 7-8-9. giinlerde sirastyla %32, %9.3 ve %2 olup,
toplam blastosist oran1 %43,3 olarak bulunmustur. Bu calismada ise ilk cleavage
kontroliiniin yapildig1 27-31. saatlerde tespit edilen 5 hiicreli ve daha fazla hiicreli olan
zigotlarin cleavage oran1 Punyawai ve ark. (2015)’dan daha diisiik bulunurken ikinci
kontroliin yapildig1 51-55. saatlerde gozlenen oran ve elde edilen toplam blastosist
orani benzer bulundu. Bu farkliligin cleavage kontrol saatinin ve in vitro
maturasyonda  kullanilan  soliisyonlarin ~ farkli  olusundan  kaynaklandig:
distiniilmektedir. Calismada 7. giinde elde edilen embriyo oran1 Punyawai ve ark.

(2015)’nin ¢alismasindan daha az bulunurken 8 ve 9. giinlerde elde edilen embriyo
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orani daha yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin sebebinin IVP adimlar1 sirasinda
kullanilan soliisyon, kiiltlir sartlar1 ve uygulayici farklilig: ile birlikte oositin elde

edildigi mezbaha materyalinin kalitesinden de kaynaklandigi kanisina varilmistir.

Imai ve ark. (2002b), IVP sigir embriyolarinda kriyotoleransin ve farklh
faktorlerin embriyolarin gelisim yetenegi tizerindeki etkisini aragtirmistir. Calismada
M-199, %5 CS ve kumulus hiicreleri ile kiiltiire edilen zigotlarin cleavage orani %80,5
ve toplam elde edilen blastosist oram1 %38.8 olarak belirtilmistir. Aymi ¢alismada
CR1aa, %5 CS ve kumulus hiicreleri ile kiiltiire edilen zigotlarin c/eavage ve toplam
blastosist orani sirasiyla %76,1; %46.4 ve ayni soliisyonda kumulus hiicreleri olmadan
kiiltiire edilen zigotlarin cleavage ve toplam blastosist oran1 %80; %49,1 olarak tespit
edilmistir. Boylece IVM-IVF oositlerin kiiltiiriinde kumulus hiicreleri olmadan CR1aa
solisyonunda kiiltiiriin M-199’a gére daha basarili oldugu gosterilmistir. Sugimura ve
ark.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, in vitro maturasyonda CR 1aa soliisyonu
ile kiiltiire edilen KOK ya da oositlerde >4 hiicreli embriyo oran1 %72.7 bulunurken
7. giindeki Exp Bl oran1 %24 bulunmustur. Aynmi1 calismada WOW sitemi ile kiiltiire
edilen embriyolarda bu oranlar sirasiyla, %71.2, %24.8 olarak tespit edilmistir.
Calismalardaki cleavage oraninlarinin tez ¢alismasindan yiiksek olmasinin sebebinin
cleavage kontrol saatlerinin farkliligi, uygulayici farkliligi ve kullanilan materyalin
kalitesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Imai ve ark. (2002b)’nin, M-199, %5
CS ve kumulus hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen zigotlarin blastosist orani bu
calismadan diisiik olmasinin sebebinin kullanilan kiiltiir soliisyonunun farkli olmasi
kanaatine varildi. Ancak ayni yontem ile maturasyon yapilan gruptaki sonucun bu
calismadan daha ytiksek bulunmasi hem uygulayici farkliligi hem de kullanilan oositin
kalitesinden kaynaklandig1 diisiiniildii. Kullanilan mezbaha materyalinin kalitesi,
caligmanin yapildigit mevsim, hayvanlarin tasidiklari hastalik, hayvanlarin kesim
sebebi (Ozellikle infertilite sebepleri), hayvanlarin beslenme sekilleri ve kesim
sirasinda  siklusun hangi evresinde olduklar1 gibi sebeplerden etkilendigi

diistiniilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, CR1aa ve IVDI101 kiiltiir soliisyonlarini farkli oksijen

ylizdelerinde inkiibe ederek, %5 O,’de CR1aa soliisyonunda >4 hiicreli embriyo orani
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ve 7. glindeki blastosist orant %50.8 ve %80 olarak bulunmustur. IVD101 soliisyonu
ile kiiltiire edilenlerde ise bu oranlarin %52.9 ve %95 oldugu bildirilmistir (Somfai ve
ark., 2010). Farkli sirali ve iki asamal1 kiiltiir sistemlerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
KSOM+%0.4 BSA ve KSOM+%35 FBS soliisyonlarinda kiiltiire edilen muhtemel
zigotlarin 7. giindeki blastosist oran1 %37 olarak bulunmustur (Felmer ve ark., 2011).
Yapilan bagka bir calismada G1/G2 ve SOFaa kiiltiir soliisyonlarinin karsilastirilmis
ve cleavage oran1 G1/G2 ile kiiltiire edilen embriyolarda %68,2 bulunurken ayni oran
SOFaa soliisyonunda %54,5 bulunmustur. G1/G2 ve SOFaa soliisyonlarindan elde
edilen blastosist oranlar1 ise sirastyla %29,5 ve %32°dir (Sanches ve ark., 2012). Yeni
in vitro kiiltlir sistemlerinin arastirildigi bir ¢alismada ise, Embryo Trans Biotech
(ETB) sistemlerinden olan BO-IVM, BO-IVF ve BO-IVC soliisyonlarini kullanilarak
elde edilen embriyolarin kontrol grubundaki cleavage ve canlilik oranlar1 arasinda bir
fark bulunmamistir (sirasiyla, %80.5 ve % 48.4; %81.3 ve %42.9) (Pryor ve ark.,
2015). Calismada ikinci kontroliin yapildigi 51-55. saatlerde gozlenen oran ise,
Sanches ve ark. (2012)’nin SOFaa soliisyonu ile elde ettikleri sonu¢ ve Somfai ve ark.
(2010)’nin sonuglarindan daha yiiksek bulunurken diger calismalardan daha diisiik
bulundu. Olusan bu farkliligin cleavage kontrol saatinin farkli olusu ve ¢alismalarda
in vitro maturasyonda igin ticari sollisyonlarin kullanilmis olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica calismada 27 ile 31. saatler arasinda yapilan cleavage
kontroliinde 2, 3 ve 4 hiicreli zigot oranlari, 51 ile 55. saatler arasindaki kontrole gore
daha yiiksek bulundu. Ancak 5 hiicreli ve daha fazla sayida hiicreye sahip olan
zigotlarin oran1 ilk kontrolde diisiik bulunurken ikinci kontrolde yiiksek oldugu
goriildii. Bunun sebebinin zigotlarinin ¢ogunlugunun 31. saate kadar 4 hiicreli hale
gelebildigi ve 51-55. saatler arasinda ise ilk kontrolde béliinenlerin boliinmeye devam
ederek 5 ve daha fazla hiicreli hale geldiklerini gosterebilmektedir. Cleavage kontrolii
sonrasinda boliinme oranlarinin diger ¢alismalardan farkli olmasinin, kontroliin diger
caligmalarda 48. saatte ve bir kez yapilmis olmasindan kaynaklanabilecegi kanisina

varildi.

Memeli oosit ve embriyolarinin uzun siireli korunmasi amaciyla yavas
dondurma ve vitrifikasyon yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Yavas dondurma

yontemi uzun siirmesi, buz kristali olusturmasi ve dondurma cihazina ihtiyag
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duyulmas1 sebebiyle daha fazla zaman ve para gerektirmektedir. Vitrifikasyon ise
embriyolarda hizli sogutma ve ¢ozdiirme oranlarina sahip olmasi nedeniyle yavas
dondurma yonteminin dezavantaji olan buz kristali olusumunu 6nlemektedir. Ayrica
dondurma sirasinda kullanilan soliisyonun hacminin azaltilmas: vitrifikasyon
olasiligin1 artirmaktadir. Bu sebeple minimum hacim tasiyici sistemler ile kullanilan
miktar <1 ul’ye diisiiriilmekte boylece hizlica soguma saglanabilmektedir (Yu ve ark.,

2010; Inaba ve ark., 2011; Zhao ve ark., 2012).

Diisiik konsantrasyonda etilen glikol kullaniminin dondurma iizerindeki
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, 1,5 M EG kullanarak yavas dondurma yontemiyle
dondurulup ¢ozdiiriilen embriyolarin 72 saat sonraki re-ekspansiyon ve hatching
oraninin %76,3 ve %63,2 oldugu tespit edilmistir (Takayama ve ark., 2016). Bagka bir
caligmada, yavas dondurma yontemi ile dondurulup ¢ozdiiriilen blastosistlerin
viyabilitesi incelenmis ve ¢ozdiirme sonras1 24-48-72. saatlerdeki viyabilite oranlar
sirayla %59, %45, %41 olarak bulunmustur (Imai ve ark., 2002b). Giliney Kore’de
2008 yilinda yapilan bir caligmada ise, klasik yavas dondurma yontemiyle dondurulup
¢Ozdiiriilen embriyolarin canlilik oram1 24. saatte %74,6; 48. saatte ise %53,3 olarak
tespit edilmistir (Lim ve ark., 2008). Tez calismasinda yavas dondurma kontrol
grubunda (Grup IV) elde edilen hatching/hatched orani aspire ve yavas dondurma ile
dondurulan gruptan (Grup III) 6nemli bir sekilde diisiik bulundu ve diger dondurma
gruplar1 arasindaki farklililk anlamli bulunmadi. Grup III’iin 72 saat sonraki
hatching/hatched oran1 Lim ve ark. (2008)’nin ¢calismasi1 disindaki diger ¢alismalardan
yliksek bulunurken, yavas dondurma kontrol grubu sonucu biitiin diger ¢caligmalardan
daha diistiktiir. Boylece blastosist s1vist aspirasyonunun yavas dondurmada ¢ozdiirme
sonrasi canliligi artirdig1 kanisina varildi. Lim ve ark (2008)’nin c¢aligmasindaki
farkliligin ise, hatched orani1 degerinin farkli saatte alinmasi oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica Grup IV sonucunun diger ¢alismalardan diisiik olmasinin sebebinin, kullanilan
ovaryum kalitesi, uygulayict farkliligi, IVM-IVF-IVC adimlan sirasinda kullanilan

yontem farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniildii.

Inaba ve ark.’nin 2016 yilinda, s1gir blastosistlerinde dondurma yonteminin re-

ekspansiyon hiz1 ve trofektodermdeki DNA fragmentasyonuna etkisinin inceledikleri
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calismada, farkli konsantrasyonlardaki EG, DMSO ve sukroz ile cryotop kullanilarak
vitrifiye edilen embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi 24. saatteki viyabiliteleri %86.5
bulunurken, geleneksel yavas dondurma da bu oran %49.6 bulunmustur. Akkog ve ark.
(2011), solid surface vitrification (SSV) teknigi ile klasik vitrifikasyon teknigi
karsilastirarak ¢6zdiirme sonrasi canlilik orani 24 saat sonra sirasiyla %82.6 ve %34.8
olarak tespit etmistir. Calismada uygulanan vitrifikasyon protokolii Akko¢ ve ark.
(2011)’nin ¢alismasiyla benzer olup hatched orami daha yiliksek bulunurken diger
kontrol gruplarinda elde edilen hatched orani, Inaba ve ark. (2016)’dan daha diisiik
bulundu. Olusan bu farkliligin uygulayici, kiiltiir sirasinda kullanilan soliisyon ve
tekniklerin farkli olusundan kaynaklandigi diisliniilmektedir. Ayrica vitrifikasyon
sirasinda kullanilan SSV teknigi ve cryotop gibi minimum hacim kullanimina olanak
veren sistemlerin, klasik 0,25 ml’lik payet ile vitrifiye edilenlere gére daha basarili
oldugu bu sayede, dondurma sirasinda embriyonun maruz kaldigi soliisyonun hacmi
ne kadar az olursa o kadar az toksisiteye maruz kaldigi ve basari sansinin arttig

diistiniilmektedir.

Insan IVF laboratuvarlarinda dondurma sirasinda blastosist sivisi1 yiiziinden
dehidrasyonun yetersiz olmasi nedeniyle buz kristali olusabilecegi bildirilmistir.
Bastosdl hacmi ekspanded blastosistlerde daha fazla oldugu i¢in erken asamadaki
blastosistlerle karsilastirildiginda dondurmaya daha duyarhdir. Lazer atisi,
mikropipetleme, mikro igne ile punksiyon, blastosdl aspirasyonu ve ozmotik sok gibi
yontemler blastosist kavitesinin kollapsi i¢in kullanilabilmektedir (Iwayama ve ark.,
2011; Palini ve ark., 2013). Palini ve ark. 2013 yilinda blastosist sivisindan ilk DNA
izolasyonunu gerceklestirilerek, bu sekilde PGD’nin yapilabilme ihtimalini ortaya
cikarmiglardir. Herrera ve ark. (2015), at embriyolar ile yaptiklar1 bir ¢alismada
blastosist s1vist ile cinsiyet tayini gergeklestirmislerdir. Hinricks ve Choi’nin 2016’da
yaptiklar1 caligmada ise atlarda mikromanipiilator kullanilarak yapilan blastosist
kollaps1 dondurma protokoliinde basar1 ile uygulanmistir. Jensen ve ark. (2014)’1 da

blastosist hiicreleri ve blastosist sivisindan proteomik analizi ger¢eklestirmislerdir.

Vanderzwalmen ve ark.’nin 2002 yilinda insan IVF laboratuvarinda yaptiklari

bir ¢alismada, vitrifikasyon sonrasi ¢ozdiiriilen morula, erken blastosist ve blastosist
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ekspanded blastosist canlilik oranlar1 sirayla %54,5; %58,5 ve %20,3 bulunmustur.
Vitrifikasyon oncesi blastosdl kavitasinin punksiyonu sonrasinda ¢dzdiirme orani ise
%70.6’ya ylkselirken ayni sekilde gebelik orani da %4,5’ten %20,5’e ¢ikmistir.
Boylece dondurma oOncesinde ekspanded blastosistlerde sivinin azaltilmasimin
embriyolarin yagsam yetenegini artirdigi gosterilmistir. Keskintepe ve ark. (2009),
insanlarda yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, uygulanan biyopsi ydntemine
bakilmaksizin (blastomer biyopsisi ya da ICSI pipeti ile blastosoliin kollaps1)
vitrifikasyon yonteminin yavas dondurma yontemine gore daha iyi oldugunu
bildirilmistir. Yavas dondurulan ve biyopsi yapilan embriyolarda canlilik oranmi %71,
biyopsi yapilmayanlarda %83 bulunurken vitrifiye edilen ve biyopsi yapilanlarda %95
ve biyopsi yapilmayanlarda %97 olarak bulunmustur. Tez ¢alismasinda ise yukaridaki
caligmalardan farkli olarak yavas dondurma yontemine blastosdl aspirasyonun
eklenmesi ile ¢dzdiirme sonrasi canlilik oraninin vitrifikasyon goére daha basarili

oldugu tespit edilmistir.

Feng ve ark. 2010 yilinda mikro cam pipet kullanarak artificial collapse
sonrasinda dondurduklar1 insan ekspanded blastosistlerinin ¢ozdiirme sonrasi canlilik
(%95.3), implantasyon (%38) ve dogum (%44.6) oranlari artirilmistir. Ayrica artificial
collapse uygulanan yeni dogan bebeklerde herhangi bir anomali tespit edilememistir.
Levi-Setti ve ark.’nin (2016) yaptiklar1 calismada ise, injeksiyon pipeti ile TE
hiicrelerden girerek ekspanded blastosistlerin kollapsin1 gerceklestirdikten sonra
vitrifiye etmislerdir. Bunun sonucunda artificial collapse yapilan embriyolarin canlilik
oran1 %97.8 olup implantasyon, gebelik ve dogum oranlar1 kontrol grubundan ytiksek
bulunmustur. Lewi-Setti ve ark. (2016) ve Feng ve ark. (2010)’nin c¢alismalarinda
kullanilan AC yontemi benzer olsa da bu ¢alismada artificial collapse sonrasi vitrifiye
edilen embriyolarinin ¢dzdiirme sonrasi canlilik orani digerlerinden diisiik bulundu.
Insan IVF’inde artificial collapse sonrasi vitrifiye edilen embriyolarin ¢dzdiirme
sonrasi canlilik oraninin bu ¢alismadan yiiksek olmasinin sebebi kulanilan materyal
tiriiniin farkli olmasi, oositlerin in vivo olarak elde edilmesi, embriyolarin
dondurulmasinda kullanilan payet sistemlerinin farkliligit ve uygulanan artificial

collapse yontemlerinin farklili olmasindan kaynaklandig diistiniildii.
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Caplart 300 um’den biiyiikk olan at embriyolarinin dondurulma sonrasinda
gebelik oranlar oldukea diisiik olmaktadir. Bu nedenle at ekspanded blastosistlerine
vitrifikasyon oncesinde blastasol kollapsi uygulanmis ve bu yontemin uygun ¢apli bir
pipet kullanilarak yapildig1 takdirde vitrifikasyonda basar1 saglayacag: bildirilmistir
(Choi ve ark., 2011). Bartolac ve ark. (2015), blastosdl kollaps1 yapilan domuz
embriyolarininin vitrifiye edilip ¢ozdiiriilmesi sonucunda viyabilite oran1 kontrol
grubundakilerden daha diisiik bulunmustur. Boylece domuzlarda vitrifikasyon
oncesinde uygulanan AC’nin basariyr artirmadigini bildirmistir. Vitrifikasyon
oncesinde suni kollaps uygulamasinin insanlarda ve domuz haricindeki hayvan
tirlerinde de basariyla uygulanabilirligi yapilan calismalarla gosterilmistir. Ancak
dondurma 6ncesi artificial collapse yontemi heniiz insanlarda oldugu gibi hayvanlarda
rutin olarak uygulanamamaktadir. Bu c¢alismada, aspirasyon sonrasi vitrifiye edilen
embriyolarin dondurulmasinda elde edilen sonuglara gére minimum hacim igeren
payet sistemlerinin kullanilmasiyla daha yiiksek viyabilite elde edilebilecegi kanisina

varildi.

Barfield ve Seidel’in 2013 yilinda yaptiklari c¢alismada, IVP sigir
embriyolarinin blastosist s1visinin aspirasyonu sonrasinda geleneksel yavas dondurma
yontemiyle dondurulmus ve EG, galaktoz ve %18 Fikol kriyoprotektanlar: ile iki
adimda, OPS (open pulled straw) yontemiyle vitrifiye edilmistir. Cozdiiriilen
embriyolarin 24 saat kiiltlirleri sonucunda her iki yontemin ¢o6zdiirme sonrasi
viyabiliteleri incelendiginde bu oran, toplam kollabe edilen %50,5; toplam kollebe
edilmeyen %26,3 olarak tespit edilmistir. Yazarlar tamamen ekspande olan ve hatched
blastosistlerin (%45.9), blastosist ve ekspanded blastosistlere (%30) gore ¢ozdiirme
sonrasi canliliklarinin daha iyi sonug verdigini belirtmistir. Calismada ise, 72. saatteki
embriyolarin toplam hatched orani ekspanded blastosistlerde, blastosistlere oranla
onemli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonug, Barfield ve Seidel (2013)’in
calismas: ile benzerlik gostermektedir. Barfield ve Seidel (2013)’in yaptiklar
calismada dondurma ydntemine bakilmaksizin AC’nin etkin oldugu belirtilirken, bu
calismada AC’nin yavas dondurma yonteminde daha basarili oldugu tespit edildi.
Calismalarda AC i¢in uygulanan yontem ve yavas dondurma yontemi benzer ancak

vitrifikasyonda kullanilan kriyoprotektanlar ve payet sistemi farklidir. Caligsmalar arasi
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olusan bu farkliligin vitrifikasyonda kullanilan tekniklerin farkli olmasindan,
kullanilan embriyolar arasinda hatched embriyolarin da bulunmasindan, ¢ozdiirme
sonrasinda viyabilite incelenmesinin sadece 24. saatte yapilmis olmasi ve uygulayici

farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

IVP sigir embriyolarinda yapilan bir ¢alismada Ha ve ark., (2014),
mikromanipiilatdor yardimiyla blastosist kavitesinin punksiyonu sonrasinda
embriyolari iki adimda vitrifiye ederek plastik payette inner surface’e yerlestirmis ve
punksiyon yapilan grupta 24. saatteki hatched orami %62.9 olarak bulunurken
punksiyon yapilmayan grupta bu oran %37.1 olarak bulunmustur. Nunes ve ark. 2014
yilinda IVP si8ir embriyolarini iki farkli sukroz soliisyonu (0.125 ve 0.25 M) ya da
mikromanipiilatér yardimiyla igne punksiyonu yontemlerini kullanarak AC yapmis ve
vitrifikasyon yontemiyle dondurmuslardir. Cozdiirme sonrasi 24 saatteki re-
ekspansiyon oranlar1 sukroz ve igne punksiyonu ile AC yapilan embriyolarda kontrol
grubuna gore daha diisiik bulunmustur (sirayla %51.6, %27.6, %86.1). Calismada
vitrifikasyon kontrol ve yavas dondurma kontrol grubu, 72 saat sonra yapilan
viyabilite oranlar1 Ha ve ark. (2014)’nin ¢aligmast ile benzer bulunurken Nunes ve ark.
(2014)’dan daha diisiik bulunmustur. Aspirasyon sonrasi vitrifiye edilen grup (Grup
I), Nunes ve ark. (2014) ile benzer bulunurken Ha ve ark. (2014)’nin ¢aligmasindan
farkli bulundu. Ancak bu ¢alismada aspire edilen ve yavas dondurulan embriyolarin
¢Ozdiirme sonrasi canlilik oraninin diger calismalardan daha fazla oldugu tespit edildi.
Vitrifikasyon sonucundaki farkliliklarin kollaps i¢in kullanilan yontemin, viyabilite
kontrol saatinin, vitrifikasyon soliisyonlarimin farkliligit ve blastosistin payete
ylklenme sekli oldugu diisiiniildii. Ayrica aspirasyon sirasinda az da olsa zona
pellusidaya zarar verildigi i¢in vitrifikasyon sirasinda hiicre i¢ine daha fazla
kriyoprotektan girisinin olmasi, viyabiliteyi olumsuz etkiliyebilecegi kanisina varildi.
Bununla birlikte artificial collapse i¢in blastosdl aspirasyonunun daha etkili bir

yontem olabilecegi diisiiniildii.

Tutt ve ark. (2016) calismalarinda, IVP sigir ekspanded blastosistlerin
blastosist sivist aspirasyonunu ICSI pipeti ve holding pipeti kullanarak yapmuistir.

Embriyolar M-199, %20 FCS igerisinde 0.5M sukroz, DMSO ve EG bulunan
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vitrifikasyon soliisyonu ile dondurulup ¢ozdiiriilmesini takiben 48 saat sonraki re-
ekspansiyon oranlar1 karsilagtirilmistir. Kontrol grubundaki re-ekspansiyon ve
hatched orani (%73,5; %30,9) aspirasyon grubundan (%61,5; %19,8) 6nemli derecede
fazla bulunmustur. Bu calismadan farkli olarak, tez g¢alismasindaki vitrifikasyon
gruplarinin hatching/hatched orani kendi aralarinda karsilastirildiginda aradaki fark
onemsiz bulundu. Bu farkliligin kullanilan vitrifikasyon soliisyonlarindan
kaynaklandig1 diisiiniildii. Ayrica kullanilan AC ydntemi iki ¢alismada da aym
olmasma ragmen, yavas dondurma yontemi ile elde edilen sonug, Tutt ve ark.
(2016)’nin sonucundan daha yiiksektir. Bu farkin ise uygulanan dondurma yontemi
farkliligindan kaynaklandigi kanisina varildi. Min ve ark. (2013)’nin ¢alismasinda, in
vitro olarak iiretilen ve somatik hiicre niikleer transferi yapilan sigir hatching ve
hatched blastosistler 29-G igne ile tutularak 6zel olarak c¢ekilerek hazirlanan pastor
pipetleri ile forced blastocoel collapse (FBC)‘mn vitrifikasyon oncesinde etkili bir
uygulama oldugu belirlenmistir. FBC sonrasi cryotop ile vitrifiye edilip ¢ozdiiriilen
IVP embriyolarda canlilik oranit %81.9 olarak bulunmustur (Min ve ark., 2013).
Calismadaki vitrifikasyon kontrol (Grup II) ve aspire-vitrifiye edilen embriyolarin
(Grup I) ¢ozdiirme sonrasi sonuglart Min ve ark. (2013)’dan farkli bulunmustur. Bu
farkliligin ise kullanilan embriyolarin hatching ya da hatched asamasinda olusundan

ve ayni sekilde vitrifikasyon prosediirii farkliligindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Calismada embriyolarin ¢ézdiirme sonrasi bir hafta incelenmesini takiben
Grup III’te bulunan embriyolarin canlilik orani diger {i¢ gruptan 6nemli derecede farkl
bulunurken, bu gruplar arasinda onemli bir farklilik bulunmadi (p<0.001).
Embriyolarin viyabilitesinin 7 giin takibinin 3 giin takip edilenlere oranla daha yiiksek
bulunmasinin 3. giinden sonra da embriyolarin gelisimlerinin devam ettigini
diisiindiirmektedir. Bu calismada, sigir embriyolarimin blastos6l aspirasyonu
sonrasinda yavas dondurma yontemi ile dondurulmasinin ¢dzdiirme sonrasi

viyabiliteyi olumlu etkiledigi ve vitrifikasyondan daha basarili oldugu kanisina varildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, in vitro kosullarda tretilen sigir blastosist sivisinin aspirasyonu
yapildiktan sonra dondurulup c¢ozdiiriilmesini takiben embriyolarin viyabilitesi
incelenerek, artificial collapse metodunun dondurma ¢6zdiirme sonrasi viyabiliteye

etkisinin incelenmesi amaclandi. Buna gore;

e IVP sigir blastosist ve ekspanded blastosistlerde vitrifikasyon ve yavas
dondurma yontemleri Oncesinde blastosist sivisinin aspirasyonunun, ¢ozdiirme
sonrasinda embriyolarin viyabilitesi iizerindeki etkisi ve optimal kosullar
saglandiginda, klasik igerigi tanimli soliisyonlar kullanilarak diisiik maliyette sigir

embriyolarinin in vitro yolla liretiminin gergeklestirilebilecegi belirlendi.

e C(Caligmaya gore, aspire edilen embriyolarin yavas dondurma yontemiyle
dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonra embriyo viyabilitesinin vitrifikasyon yontemine
gore yiiksek oldugu belirlenirken, aspirasyon i¢in secilen embriyonun ekspanded
blastosist asamasinda olmasi, ¢ézdiirme sonrasinda viyabiliteyi olumlu etkiledigi

goriildil.

e Zigotlarm in vitro kiiltliri sirasindaki ilk boliinmelerinin takibinin iki asamali
olarak 27-31 ve 51-55. saatlerde yapilmasinin, kullanilacak embriyonun se¢iminde
onemli olabilecegi saptandi. Artificial collapse’in yavas dondurma protokolii ile
birlikte uygulanmasi ile ilgili fazla caligma bulunmamakla birlikte yapilan tez
calismasinin sonucuna gore, artificial collapse’in yavas dondurma da rahatlikla

kullanilabilecegi ve basarili sonuglar elde edilebilecegi kanisina varildi.

¢ Giinlimiizde embriyolarin dondurulmasinda vitrifikasyon yontemi gelistirilmis

ve hala gelistirilmeye devam etmesine ragmen ¢ozdiirme sonrasi basarisi heniiz yavas
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dondurma sonuglarin1 yakalayamamistir. Bu nedenle klasik vitrifikasyon tekniginden
uzaklasarak minimum hacim saglayan tasima sistemlerinin tercih edilmesi
onerilmekte ve bdylece c¢oOzdirme sonrasi viyabilitenin artirilabilecegi

diistiniilmektedir.

e Blastosist sivisinin aspirasyonu ile embriyoya minimum hasar verilerek,
embriyonun kriyotoleransinin artirilabilecegi kanisina varildi. Blastomer biyopsisi ya
da splitting yontemlerine ihtiyag duyulmadan embriyoya minimum hasar vererek elde
edilen aspirasyon sivisindan hem in vivo hem de in vitro embriyolarda implantasyon
oncesinde genetik tani ve cinsiyet tayini gibi genetik analizler yapilarak, gelecekte
embriyo seleksiyonunun ve hatta, hayvan 1slahinda kullanilan genomik seleksiyonun

bu dénemde daha kolay ve rutin bir hale gelebilecegi diisiiniilmektedir.
e Bununla birlikte aspirasyon yapilan ve dondurulup ¢6zdiiriilen embriyolarin

uterusa transferi sonrasi gebelik oranlarina bakilarak yontemin ciftlik kosullarinda

uygulamaya gegebilmesine katki saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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OZET

Blastosist Sivis1 Aspirasyonunun In Vitro Sigir Embriyolarinda Dondurma
Sonrasi Viyabiliteye Etkisi

Bu calismada in vitro kosullarda tiretilen sigir embriyolarindan blastosist
stvisinin aspirasyonu yapildiktan sonra, embriyolarin vitrifikasyon ve yavas dondurma
metotlariyla dondurulup ¢6zdiiriilmesini takiben viyabilitelerinin incelenmesi
amaclanmustir.

Calismada lokal mezbahalardan toplanan ovaryumlardan elde edilen oositlerde
maturasyon, fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii yapilmasini1 takiben zigotlarin cleavage kontrolii
IVF sonrasi 27-31. saatlerde ve 51-55. saatler olmak lizere iki kez inverted mikroskop altinda
kayit alindi. Embriyonik kiiltiiriin 7-8-9. giinlerinde olusan toplamda 597 adet 5 hiicreli ve 5
hiicreden biiyiik asamadaki zigotlardan 271 adet BL ve Exp-BIl elde edildi (%45,39). Bunlarin
141 adeti (%52,02) iyi kaliteli (good) olarak degerlendirilerek calismada kullanildi.
Embriyolar; aspire ve vitrifiye edilen embriyolar (Grup I), vitrifikasyon kontrol (Grup II),
aspire ve yavas dondurma ile dondurulan embriyolar (Grup III) ve yavas dondurma kontrol
(Grup 1V) olmak {izere dort gruba ayrildi. Aspirasyon gruplarinda yer alan BI/Exp Bl’nin
blastosdl sivisi, 6zel olarak hazirlanan kagillar cam pipet ile mikromanipiilatér ve inverted
mikroskop kullanilarak yapildi. Embriyonun i¢ hiicre kiimesine dokunulmadan trofoblast
hiicreleri arasindan mikroenjeksiyon pipetiyle girilerek blastosist sivisinin tiimii blastosist
kavitesi tamamen kollabe olana kadar aspire edildi. Biitiin gruplarda ¢dzdiirme sonrasi
embriyolarin canlilik oranlari, 24-48-72. saatlerde ve 7 giin siire ile takip edildi. Yapilan
istatistik degerlendirmeler sonucunda, her iki yontem ile dondurulan embriyolarin 3 giin ve 7
giin takiplerinde toplam hatched orani ekspanded blastosistlerde blastosistlere gore daha
basarili bulundu (p=0,004 ve p=0,006). Cozdiirme sonrasinda embriyolarin 24-48 ve 72.
saatlerdeki toplam hatching-hatched orani incelendiginde; Grup I (%28,57), Grup 11 (%39,39)
ve Grup IV (%41,18) arasinda 6nemli bir farklilik bulunmazken, Grup I (%71,88) diger
gruplardan 6nemli bir sekilde yiiksek bulundu (p=0,002). Cézdiirme sonras1 7 giin siire ile
incelenen embriyolarin hatching-hatched orani Grup III (%78,10)’te diger gruplardan 6nemli
bir sekilde yiiksek bulundu (Grup 1-%31; Grup 11-%48,50; Grup 1V-%55,90) ve Grup LII ve
IV arasindaki farkliligin ise 6nemsiz oldugu tespit edildi (p<0,001). Yapilan g¢alismada,
blastosist sivisi aspirasyonunun yavas dondurmada rahatlikla kullanilabilecegi ve basarili
sonuglar elde edilebilecegi sonucuna varildi. Aspirasyon i¢in embriyo se¢iminde embriyonun
ekspanded blastosist asamasinda olmasi, ¢ozdiirme sonrasi viyabiliteyi olumlu etkiledigi
kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: inek, Blastosist, Artificial Collapse, Embriyo Dondurma
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SUMMARY

Effect of Artificial Collapse Method on Freezed-Post Thawed Bovine Blastocysts
Viability.

The aim of this study is to investigate the viability of in vitro produced embryos, which
will be frozen and thawed by using slow freezing and vitrification methods after
blastocyst fluid aspiration.

In this study, oocytes were obtained from slaughter house ovaries using standard
techniques. Cleavage checked was done 27-31 hours and 51-55. hours after IVF under
the inverted microscope. Blastocysts or expanded blastocysts were obtained from 5-
cell < zygotes at 7-8-9 days post fertilization (45,39%). Good embryos were used in
the study and four groups were formed; Group I-vitrification aspirated, Group II-
vitrification control, Group IlI-slow freeze aspirated and Group IV-slow freeze
control. Embryos at 7-8-9 days were aspirated using micromanuplator attached to the
inverted microscope. For aspiration, capillary glass pipettes prepared with
micropipette puller. Microinjection pipette was entered the blastocyst cavity through
trophoblast cells without damaging inner cell mass and blastocoel fluid were aspirated
until the collapse of blastocyst cavity. After thawing, embryo viability was checked
for 24-48-72" hours and 7 days. As a result of the statistical evaluations, the total
hatched ratio of frozen embryos in both methods that follwing 3 days and 7 days after
thawing was found to expanded blastocysts were more successful than blastocysts (p
= 0,004 and p = 0,006). When embryo viability was examined for 3 days, there was
no significant difference was found between Group I (28,57%), Group II (39,39%),
Group 1V (41,18%) but Group III (71,88%) was found significant difference from
other groups (p=0,002). While embryo viability was examined for 7 days, the rates of
hatched embryos of slow freeze aspirated group (Group III) (78,10%) was
significantly higher (p<0,001) than vitrification aspirated groups (Group I) (31%),
vitrification control (Group II) (48,50%) and slow freeze control (Group 1V) (55,90%).
There was no difference between vitrification control, vitrification aspirated and slow
freeze control groups. In the current study, it has been concluded that blastocyst fluid
aspiration can be easily used in slow freezing method and successful results can be
obtained. Viability is positively effected after thawing when embryo is in expanded
blastocyt stage at the selection of the embryo for aspiration.

Keywords: Bovine, Blastocyst, Artificial Collapse, Embryo Freezing
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