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Bu arastirma ii¢ asamadan olusturulmustur. Ik arastirmada kimilis oosit kompleks
(KOK) ve embriyo Gretim iizerine farkli ovaryum tasima ortami ve sicakliklarin etkisi
incelenmistir. Tkinci asamada oosit maturasyonu ve (retilmis olan zigot ve embriyolarm
miktar1 ve kalitesi lizerine ti¢ farkli somatik hiicre ile bes farkli ortamin ko-kiltir
edilmesinin etkisi incelenmistir. Son asama olarak ikinci asamada liretilmis olan 2-8
blastomerli zigotlar tavuk embriyo amniyotik boslugu (TEAB) iginde inkiibe edilerek
blastosist olusum oran1 ve diger 6zellikleri incelenmistir. ilk asamanin sonuglarma gore
ovaryum tagima ortami ve sicakliklari KOK’lerin maturasyonunu etkileyerek en ¢ok
maturasyon orani, 4 °C sicaklik ve CR1 ortaminda gortlmiistiir. Ancak blastosist olusum
orant, i¢ hticre kiimesi (IHK) ve terfoktoderm (TE) hiicre sayis1 6zellikleri bu faktorlerden
etkilenmemistir. Ikinci aragtirmanin sonuglarma gére ovidukt hiicreleri ile tavuk embriyo
amniyotik sivisi (TEAS) ortaminda ko-kiilture tabi tutulan zigotlarda maturasyon,
fertilizasyon, blastosist olusum orani ve blastosistlerin diger o6zellikleri iyilesmistir.
Ucgiincii arastirmanin sonuglari ise TEAB i¢inde zigotlarin inkiibasyonu hiicre icermeyen
sistemlerden daha ¢ok blastosist olusumuna neden olmustur. Sonug olarak, ovaryum
tasimasi i¢in en iyi Sicaklik ve ortam olarak 4 °C sicaklikta CR1 ortami bulunmustur.
Ayrica KOK ve zigotlarin ovidukt hiicresi ile beraber TEAS ortami i¢inde ko-kultur
edildiginde oositlerin gelisme yetenekleri ve tretilen embriyolarin 6zellikleri iyilesmistir.
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This study was composed from three examinations. The first examination was conducted to
investigate the effects of ovary transportation medium and temperature on cumulus oocyte
complexes (COCs) and characteristics of embryos. The second examination was investigated for
the effects of co-culturing of COCs and zygotes with three somatic cells in five media on oocyte
maturation and quality and quantity of produced embryos. In the final examination chick
embryonic amnion cavity was used for the incubation of 2-8 cell zygotes which produced by the
second examination. The result of first examination was revealed that the COC’s maturation rate
was affected by medium and temperature. It was found that, 4 °C resulted in high maturation rate
than other transportation temperatures. The Charles Rosenkrans medium (CR1) has given better
maturation cleavage rate compared to the others. There was neither significant difference in
blastocyst formation rate and nor inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE) cells counts
regarding transportation factors. The second examination was shown that co-culturing of the
COCs and zygotes with oviductal epithelial cells in check embryo amniotic fluid (ChEAF)
resulted in higher rate of maturation, fertilization, blastocyst formation and quality. The third
examination demonstrated that incubation of zygotes in check embryo amniotic cavity (ChEAC)
only improved blastocyst formation rate in culturing systems without any somatic cells. In
conclusion, the transport of ovaries in CR1 at 4 °C is effective for maintaining early
developmental competence of cattle oocytes. And co-culturing of COCs and zygotes with bovine
oviductal epithelial cells in ChEAF was improved the developmental competence of oocytes and
embryos.
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1. GIRIS

Dinya nufusunun ¢ogalmasindan dolay: hayvansal driinlere artan talepleri karsilamak
icin yeni teknolojilerin zootekni biliminde kullanimi zorunlu hale gelmistir. Tum ciftlik
hayvanlarinin genetik, iireme ve yetistirmesinde pratikte kullanilabilir yeni bilgiler,
buluslar ve teknolojilerin katilimi zootekninin ilerlemesi agisindan hayati 6nem
tasimaktadir (Joan vd. 2010).

Hayvansal Uretimi artirmak amaciyla evcil hayvan tiirliniin tiremesinde uygulanan yeni
teknolojilerin ilk nesli (kizginligin senkronizasyonu, sperma toplama, sperma dondurma
ve yapay tohumlama) genellikle giinimiizde kullamlmaktadir. Ureme teknolojisinin
ikinci nesli ise embriyo Uzerindeki teknikleri (stiperovulasyon, embriyo toplama,
dondurma ve aktarma) icermektedir (Mermillod vd. 2006). Ureme iizerinde kullanilan

IVP, Greme biyoteknolojisinin ticiincil nesli olarak adlandirilabilmektedir.

1990’11 yillar Ureme biyolojisinin ilerlemesine tanik olunan yillar olarak bilinmektedir.
Bu ilerleme, kismen biyoteknoloji, veteriner ve tip alanlarinda gamet ve embriyo
kaltrinin  basartyla  kullanilmasiyla  birlikte, bugiinkii  toplulugun  zorunlu
ithtiyaclarindan dolay1 da ortaya ¢ikmistir. Tip biliminde, liremeye yardimci teknolojiler
(ART) dol verimi diisiikliigiinii azaltabilmek igin gelistirilirken, hizla ¢ogalan diinya
nufusunun artan ihtiyaclarini karsilamak amaciyla zootekni biliminde de gelismektedir
(Kay ve Brian 2003).

Her bir ovaryum dogumda yiiz binlerce oosit igerir, ama bunlarin ¢ogunlugu atrezi
yoluyla kaybolurlar. Hatta bu islem dogumdan 6nce baslar. Genetik materyalinin bu
biiyiik kayb1 ovaryumlardan oositleri toplayarak, in vitro embriyo dretim yontemlerini
kullanarak azaltilabilir (David vd. 2004, Mapletoft ve Hasler 2005). Ayrica bu teknikler
saf ve melez uretiminde de uygulanilabilirken (Michael vd. 2002) kesilen hayvanlarin
oositlerini de kullanarak onlardan da yararlanma olanagini saglayabilmektedir (Galli ve

Lazzari 2005). In vitro kosullarinda embriyo Gretimi; embriyo aktarimi ve geleneksel



superovulasyonla kiyaslandiginda birka¢ avantaja sahiptir. Ilk olarak, siiperovulasyon
uygulamasina yanit vermeyen sorunlu ineklerde IVP kullamlabilir. Ikincisi, geleneksel
superovulasyona yanit vermeyen saglikli disilerle embriyo toplamaya yanit vermemesi
beklenen 6limcil derecede hasta olan disilerin genetik potansiyelinden yararlanmak
amacityla IVP uygulanabilir. Ugiinclsi, bir disi hayvandan toplanmis oositleri dollemek
icin farkli bogalarin spermasini kullanarak, ayn1 zamanda farkli babadan embriyolar elde
edilebilir. Dordlncisu ise, IVP icin transvajinal oosit toplama yontemlerini kullanarak
oositleri canli verici hayvanin ovaryumlarindan veya kesilmis hayvanlarin

ovaryumlarindan elde edilebilmesini mimkun kilmaktadir (Suthar ve Shah 2009).

Ovaryum yanitinda yiliksek degiskenlik, dollenmenin basarisizligi, embriyo aktarimi ve
geleneksel ¢oklu ovulasyon ile iiretilmis embriyolarda dejenerasyonun olusmasindan
dolay1 son zamanlarda IVP oldukg¢a gelistirilmistir (Gibbons vd. 2006). Yani IVP,
uygulanabilirligi ve avantajlarindan dolayt MOET ile birlestirilmis veya ona bir alternatif
olarak, ¢iftlik hayvanlarinda embriyo tretimi i¢in 6nem tasimaktadir (Havlicek vd. 2005).

Dinya ¢apinda yogun arastirma programlarinin sayesinde, 1982°de ilk IVP buzaginin
dogumundan sonra, sigir IVP’s1 6nemli sekilde ilerlemekle birlikte bu {imit verici
teknigin daha genis ticari kullanimi, hala bazi artakalan eksiklikler nedeniyle
siirlanmaktadir (Mermillod vd. 2006).

IVP birkag yontemin beraber kullanimi olarak, alti basamaktan olusmaktadir (Kay ve
Brian 2003, Mermillod vd. 2006):

1. Oosit Toplama 4. In Vitro Kulttr (IVC)
2. In Vitro Maturasyon (IVM) 5. Dondurma
3. In Vitro Fertilizasyon (IVF) 6. Embriyo Aktarim (ET)

Bu teknigin iyilestirilmesi yalnizca bu metotlarin butlninin uygun sekilde yurdttilmesi

ile miimkiindiir ve her bir asamadaki eksiklik, kusur veya kiictuk bir degisiklik, elde edilen



embriyolarin miktari ve kalitesi lizerinde dnemli derecede etkili olmaktadir. Bu ylizden
IVP’n1 iyilestirmek amaciyla yapilan ¢aligmalar, bu metotta uygulanan tim yontemleri

g0z Oniine almalidir.

Kaynak 6zeti bolimuinde gdzden gegirilen kaynaklar bu metodun iyilestirilmesine ihtiyac
duyuldugunu ortaya koymustur. Bu yiizden yapilacak olan bu c¢alisma bir dizi

asamalardan olusturularak asagidaki amaclara varabilmek i¢in planlanmaistir:

1. Ovaryum tasimak icin genelde serum fizyolojik ve PBS kullanilmaktadir. Ovaryum

tasimak i¢in yeni ortamlar ve onlar igin en iyi sicakligi belirlemek bu agamanin amacidir.

2. Somatik hucrelerle beraber kiltlr etmenin etkisini IVM, IVF ve IVC asamalarinda
belirleyerek IVP’nin her asamasi i¢in en uygun ortam ve somatik hucrelerini

tanimlamaktir.

3. Farkli somatik hiicreler ve ortamlarla beraber kiltir etme metodu sonucuyla elde
edilen zigotlar1 tavuk embriyosunun amniyon boslugu iginde kiltur ederek bu sistemin
iyilestirilmesi ve sonug olarak elde edilen embriyolarin miktar ve kalitesinin artirilmasi

amagclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 in Vitro Embriyo Uretimi

2.1.1 Ovaryum toplama islemi ve laboratuvara aktarimi

Sigir, kegi, koyun ve manda ovaryumlarinin tasinmasinda yaygin olarak % 0.9 serum
fizyolojik (Yang ve Rajamahendran 2002, Rodriguez-Dorta vd. 2007, Amer vd. 2008, Shi
vd. 2009) ve PBS (Thibodeaux vd. 1992, Wani vd. 2000, Silva vd. 2004, Laiq Akbar
Lodhi vd. 2009) kullanilmaktadir. Farkli sicakliklarin etkisini belirlemek amaciyla
yapilmis olan bir ¢alismada serum fizyolojik i¢in en uygun sicaklik 15 °C olarak
belirlenmistir (Wang vd. 2011). Ancak Wongsrikeao vd. (2005) tarafindan yapilmis olan
arastirmada serum fizyolojik ortaminda 4, 15, 25 ve 35 °C sicaklikta ovaryum aktarimi

gerceklestirildiginde 25-35 °C daha uygun bulunmustur.

Granuloza hiicrelerinde apoptozisi dnlemek i¢in kisrak folikilleri Hepes ve Hanks tuzlari
ile tamamlanmis M 199 ortaminda 20-30 °C’de 3 saatten daha az sire kalmalidir. Ancak
kiimults hucrelerinin morfolojisini korumak icin ovaryumlar oosit toplama isleminden 2
saat once 35-37 °C’de tutulmalidirlar. Ayrica, oositin kromatin bi¢gim degisimini 6nlemek
icin ovaryumlar 35-37 °C’de 6 saatten az saklanmalidir. Sonug olarak eger ovaryumlar
oosit maturasyon amagli g¢alismalarda kullanilacaksa ovaryumlarin 4-6 saat 00sit
toplamadan 6nce 35-37 °C’de saklanmasi1 gerekmektedir (Pedersen vd. 2004). Ancak
TCM199 ve IAA (indole3-asetik asit) ile tamamlanmig TCM199 ortaminda 4, 20 ve 39
°C sicakliklarda kisrak ovaryum pargalarinin transportu gergeklestirildiginde 20 °C
sicaklikta 4 saat siiresince bekletme icin TCM199+IAA daha uygun bulunmustur
(Ferreira vd. 2001).

Gomez vd. (2012) tarafindan yiiriitiilmiis olan bir arastirmada kisrak ovaryum pargalari
PBS ve MEM soliisyonlarinda 4, 20 ve 39 °C sicaklikta 4, 12 ve 24 saat slire boyunca

tutuldugunda morfolojik degerlendirme sonuglarina dayanarak 4 saat strede 4 °C



sicakliklt PBS uygun bulunmustur. Ayrica Garcia-Alvarez vd. (2011) gore 5-8 °C
sicaklikli serum fizyolojik ortaminda tasinan Iber kirmizi geyik ovaryumlar: 20-25 °C
sicaklikta tasinanlara gore daha ¢ok bolinme oranina sahip olmustur. Ancak Di
Francesco’ya (2007) gore diisiik sicaklikta serum fizyolojik ortaminda ovaryum

transportu hem bolinme oranini, hem de blastosist oranini iyilestirmistir.

Wang vd. (2011) calismalarinda mezbahada kesilmis ineklerin ovaryumlarindan elde
edilen oositler, OPU (Ovum Pick Up) yontemiyle canli hayvanlardan elde edilenlerle
karsilastirildiginda  gelisim  yeteneginde bir dusiklik goérilmistir. Oositlerin
kalitesindeki bu farkliliklarin, IVP esnasinda oosit {izerine yiiklenen strese bagli olduguna
inanilmaktadir. Ovaryumlar hayvandan ayrildigi zaman stres baglar, depolama
sicakliginda veya ovaryum tasiirken koruma soliisyonunda hafif bir degisim, in vitro
fertilizasyonu (IVF) veya somatik hiicre niikleer aktarimini (SCNT) izleyen oositlerin

gelisimsel yetenegi lizerinde 6nemli etki olusturmustur.

2.1.2 In vitro maturasyon

Folikiiller olustuktan sonra durmus (resting) olan primordial asamasina girerler. Folikuler
gelisimini baglatan mekanizma (primordial folikul aktivasyonu) ve gelisim zamanini

ayarlayan mekanizma tamamen bilinmemektedir (Fortune vd. 2000).

Disi hayvanin puberteye eristigi zaman, ovaryumlarin i¢indeki folikiiller de gelisir. Her
kizginlik dongiisiinde, oositlerin bir ya da birkagi (hayvan tiiriine bagl olmak tizere)
ovulasyondan bir giin 6nce olgun yumurta/yumurtalar olarak gelisir. Oositin maturasyonu
hipofiz  gonadotropinlerinin  etkisiyle baslayip, desteklenir (Brackett 1985).
Ovaryumlarda, biitiin primer folikiillerin gelisimi esnasinda mayotik ilerlemenin bloku,
oositi cevreleyen somatik hucreler veya teka hiicreleri tarafindan {iretilmis, bilinmeyen
faktorler ile kontrol edilir (Tremoleda vd. 2003, Mermillod vd. 2006). Preantral ve biyik
antral folikullerdeki oositler her ikisi de birinci profazda durdurulurlar, ancak bu iki oosit

gruplarindaki mayotik durdurmay1 saglayan mekanizma esas olarak farklidir. Biiyiik



antral foliklllerin oositleri, foliklllerinden ayrildiktan sonra in vitro’da gonadotropinden
bagimsiz olarak maturasyona, spontan (kendi kendine) bir bigimde ugrayabilir, ancak
preantral folikiillerin oositi bu yetenege sahip degildir. Bu nedenle, antral folikiillerin
oositleri es folikiiler somatik hiicrelerden ortaya ¢ikan faktorler ile mayotik asamasinda
durdurulur, ancak preantral folikullerin oositleri otonom dizenleyici mekanizma
araciligiyla profazda durdurulmaktadir. Bu yizden, preantral folikillerin oositleri
mayozu kaldig1 yerden devam ettirmek i¢in gereken yetkiye sahip degildir (Hasler 1998).

Oosit maturasyonu, ¢ekirdek ve sitoplazmik olgunlagmayi igerir.

2.1.2.1 Cekirdek maturasyonu

Oositin niikleer maturasyonu cekirdeksel degisiklikleri igerir. Bu degisiklikler dnceki
diploit durumundan bir haploit kromozomlu kopyanin iiretimi mayoz déneminde
meydana gelir. Oosit I. profazda germinal vezikil (GV) olarak adlanan gorulebilir
¢ekirdek konumunda durdurulur. Mayoz yeniden baglarken niikleer ortiisiiniin bozulmasi
gibi germinal vezikill yikimmi oosit gecirir. Birinci metafazda kromozom
kondenzasyonu, ig iplikcilerinin Gzerinde ¢ift olarak homolog kromozomlar dizilir.
Anafaz ve telofaz esnasinda bivalantlara (iki degerliler) ayirilirken homolog
kromozomlar da ayrilarak ikinci metafaz ortaya c¢iktigi zaman ayrilma islemi
tamamlanmis olur. Bu asamada birinci kutup cisimcigin goriilmesiyle ayirt edilebilir.
Ikinci kutup cisimcigin  bulunusu, basarili fertilizasyonu izleyen mayozun

tamamlanmasiyla ortaya ¢ikar (Christian 2008).

Cekirdek maturasyonu, LH surge’una yanit olarak II. Metafaz asamasina kadar ilerleyip

daha sonra mayoz, ovulasyonun ger¢eklesmesine kadar durdurulur (Brackett 1985, Peng
vd. 1991).



2.1.2.2 Sitoplazmik maturasyon

Oositin sitoplazmik maturasyonu, nikkleer maturasyonun tamamlanmasi, fekondasyon ve
erken embriyojenezizin kapasitesi i¢in oosit ilizerine yavas yavas asilan olaylar
icermektedir. Bu ylzden implantasyona, gebeligin baslamasina ve fetlisin normal
gelisimine zemin saglamaktadir (Watson 2007). Sitoplazmada ortaya g¢ikan Onemli
degisiklikler organellerin yapisal degisikligi, major translasyonel faaliyeti (bircok yeni
protein sentezlenirken digerlerinin sentezinin bitisi) ve mRNA, proteinler, kalsiyum
duzenleyici mekanizmalarin gelisimi, MAPK ve MPF’in faaliyetindeki degisiklikler,
substratlar ve besinlerin birikimidir (Memili vd. 2007, Watson 2007, Rahman vd. 2008).
Sitoplazmik maturasyon ooplasmanin kortikal bolgesinde kortikal grantllerinin gogi gibi
iyi taninan morfolojik degisiklikleri igerir (Mermillod vd. 2006). Muhtemelen in vitro
embriyo liretiminin biitlin islemleri arasinda en kritik olan islem in vitro maturasyondur
(Mermillod vd. 2006). Guniimuze kadar in vivo kosullarinda olgunlasan oosit ile in vitro
ortaminda olgunlasan oositlerin arasinda belli baslh farkliliklar gorilmektedir (Sirard ve
Blondin 1996).

Canli dogum, implantasyon ve blastosist olusum oranlar1 gibi Slgiilen parametreler
dikkate alindiginda, IVM’in basari orani yaklasik olarak IVF’ in yaris1 kadardir (Albuz
vd. 2010). Diisiik gebelik oranlarinin bir nedeni ise in vitro maturasyonunda kullanilan

ortamlarin optimum altinda oldugundan kaynaklanmaktadir (Roberts vd. 2002).

In vitro kosullarinda insan embriyolarinin iiretimi hayvan embriyolart iiretiminden
farklidir. Insan embriyo iiretiminde standart yontemler tamamen gelismis folikillerden
MII oositlerinin aspirasyonu ile baslamaktadir. Bu ylizden oosit maturasyonu in vivo’da
gerceklesmektedir (Fulvio ve Tiziana 2010). Ancak memeli ¢iftlik hayvanlarinda
embriyo Tlretiminde kullanilan oositler olgunlasmamis oositlerdir. Kiiltiirde,
olgunlasmamis oositler mayoza kaldigr yerden devam ederek germinal vezikiilden
mayozun ikinci bolinmesinin metafazina (MII) kadar ilerler (Krisher 2004). Ruminant
oositleri genellikle nemlendirilmis atmosferde %5 CO; altinda 39 °C’de olgunlasirlar.

Optimal olgunlasma siiresi (oositlerin % 90’nindan daha fazlasi II. metafaz agamasina



eristigi zaman) 22-24 saattir. Oosit sitoplazmasinin yiiksek lipit igeriginden dolay1
kiiltirleme sirasinda niikleer durumunun ilerlemesinin takibi miimkiin olmamaktadir.
Buna ek olarak, IVP verimini artirmak igin sitoplazmik maturasyon icin kimdalis
hiicrelerinin hazir bulunmasi gereklidir. Oosit, bu hiicrelerle 6rtiindiigiinden dolay1
kiimiilis hiicrelerinin genislemesi IVM esnasinda oosit maturasyonunun yalniz
gorinebilen belirtisidir. Bu hiicreler hyaluronik asit {iretirler. Hyaluronik asit salgilanip
ekstraselliiler matrikste polimerleserek hiicre arasi boslugunun artisina neden olur

(Mermillod vd. 2006).

In vitro’da oosit’in maturasyonunda kullanilan kiiltiir ortamlar1 yaygin olarak basit ve
kompleks kiiltiir ortamlarina boliinebilirler. Basit ortamlar genellikle tamponlanmis
bikarbonat sistemleri olarak serum fizyolojikle birlikte pirtvat, laktat ve glikozu icerir.
Basit ortamlarin cesitli tiirleri arasindaki belli bagh farkliliklar, ortamlarin i¢indeki iyon
yogunlugu ve enerji kaynaginin konsantrasyon farkliliklarina baglidir. Bu ortamlara
genellikle serum veya albumin eklenir. Ayrica, ¢ok diisiik (trace) miktarlarda
antibiyotikte eklenir (penisilin, streptomisin, gentamisin). Kompleks ortamlar, diger
taraftan, basit ortamlarin bilesenlerine ilaveten, esasen serumda bulunan diizeylerde

amino asit, vitaminler, piirinler ve diger maddeleri icermektedir (Mermillod vd. 2006).

Oosit IVM’sinde en yaygin kullanilan kompleks ortam %10-20 1s1 ile inaktife edilmis
serum (s18ir fetlisliniin serumu, buzagi serumu, dana serumu veya bir kizgin sigirin
serumu olabilir) ile tamamlanmis Earle’s tuzu, L-Glutamine ve 25 mM HEPES’le birlikte
199 doku kiiltir ortamidir (TCM-199). Ham’s-F12, MEM, IVMD 101, RPMI,
Waymouth, Sentetik Sigir Oviduktal Sivi ortami, kullanilan diger kiiltlir ortamlaridirlar.
Ancak bunlarin hepsi maturasyonun ilerlemesi i¢in baska tamamlayicilara ihtiyac
duymaktadir (Danila 2000, Mermillod vd. 2006). Ortam genellikle surfactant etkisi olan
yiiksek molekiiler agirlikli molekiiller ile tamamlanip, ayrica hormonlar ve biiylime

faktorlerini de temin etmektedir (Mermillod vd. 2006).

In vivo kosullarinda oositin sitoplazmik ve niikleer maturasyonunun dogal ortami

folikiiler sivist oldugu icin oosit kiiltlirline uygun oldugu tavsiye edilir. Epidermal



biiyiime faktorii (EGF) ve FSH nin ayrica sitoplazmik ve niikleer maturasyonunda 6nemli
rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif hasardan hiicreleri koruyan glutathionun sentezini
cysteamine (Cys) artirdigi (Alabart vd. 2010) i¢in ortamda bulunmas: yararli olabildigi

sOylenmektedir.

2.1.3 In vitro’da délleme (1VF)

Dolleme, erkek ve disi gametlerinin birlesimiyle sonuglanan bir dizi olaylardir. Bu
olaylar: (1) bir spermatozoit, bir oositin kiimulus hiicre 6rtisiine temas ederek nifuz
etmesi; (2) zona pellusidanin igine girmesi; (3) spermatozoit ile oositin dis zarlarinin
kaynasmasi ve (4) proniikleuslarin kaynagmasi (syngamy) ve ilk bdliinme iginin iizerinde
her proniikleusun kendi kromozomunun siralanmasimi kapsamaktadir (Wright ve
Bondioli 1981). In vitro fertilizasyon, olgun oositlerin disi genital kanalinin diginda

dollenmesidir.

Spermanin direkt uygulamasiyla in vitro’da oositi dollemek amaciyla baslangigtaki
cabalar basarisiz olmustur. Daha sonra, tohumlanmis sigirin uterusundan 12 saat sonra
geri alinan spermi kullanarak basarili fekondasyon elde edildigi, sperm kapasitasyonunun
gerekli oldugunu gostermistir (Kay ve Brian 2003). Bu yiizden IVF’te kullanilan ortam,
kimyasal sinyaller ve besinlerle sperm hiicrelerini destekleyerek sperm hareketliginin
artisini ve kapasitasyon indiiksiyonunu saglamalidir. Bu ylzden, IVF ortamlari
gametlerin kaynagmasini kolaylagtirmak suretiyle embriyonik gelisimin baglamasina

imkan saglamaktadir.

2.1.3.1 Sperm se¢me metodu

IVF programinda sperm se¢me metodu yasayabilen, hareketli ve morfolojisi normal
spermatozoanin segilmesi i¢in kullanilmalidir (Batista vd. 2006). I\VF sistemi Uzerinde
dizenli olarak sperm se¢me metotlar1, seminal plazma veya kriyoprotektant’t kaldirma

ve spermin kalite 6zelliklerini artirma amaciyla kullanilmaktadir (Dode vd. 2002). Sperm



secimi i¢in yikama/santrifiijleme, yogunluk gradyentte Uzerinde santrifiije etme, cam
yiinii kolonu i¢inden yumusak filtrasyon ve kendi-gé¢cme yontemi gibi gesitli yontemler
kullanilmaktadir. Swim-up ve Perkol veya Ficoll santrifiijii en yaygin kullanilan teknikler
olup, sirasiyla kendi-gé¢me ve yogunluk gradyentte santrifiijleme yontemine aittirler
(Dode vd. 2002). Ficoll veya Perkol yogunluk gradyentte santrifiijleme ile swim-up
kiyaslanirken, swim-up ile daha ¢ok yuksek derecede hareketli spermatozoa elde
edilebilir. Ancak, taze semen ile IVF’ten sonra oositin i¢gine girme (penetrasyon) ve
boliinme oran1 acisindan higbir farklilik goriilmemektedir. Konvansiyonel olarak
donmus-erimis semen i¢in hareketli sperm kesintili Perkol gradyenti (zerinde

santrifijleme ile elde edilir (Paramio 2010).

2.1.3.1.1 Yogunluk gradyentte santriflijleme yontemi

Bu yontemde sperm ayirma amaciyla sivilastirilmis seminal plazma yumusak bir bigimde
orijinal semen 6rneginin kalitesine bagl olarak tek (%90) veya kat kat yapilmis ¢ift kolon
yogunluklu perkol (%40/80 veya %45/90) tizerine pipet ile yerlestirilir. Ayirma sadece
ejakilatta yiizen spermin yilizdesine dayanmayip, diger hiicre tiirlerinden bu hareketli
popiilasyonu ayirmak i¢in yumusak santrifiijiin kuvvetine de dayanmaktadir (Tucker ve
Jansen 2002).

2.1.3.1.2 Kendi-go¢me yontemi

Yogunluk gradyent teknigi olmayan swim-up teknigi, en ¢ok kullanilan teknik olarak
belli bir ejakiilatta sperm popiilasyonunun yalnizca kendine 6zgii etkinligine dayanarak
seminal plazmadan hareketli spermin ayrilmasma yol agmaktadir (Tucker ve Jansen
2002). Bu yontemde dikkatlice, 100 pl semen 1 ml sp-TALP igeren konik tlipun altina
yerlestirilip 1 saat siiresince 38°C’li su banyosuna daldirilarak saglanir. 4 ml sp-TALP'in
icine su banyosundaki sp-TALP ortaminin iist tabakasindan 800 pl transfer edilip, 50 x
g’de 10 dk. Santriflyj edilir. Oositi dollemek igin peletten 200 pl’i toplanip, segilir.
(Younis vd. 1991, Wolf vd. 2008).
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2.1.3.2 Sperm kapasitasyonu

Memeli spermi ejakiilasyondan hemen yumurtalar1 délleme yetenegine sahip degildir.
Sperm siirlt bir zaman iginde disi organinda kaldiktan sonra délleme kapasitesini
kazanir. Disi organ ortami, spermde bir dizi fizyolojik degisikliklere neden olur. Bu
degisikliklerin tiimiine kapasitasyon denir (Salicioni vd. 2007). Kapasitasyon da ki tim
degisiklikler tam olarak bilinmemektedir. Ancak, akrozom ve sperm bas zarinin anterior
kismindaki enzimik ve yapisal degisim gibi bazi degisiklikleri icermektedir. Bu

degisiklikler asagida siralamaktadir:

Kalsiyum iyonuna membran gegirgenliginin artis

Membran yapisinin degisimi

Adenil siklaz enziminin aktivasyonu

Proakrosin proteininin akrosine doniisiimi (Ball ve Peters 2004).

Heparine benzer bir tir glikozaminoglikan, kapasitasyonu hizlandiran faktordiir. in
vitroda spermin kapasitasyonu heparin kullanimiyla gergeklesir. Heparin 6zellikle sigir

spermine baglanarak hiicre dis1 kalsiyum varliginda kapasitasyonu ilerletir (Agca vd.

1998).

2.1.3.3 Oositin dollenmesi

Fertilizasyon igin gesitli ortamlar mevcuttur. Ancak, TALP veya SOF temeline dayanan
ortamlar, genellikle IVF i¢in kullanilan ortamlardir. Bu ortamlar IVF amaciyla
kullanildiginda glikoz igermeyip, farkli heparin konsantrasyonlariyla tamamlanirlar.
Sperm ve yumurtanin beraber kultlr edilmesinden 18-20 saat sonra IVF tamamlanir
(Galli ve Lazzari 2005).
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2.1.4 In vitro kosullarinda kiiltiir etme (IVC)

Olgunlagsmamis oositlerin yaklagik olarak %90’1, kizginlik dongiisiiniin farkh
asamalarinda folikiillerinden toplandiktan sonra niikleer maturasyonu gegcirirler; bunlarin
asag1 yukart %80’1 dollenebilir ve en az bir boliinmeyi gecirip, iki-hiicre asamasina
ulasabilir. Ama bu zigotlarin %30-40’1 blastosist asamasina erisebilir. Déllenme sonrasi
diisiik blastosist iiretimi, dollenmeden sonra embriyo kiiltiir ortaminin énemini agiklar.
Oositin kendine 6zgii kalitesi, onlarin blastosist asamasina gelisim oranlarini belirlerken,
fertilizasyon sonrasi kiiltlir ortami, blastosist kalitesi tizerinde en buylk etkiye sahiptir
(Rizos vd. 2003). Fertilizasyon sonrasi kultlr ortami sadece embriyolari gelistiren ortam
degildir; ayrica beraber kultlr tabi tutulan embriyolarin sayisi, Kiltlr ortamina

embriyonun orani ve diger etmenleri de kapsamaktadir (Lonergan vd. 2006).

Fertilizasyondan sonra, varsayimsal zigotlar fertilizasyon ortamindan alinip, giftlik
hayvanlariin ¢ogunda (Cizelge 2.1) 7 giin boyunca kiiltiir ortaminda inklde edildikten

sonra blastosist asamasina erisir.

Cizelge 2.1 Ciftlik hayvanlarinda IVC siiresi

Hayvan tiri  In vitro’da kaltar Kaynak

stresi (gin)

Sigir 7 (Galli ve Lazzari 2005)

Kegi 5-7 (Samake vd. 2000, Izquierdo vd. 2002)
Koyun 7 (Baldassarre vd. 1996)

Deve 7 (Khatir ve Anouassi 2006)

In vitro’da embriyo gelisimi, somatik hiicreler ile beraber kiiltiirlesme, kultlr ortamina
antioksidan eklenmesi ve oksijen yogunlugu gibi birka¢ faktér tarafindan
etkilenmektedir. Kuiltir damlaciginda mevcut embriyolarin sayis1 diger faktordiir;

embriyolar grup halinde kultir edildiginde, tek tek kultlr edilen embriyolardan daha iyi
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gelismektedir. Embriyo gelisiminde grubun etkisi muhtemelen autokrine-parakrine
tarzinda etki eden embriyotropik faktorlerin salgilanmasindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir
(Pereira vd. 2005).

In vitro’da iiretilmis sigir zigotlar1 koyun oviduktu i¢inde kiltiir edildigi zaman blastosist
asamasina erisen oositlerin orani etkilenmeden 6nemli 6l¢iide blastosistlerin soguga karst
dayanikligimi iyilestirmektedir. Bu farkliliklarin en az bir kismi, dogrudan dogruya
ultrastriiktiirel diizeydeki farkliliklara baglanabilir. Rutin in vivo embriyo kiltliri hem
pratikteki glclukler hem de hayvan refahi ile ilgili kurallardan dolay1 tercih
edilmemektedir (Rizos vd. 2001).

Yiiksek yipranma orani biyolojik veya genetik kusurlardan dolay:r ortaya ¢ikabilir. Bu
kusurlar, kisirlik gosteren bireylerin embriyolari, optimum olmayan kiiltiir ortamlarinin
bilesimi, klltir sisteminin fiziksel parametreleri veya bunlarin hepsinin birlesimidir
(Melin vd. 2009). Bu yzden yuksek kaliteli embriyo Gretimini garanti altina almak i¢in

in vitro kiiltiir sistemlerinin iyilestirilmesi gerekmektedir.

2.1.4.1 Kiltir sistemi

iki ortam, iki metabolizma

In vivo’da gelisen embriyo oviduktan, atmosfer gazi ve sivi bilesimleri muhtemelen
uterus limeninden farklidir. Erken embriyo gelisiminde ilerlemis bilim ve maternal
reprodiktif sisteminin mikro-gevresi, embriyo kiiltiirii sirasinda iki ortam kullanimini
Onerir. Sirali (sequential) ortam, gelismekte olan embriyonun 6l¢ilebilen ihtiyaglarina
yanit olarak gelistirilmistir. Sirali ortamin tasarimi, blastulasyon, farklilasma ve
biiyiimeye gore artmis enerji istegini karsilamak i¢in kompaksiyondan dénem esnasinda
pirtivat metabolitinden glikoz metabolitine degisimi {izerine dayanmaktadir. Ayrica, daha
erken embriyonik asamalarinda kisitlanmis altkiime amino asitlere ayarlanirken, genomik

aktivasyondan sonra yirmi amino asitin tiim dizisine ayarlanmaktadir. Yan trun birikim
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miktarinin azaltilmasiyla (mesela amonyum) G1.2/G2.2 gibi sirali ortamindan elde
edilmis sigir embriyolarinin miktar1 ve niteligi ko-kiltlir sisteminden elde edilmis
embriyolar ile karsilastirilabilir. KSOM/SOF, eSOF-98/LSOF-98, SOF1/SOF2 ve SOF-
A/SOF-B siral1 ortaminin diger 6rnekleridir. G1.2/G2.2 sistemi, sigir embriyo kiiltiiriinde

ticari kullanim amaciyla onerilmistir (Feugang vd. 2009).

Embriyonun degisen ihtiyaglarin1 karsilamak i¢in dinamik kaltir sistemleri uygun
gorulmektedir. Bu sistem icin birkag kere oosit ve embriyolarin toplanilmasi ve yeni

ortamda yerlestirilmesi gereklidir.

2.1.4.2 Kiltdr ortamm

In vitro’da dollenmis oositler i¢in farkl kiiltiir ortamlar1 vardir. Onlar formiilasyonlarina

bagli olarak siniflanabilirler:

Tanimlanmamis ortamlar

Serum, bu kultlr sistemlerinin ana pargasindan birisidir. In vitro embriyo tretiminde en
cok tartisilan konu, serum kullanimidir. Ciinkii kimi arastirmalar in vitro embriyo tiretim
esnasinda serum bulunan kiltir ortaminda bazi gelisim bozukluklarinin ortaya ¢iktigini
gostermiglerdir (Thompson vd. 1995, Sinclair vd. 1998). Halbuki ¢ogu arastirmalarin
sonucuna go0re kultlr ortamina serum eklenmesi oositin gelisme yetenegine ve
implantasyon o6ncesi embriyolarin iizerine olumlu etkisinin oldugu kanitlanmistir
(Vanderhyden ve Armstrong 1989, Carolan vd. 1995, Thompson vd. 1998, Tavares vd.
2008, Leivas vd. 2011).

Serum yerine makromolekdller veya sentetik serum konuldugunda embriyo iiretiminin
azaldig1 gosterilmistir (Wang vd. 1997, Sagirkaya vd. 2004). Ancak serum konusundaki
tartismalara ragmen, embriyo iiretiminde kullanilan ortamlarin hemen hemen hepsinde

serum kullanilmaktadir (Gomez vd. 2008). BSA veya serum icermeyen Kkiltir
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ortamlarinda {retilen embriyolarda metabolik faaliyetinde farkliliklar gostermekle

birlikte daha diisiik gelisme yetenegine ve daha az hiicre sayisina sahip olduklari

bildirilmistir (Duque vd. 2003).

Amino asitler, vitaminler, enerjik substratlar ve blyume faktorleri gibi embriyoya cok
yararlt faktorleri saglayan serum, Koltir ortamlarmi embriyotoksik faktorlerle de
bulastirabildigi sdylenilmektedir. Serum genellikle bifazik etki (ilk hlcre bolinmesini
engelleyip daha ileri embriyo gelisimini uyarir) ile blastosistin oranini artirir (Camargo
vd. 2006). Blastosist {irliniiniin artirmasina ragmen, serum ayrica sitoplazmik lipitlerin
birikimini arttirip, kriyopreservasyondan sonra embriyonun yasama yetenegini azaltip
(Abe vd. 2002, Sudano vd. 2011), disi embriyoya gore erkek embriyonun oranini
(erkek:disi) artirdig1 gosterilmistir.

Somatik hticreler ile beraber kiltur sistemleri de tanimlanmamus kiiltiir sistemlerinde yer
almaktadir. Somatik hiicrelerin embriyotrofik etkiye sahip olduklar1 iyice kanitlanmstir.
Bu etkiler daha hizli bolinme, daha yiiksek blastosist orani, az pargalanma orant,
blastosist hiicre sayilarinin artmasi, morfolojik goriiniis veya dereceyi iyilestirme,
geniglenmis blastomerlerin  kalitesini iyilestirme, apoptozisin azalisi, hatching’i
kolaylastirma, transferden 6nce yasam yetenegini koruma, gebelik oranini iyilestirme ve

canli dogumlar artirmak gibi 6zellikleri icermektedir (Orsi ve Reischl 2007).

Kiiltir kosullarimi iyilestirme amaciyla uygulanan ¢esitli teknikler arasinda ovidukt
epitelyal hiicreleri, uterus fibroblastlari, kiimiiliis hiicreleri ve trofoblastik keseleri gibi
somatik hucreler ile ko-kiiltiir sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Hosseini vd. 2008).
Ko-Kiiltur, potansiyel olarak in vivo ¢evresini taklit eden basit bir modeldir (Orsi ve
Reischl 2007). Oositler ile somatik hucreler beraber ko-kiiltiir edildiginde genellikle
yiiksek gelisim orani ve iyi kaliteli blastosist elde edilir. Bu blastosistler in vitroda Uretilen
embriyolarla karsilastirildiginda soguga daha dayanikli (cryotolerance) ve daha yiiksek
gebelik oranlarina sahip oldugunu gostermislerdir (Feugang vd. 2009). Yardimct veya
besleyici somatik hiicreler tarafindan kiltlr ortamina cesitli biiyiime faktorlerinin

eklendigi kanitlanmistir. Bu hiicreler biiyiime faktorleri eklemekle kalmay1p ayrica kiiltiir
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ortamindan toksin maddeleri uzaklastirarak morfolojik yonden saglikli embriyo

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

Oosit ve zigotlar iizerine somatik hiicrelerin etkisi ¢esitli faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Somatik hicrelerin kilttr metodu, kiltir ortami, somatik hiicresinin turi
ve somatik hiicrenin eklendigi asama (IVP asamas1) ko-kiltlir sonuglarini etkileyen en
onemli faktorlerdendir. Tek katman (monolayer) ovidukt hiicreleri Gizerine %10 FCS ile
tamamlanmis M199'1 ortamda kltlr edilen tek-htcreli zigotun tek katman olmayan
slispansiyon ortamindaki zigottan daha iyi gelistigini gostermistir. M199+FCS ve Hams-
F10+FCS ortamlariyla tek katman ovidukt hicreleri Uzerine ko-kiltir edilen koyun
zigotlarinin gelisimi arastirildiginda, M199+FCS en yiksek diizeyde etkili oldugu
goriilmistiir (Rexroad vd. 1988).

IVM asamasinda olgun olmayan sigir oositleriyle graniiloza hucreleri beraber ko-kultir
edildiginde mayozun yeniden baslamasmin engellendigi Sirard ve Bilodeau (1990)
tarafindan rapor edilmistir. Goto vd. (1992) tarafindan gergeklestirilmis olduklar1 bir
arastirmada granuloza, ovidukt, uterus, deri ve testis hiicreleri ile dort-sekiz hicreli
embriyolarla ko-kiltir edilmistir. Bu arastirmada blastosist asamasina gelen embriyolar
muameleler arasi istatistik olarak farklilik gostermemelerine ragmen gelisim hizi
bakimindan ovidukt hiicreleri en hizli gelisimi saglarken, testis hiicreleri en diisiik gelisim

hizina sahip oldugunu gostermistir.

Baslangigtaki timit verici raporlar ovidukt hicreleri ile beraber kiltir edilen fare ve
ruminant embriyolarinda boliinme orani, hiicre sayis1 ve yasama yetenegi bakimidan in
vivo embriyolart ile kiyaslanabildigini gostermistir. Ancak, in vitro’da fretilen
embriyolar iizerinde yapilan daha sonraki arastirmalar ko-kultlr sistemi ile elde edilen
ruminant ve tavsan embriyolarinin hala in vivo embriyolarindan daha az gelistiklerini
gostermiglerdir. Bundan baska, gelisim, morfoloji ve yasama yetenegi Uzerine ko-
kllturin varsayilan embriyotrofik etkilerinin az veya hi¢ olmadigimni diger arastirmacilar
rapor ederken, olumsuz etkiye sahip oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir.

Hatta implantasyondan 6nce embriyo gelisimi tizerine Ko-kultlir(in goriinen faydalar olsa
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da i¢ hiicre kiimesinin trofektoderm hiicre oran1 (ICK/TH) gibi yasama yetenegini
belirleyen kriterler higbir zaman kullaniimamaistir (Orsi ve Reischl 2007).

Somatik hiicre kaynagi ve tedavisi (6rnegin kriyoprezervasyon, hormona maruz kalma,
perifusion gibi), temel ortamin kompozisyonu, kiiltiir metodu, serumun varligi, mikro
damlacik/acik kiiltiir, gaz/oksijen yogunlugu, sicaklik, somatik hiicre substrati1 ve ortama
dahil edilmig tamamlayicilar (gliitasyon, glisin, alanin, hemoglobin,...) gibi ¢esitli

parametrelerin etkilesimiyle ko-kultliriin sonucu degismektedir (Orsi ve Reischl 2007).

Yar tammmlanmis ortamlar

Embriyonik ve fetal gelisimi tlizerine serumun zararli etkilerinin siiphelerinden dolay1
serumsuz kiiltiir sistemleri incelenmistir. Yari tarif edilmis kiiltiir sistemi genellikle
serumun yerine albumin katilarak yapilir. Boylece serumun potansiyel olarak zararli
bilesenlerinin ¢ogu yok edilir (Camargo vd. 2006). Memelilerin reprodiktif sisteminin
¢ok yaygin proteinlerinden biri albumindir. Fareden elde edilen sonug, albuminin hiicre
ici rolleri ve ayrica ek hiicre dis1 destekleme rolleri olabildigini 6nermektedir (Thompson
2000). Bir kultir ortam aragtirmasinda, BSA ve serum birbiriyle kiyaslandiginda, BSA
ortamu, vitrifikasyondan sonra daha iyi yasama yetenegine sahip olan embriyo iiretmistir.
Yine de, BSA bir biyolojik bilesen gibi bulasabilir. Embriyo ve fetal gelisimini de
bozabilir. BSA nin rolii in vitro kiiltiiriinde net degildir. Embriyonik gelisiminde BSA’ nin
olas1 rolii embriyo metabolizmasi i¢in amino asit substratlarini saglamak olabilir. BSA
bulasmasin1 azaltmak amaciyla rekombinant BSA kullanimi bir alternatiftir.
Rekombinant BSA de Kkriyoprezervasyondan sonra ayni blastosist gelisimini ve ayni

yagsama glicli oranlarini saglayabilmesi miimkiindiir (Camargo vd. 2006).

Tamamen tammmlanmis ortam

Albuminin yerini polivinil alkol ve polivinil pirrolidon (PVP) gibi makromolekdiller alan,

protein icermeyen ortamlar olarak tanimlanmaktadir. Gosterildigine gore in vitro’da
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fertilize edilmis si8ir embriyolar1 protein icermeyen kiiltiir sistemlerinde gelisebilirler.
Serum, ko-kiltir ve albuminin olas1t zararli etkilerinin eliminasyonu bu sistemin
avantajidir. Ayrica bu sistem kiiltiir kosullarinin daha iyi kontroliine izin vererek, embriyo
kiltiir ihtiyaglarini degerlendirme amaciyla planlanmis arastirmalari kolaylastirir. Ancak,
tam tarif edilmis kiiltlir sistemleri kullanimiyla blastosist iiriinii, aragtirmalar arasinda
istikrarli olmayip cogunlukla yar tarif edilmis sistemlerle kiyaslandiginda daha az
embriyo Uretilir. Bu nedenle bu tir kultlr sisteminin ticari kullanimi kisitlanmaktadir.
Tam tarif edilmis kiiltiir sisteminde ko-kiltlr veya serumun koruyucu etkisi olmadigi i¢in

bu sistem zehirli bulagsmaya ve oksidatif strese karsi daha duyarhidir (Camargo vd. 2006).

Cizelge 2.2 Sigir ve koyun i¢in tam tanimlanmis veya yar1 tanimlanmis kosullarin
altinda kullanilan ortam se¢iminin bilesimi (Thompson 1996)

Bilesen CDM CR1 CZB HECM SOFaaBSA
NaCl (mM) 81 114.7 81.62 98 107.7

KCI (mM) 8 3.1 4.83 3.2 7.16
KH2PO, (MM) - - 1.18 - 1.19
MgCl, (mM) 0.5 - - 0.5 0.48
MgSO, (mM) - - 1.18 - -
NaHCOs3; (mM) 25 26.2 25.12 25 25
CaCl, (mM) 2 - 1.7 2 1.71

Na Pyruvat (mM) 0.5 0.4 0.27 0.5 0.33

Na Laktat (mM) 5 - 31.3 10 3.3

Ca Laktat (mM) - 5 - - -
Glikoz (mM) 2 - - - 15
Glutamin (mM) 1 1 1 1 1
Gerekli amino asit soluisyon MEM BME - karistirtlmig MEM
Gereksiz amino asit solisyon MEM+5mg gly MEM - karistirilmig MEM
EDTA 0.1 - 0.11 - -

BSA (mg/ml) - 3 4 - 8

PVA (mg/ml) 0.1 - - 1 -

Antibiyotikler ¢izelgeda dahil edilmemistir. Ancak diizenli olarak kullanilir.
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2.2 Embriyo Kalitesini Belirlemek Amaciyla Kullanilan Kriterler

Basta sigir olmak tizere ¢iftlik hayvanlari ile insan (izerinde yapilan arastirmalarda en iyi
dereceye sahip olan embriyolarin aktarimidan sonra daha yliksek gebelik oranlar1 elde
edilmistir. Bu sonuclara gore embriyo morfolojisi ile ET arasinda bir iliski s6z konusudur
(Pomar vd. 2005). Ayrica, in vitro’da iiretilen embriyolarin ET sonuglari ile in vivo
embriyolarinin ET sonuglar1 kiyaslandiginda 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. ET’den
sonra kuzulama, buzagilama ve oglaklama oran1 in vivo embriyolarinda sirasiyla %75,
%76 ve %71 olurken in vitro embriyolarinda ise sirasiyla %32, %30 ve %47°dir (Cognie
vd. 2003, Pedersen vd. 2004). Ayrica, kromozomlarda anormal gelisimler in vivo
embriyolariin morfolojisinde belirli degilken, IVP embriyolarinda ise daha belirgindir
(Pomar vd. 2005). Dev yavru sendromu gibi buyume ile ilgili anomalilerin VP
embriyolar1 aktarimiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Embriyolarin degerlendirilmeleri
icin yalniz morfolojik kriterlerin kullanimi iyi kriter olmadigindan huicre sayisi degerli bir
kriter olusturmaktadir. Gergekten, in vivo blastosistlerinde kalite azalirken blastosistlerde
ortalama hiicre sayis1 da azalmaktadir (lwasaki vd. 1990). Bu yizden embriyo Kkalitesi
degerlendirilirken i¢ hiicre kiimesinin (IHK) trofektoderm hiicrelerine (TH) orani,
apoptozis, soguga kars1 dayaniklilik (kriyotolerans), gen ifadesi ve metabolik aktivasyon

gibi kriterlerin 6lglimii 6nem tasimaktadir.

2.2.1 iHK:TE oram

In vitro kosullarinda iiretilen embriyolarinin kalitesi ¢ok degisken olarak morfolojik veya
zona pellusidadan ¢ikma sadece bir kriterle 6l¢iilememektedir. Yaklasik %82’si normal
morfolojik goriintiiye sahip olan embriyolarin sadece % 17’si normal gebelige neden
olduklarin gosteren Papaioannou ve Ebert (1986)’e gore in vitro kosullarinda biiyiiyen
embriyolarda hiicre sayisi in vivo embriyolarindan daha az bulunmaktadir. Ayrica,
normal implantasyon dncesi gelisimi icin hem IHK ve hem de TE hiicrelerinin yeterince
olmalar1 gereklidir (van Soom vd. 1997). Bu ylizden embriyo kalitesi 6lgimu igin bu

6l¢lim en 6nemli kriterlerden birisi olarak géze alinmistir.
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Tim memeli tlrlerinin erken embriyonik gelisiminin ortak morfolojik olay1
blastulasyondur. Morula asamasinda ilk farklilagma olay1r molekiler ve pozisyonal
sinyallerle birlikte sitoskeletal bilesenler ve organellerinin asimetrik dagilimi, hicre
bolunmesi tizerinde hiicre iliskileri tarafindan uyarilmaktadir. Bu uyar1 basit epitelyum
ile sarilmigs sivi-dolusu boslugun bigimlenmesine neden olmaktadir. Plasentali
blastosistini olusturan hiicreler, IHK ve TE hiicreleridir. Bu hiicreler farkli morfolojik,
immunolojik, endokrinolojik ve metabolik 6zelliklere gére tanimlanmaktadir (de la
Fuente ve King 1997). IHK embriyonun biitiin dokusunun ve embriyonun dis zarlariin
bir kisminin olusumunda pay1 olurken TE hiicreleri genellikle plasentanin dis tabakasini
olusturur (Koo vd. 2002).

Bir blastosistin kalitesi hem belirgin blastosol hem de orak biciminde hiicrelerden
meydana gelen TE ile belirlenmektedir (Ebner vd. 2003). Embriyolarda canlilik azalisi,
IHK ’indeki hiicre say1s1 azalisla belirlenmektedir. Bu nedenle, IVF blastosistleriyle elde
edilen diisiik gebelik oranlar1 IHK hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun diisiik
oldugundan dolay1 ortaya ¢ikabilmekte oldugu séylenmektedir. Fetlsiin basarili sekilde
bilylimesi, implantasyon zamanindaki IHK ve TE hiicrelerinin yeterli miktarda
bulunmasma bagli olup IHK:TE oran1 embriyonun yasina, iiretim kosullarma ve
sistemlerine bagl olmaktadir. Koo vd. (2002) nin sonuglari IHK:TE oranin1 in vivo, in
vitro ve NT embriyolarinda sirasiyla yaklasik olarak 0.525, 0.731 ve 0.982 olarak
bulmustur. Domuz embriyosu iizerinde yapilan bir ¢alismaya gore erken blastosist ve
blastosist asamasindaki in vivo embriyolarinda IHK/TE oran1 0.469 olurken genislemis
blastosistlerde bu oran 0.296 olarak tespit edilmistir. Ayrica bes giinliik in vivo ve in vitro
fare blastosistlerinde IHK/TE orani sirasiyla 0.55 ve 0.59 olarak belirlenmistir (Brison ve
Schultz 1997). lwasaki vd. (1990) ise IHK/TE oranin1 erken, genislemis ve zonadan ¢ikan
s1g1r blastosistlerde ise sirasiyla 0.22, 0.16 ve 0.15 olarak bildirmistir.

IHK ve TE hiicrelerini ayrimci boyama teknigini ile ayirmak, embriyo kalitesini

degerlendirmesi i¢in kullanigh bir yontem oldugu 6nerilmektedir (Iwasaki vd. 1990).
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2.2.2 Apoptozis

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), ¢ok hiicreli organizmalarin saglikli ve normal
sekilde gelismesinin bir parcasidir. Cesitli uyaricilarin etkisiyle hiicre 6lumi ortaya
cikmaktadir ve bu Olimler apoptozis esnasinda kontrollii olarak gerceklesmektedir.
Kontrollt hicre 6limine neden olan apoptozis, hilcre Oliimlerinin diger bigimi olan
nekrozisten bu nedenle ayrilmaktadir. Yani, nekroziste hiicre élimleri kontrolsuz olarak
ortaya ¢ikip hiicrelerin ¢dzilmesi, iltihaplara neden olmakla birlikte olas1 veya ciddi
saglik sorunlarina da yol agmaktadir. Hicrelerin veya dokularin biyiik bir kismi
nekrozisten etkilenip hiicre sismesine ve hiicre zar1 yirtilmasina neden olmaktadir (Dash
2014). Nekrozisin aksine apoptozis isleminde hiicreler aktif rol oynayarak kendi
olimlerine neden olurlar. Ayrica apoptozis tipik olarak yalnizca tek hicreyi etkilerken,

nekrozis hicre kiimesini veya dokular etkilemektedir (Betts ve King 2001).

Biiylime asamasinda olan iyi kaliteli embriyolarda kompaksiyon asamasina kadar
apoptozisin ortaya ¢ikmasi i¢in ¢ok az kanit bulunmaktadir (Hardy 1999). Ornegin,
TUNEL yodntemiyle VP sistemi ile iiretilmis olan oositler, 8-hiicreli embriyolar, morula
ve blastosistlerde ¢ekirdek DNA’siin pargalandigi belirlenmistir, Ancak ne bélinmenin
ileri agsamalarinda olan zigotlarda ne de stiper ovule yontemiyle elde edilen in vivo sigir
embriyolarinda bu durum ortaya ¢ikmamustir (Byrne vd. 1999, Matwee vd. 2000, Betts
ve King 2001).

Apoptozis, implantasyon 6ncesi biiyiime asamasinda olan embriyolardaki fazla hiicreler,
anormal hiicreler veya potansiyel olarak tehlikeli hicrelerin yok edilmesinde kritik bir
islemdir (Gjorret vd. 2003). Ayrica, apoptotik hiicrelerin yiiksek seviyede bulunmasi
anormal embriyo morfolojisi ile baglantilidir. Apoptozis indeksinin belli bir esikten
gecmesi durumunda embriyonik biylmenin devaminin tehlikeye girdigini
gostermektedir (Hardy 1999).
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Ayrica apoptozis isleminin gorevi, embriyolardan anormal hicrelerin g¢ikariimasidir
(Hardy 1999). Nikleer ve kromozoma bagli anormallikler hem insan hem de sigir
embriyolarinda tespit edilmistir. Ozellikle, insan embriyolarinin yaklasik olarak %20’si
kromozoma bagli anormallik gostermektedir. Embriyonik insan hiicrelerinin %40’indan
daha fazlas1 mozaik (yani bir embriyonun iginde kimi hiicreler diploit olurken digerleri
anoploit, haploit veya triploittirler) oldugu gosterilmistir (Harper vd. 1995). Benzer bir
sekilde, in vivo sigir embriyolarnin %25’ ve in vitro sigir embriyolarinin %72’si mozaik
olarak belirlenmistir (Viuff vd. 1999). Apoptozis, in vivo embriyonik gelisiminin normal
bir pargasi olmasina ragmen in vitro embriyo tiretim sistemlerinde muhtemelen optimum
alt1 kosullardan dolayr ortaya ¢ikabildigi (Hardy 1999, Matwee vd. 2000) i¢in IVP

embriyolarinin kalitesini belirlemek amaciyla kullanilan bir metot haline gelmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tezin amaglarina varabilmek icin bu ¢alisma ii¢ asamadan olusturulmustur. Ik asamada,
ovaryumlardan elde edilen oositlerin ve Uretilen embriyolarin kalitesi ve miktari iizerine
bes farkli ovaryum tasima ortamimin (NS, PBS, CR1, KSOM, CZB) etkisi ti¢ farkli
sicaklikta (4, 25, 38 °C) incelenmeye alinmistir. Bu ¢alismanin sayesinde en iyi tasima

metodu belirlendikten sonra tezin daha sonraki asamalarinda kullanilmistir.

Ikinci asama, farkli ortamlar ve farkli somatik hiicreler ile ko-kiiltir etmenin etkisini
belirlemek amaciyla yapilmigtir. Birinci incelemeden elde edilen yontemle oositler
toplanip degerlendirildikten sonra 5 farkli ortamda, her birisi de 4 farkli somatik
hlcrelerle beraber (somatik hiicre icermeyen (HS), Graniloza hiicreleri (G), Kimdalus
hicreleri (K) ve ovidukt hiicreleri (O) kdltir edilmistir. Bu asamada IVM, IVF ve IVC
sonuglar1 degerlendirilerek en iyi ko-kultir sistemi belirlenip ¢alismanin sonraki

asamalarinda kullanilmustir.

Son asamada ise tavuk embriyo amniyonu, kiltlir ortami ve sistemi olarak kullanilmustir.
Ikinci asamada kullanilan ydntemlerle 2-8 hiicreli zigotlar tavuk embriyosunun amniyon
boslugunun i¢ine yerlestirilmistir. Bu asamada tavuk embriyo amniyonu i¢inde en uygun ko-

kiltur ortamu belirtilmistir.

3.1 Materyal

Sigir ovaryumlar1 hayvanlarin 1rk, yas, agirlik ve tireme 6zelligi dikkate alinmaksizin

Cubuk mezbahasinda kesilen ineklerden toplanmistir.

Incelemede kullanilan kimyasal maddeler ve ortamlar Sigma firmasindan temin

edilmistir. Diger firmalardan temin edilen maddeler ilgili boliimiin i¢inde verilmistir.
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3.2 in Vitro Embriyo Uretimi

3.2.1 Oosit toplama

Ovaryumlardan elde edilen oositlerin ve iiretilen embriyolarin kalitesi ve miktari {izerine
ovaryum tagima ortaminin ve sicakliginin etkisini belirlemek amaciyla sigir ovaryumlari
mezbahadan toplanmistir. Kesimden hemen sonra ovaryumlar normal salin (NS) ile iyice
yikanip, kan ve atiklardan temizlendikten sonra 500 ml tasima ortamini (Cizelge 3.1)
iceren kaplarin i¢ine konulmustur. Ovaryumlar ti¢ farkli sicaklikta (4°C, 25 °C, 38 °C)
termos ile A.U. Ziraat Fakiltesi Zootekni Bolumii’ndeki fizyoloji ve iireme biyolojisi
laboratuvarina aktarilmistir. Birinci asamanin sonuglarina gore 4 °C’lik CR1 ortamu,

ovaryum tagima ortami olarak arastirmanin diger kisminda kullanilmastir.

Ovaryumlar tagima ortami ile yikandiktan sonra %70 etanol ile temizlenip dograma
teknigi (Soto vd. 2003) kullanilmistir. Bu yontemde steril cerrahi bigagi ile ovaryumun
yiizeyine narin kesikler acildiktan hemen sonra ovaryumlar toplama ortaminda
calkalanarak hafif vuruslarla KOK’ler 200 ml’lik beherin i¢ine serbest biraktirilmistir.
Daha sonra KOK’ler 3-4 kere toplama ortaminda yikandiktan sonra ayrilmistir. KOK’ler
degerlendirmesi kimulus hicre yatirimlari ve ooplazmanin morfolojisine (Raman vd.

2007) dayanarak yapilmustir.

Cizelge 3.1 Ovaryum yikama ve tagimasinda kullanilan ortamlarin igerigi (mM)

Madde SKU NS PBS CR1 KSOM CZB
NaCl S5886 150 130 135 125 100
KCI P5405 - 2.70 10 2.50 4.86
NazHPO4 S5136 - 10 - - -
KH2PO4 P5655 - 1.80 - 0.35 1.17
MgCl 63068 - - - 0.20 1.18
CaCl: C7902 - - - 1.71 1.71
Na Lactate L4263 - - - 10 30.10
Na Pyruvate P4562 - - - 0.2 -
HEPES H6147 - - 10 10 100

* Ortamlara 100 iu/ml Penicillin G sodium (P3032) ve 100 pg/ml Streptomycin (S1277) eklenmistir
** Ortamlarda pH 7.4’e ayarlanmigtir

24



3.2.2 In vitro maturasyon

Oositler kiimulis-korona kompleksleri degerlendirildikten sonra grup halinde 20 uygun
KOK mineral yag altinda 100ul TCM-199 temeline dayanan maturasyon ortaminda
(Cizelge 3.3) 38,5 °C’de %5 Oz, %5 CO2’li nemli atmosferli havada 24 saat kultlr
edilerek olgunlastirilmistir (Gardner vd. 2004, Romaguera vd. 2010).

Cizelge 3.2 Oosit toplama, IVM, IVF ve IVC asamalarinda kullanilan ortamlarin

bilesimleri
SKU Birim OTO IVM IVF IvC
(Fert-SOF) SOF-BE1

TCM199 (Earle’s tuzlu) M3769 mi 100 - - -
TCM199 (Hanks' tuzlu) M0393 mi - 100 - -
NaHCOs3 S5761 mM 5.00 25 27.70 25.07
Hepes H6147 mM 20.00 - - -
L-Glutamine G8540 mM 1.00 1.00 - 1.00
Na Pyuvate P4562 mM - 0.40 0.40 0.40
Na Lactate L4263 mM - - 5.30 5.30
Cysteamine M9768 mM - 0.1 0.10
NaCl S5886 mM - - 107.70 107.70
KCI P5405 mM - - 7.16 7.16
KH2PO4 P5655 mM - - 1.19 1.19
CaCl C7902 mM - - 1.17 1.17
MgClz 63068 mM - - 0.49 0.49
Tri-Na Citrate S3-320-60 mM - - - 0.50
Myo-inositol 17508 mM - - - 2.77
MEM none essential AA M145 ul/ml - - - 10
BME essential AA B6766 ul/mi - - - 20
BSA A2153 mg/ml - 4.00 - -
EFAF-BSA A7030 mg/ml - - 6.00 4.00
Caffeine C0750 mM - - 2.00 -
Heparin H3149 pg/mi 2.00 - 10.00 -
PMSG 1U/ml - 40 - -
FSH*** pg/ml - 20 - -
Estradiol E2758 pg/ml - 1 - -
Fetal bovine Serum B104-007-1B % 4 10 - 10**

* Butun ortamlara 100 pg/ml Sterptomysin, 100 1U/ml Penicilin ve 0.03 mM Phenol red (P3532)
eklenmistir.

** Zigotlarin kiiltlir edilmesinden 48 sonra ortama eklenmistir.

*** Ortama ya PMSG veya FSH eklenmistir.

Tezin 1ikinci asamasinda da birinci asamada belirlenen metot ile KOK’ler
olgunlastirilmistir. Ancak maturasyon ortami olarak 5 farkli ortam (Cizelge 3.4) her birisi
de somatik hticre icermeyen (HS) veya 3 farkli somatik hiicrelerle beraber (GH, KH, OH)

kiltir edilmislerdir.
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Bu asamada, 7 giin 6nceden 3 farkli somatik hiicreler ayr1 ayr1 olarak her bir ortamda
kiltir edilmistir (somatik hiicre ayirma yontemleri 3.3 bashigi altinda detayli olarak

yazilmistir).

3.2.3 In vitro fertilizasyon

IVF i¢in dondurulmus semen kullanildigindan dolay1 sperm se¢me, kesintili Perkol
yogunluguyla yapilmistir (Paramio 2010). Kisaca, iki tabaka halinde hazirlanan Perkol(n
(% 90 ve % 45) lzerine 500 pl ¢oziilmiis sperma bosaltilip oda sicakliginda 10 dk
boyunca 120 x g’de santrifiij edilmistir (Wolf vd. 2008). Tiipiin altinda olusmus olan
sperm pelleti, yiizen kisimdan ayrildiktan sonra SP-TL eklenerek 5 ml hacme
tamamlanmistir. Tekrar 10 dk 50 x g’de santrifiij edilip, tist kismin tamamen atilmasindan
sonra dipteki pellet ayrilip sperm yogunlugu belirlenip her mililitre IVF ortami yaklasik
olarak 1x10° sperm igerebilecek sekilde IVF ortamiyla (Cizelge 3.2) sulandirilmistir
(Rosenkrans vd. 1993). 10-20 olgun oositler IVF medyumunda 3 kere yikanip, sperm
iceren 200 pl fertilizasyon ortaminda mineral yag altinda, 38.5 °C sicaklikta, % 5 O2, %5
CO2’li ortamda 18 saat inkiibe edilmistir (Bavister vd. 1992, Galli ve Lazzari 2005).

Fertilizasyon belirtisi olarak ilk boliinme kullanilmustir.

3.2.4 n vitro kosullarinda Kkiiltiir etme

Fertilizasyondan sonrasindaki varsayimsal zigotlar 2 dk suresince H-SOF ortaminda
vorteks edilerek kiimiiliis hiicrelerinden ayrilmistir. KOK hiicreleri ayrilmis olan oositler
incelenip kendine ait IVC ortaminda ii¢ kere yikanip (Cizelge 3.3) morula-blastosist
asamasina (Sekil 3.1) erigince 10 varsayimsal zigot 50 ul IVC ortaminda 38,5 °C’de %5
02, %5 CO2’li nemli atmosferli havada inkiibe edilmistir. 48 saat tohumlamadan sonra
her kiltir ortamina % 10 fotal buzagi serumu eklenmistir (Pereira vd. 2005, Romaguera
vd. 2010).
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Cizelge 3.3 Ko-kiiltiir i¢in kullanilan farkli ortamlarin bilesimleri

Birim TCM199 Ham’sF12 mSOF FS TEAS *
TCM199 (M3769) % 10 - - * okl
Ham’s F12 % - 10 - - -
NaHCOs mM 25 25 25
L-Glutamine mM 1.00 - 1.0
Na Pyuvate mM 0.40 0.40 0.33
Na Lactate mM - - 3.30
Cysteamine mM 0.1 0.1 0.1
NaCl mM - - 107.7
KCI mM - - 7.16
KH2PO4 mM - - 1.19
CaClz mM - - 1.71
MgCl2 mM - - 0.49
BSA mg/ml 3
PMSG 1U/ml 40 40 40 40 40
Estradiol pg/ml 1 1 1 1 1
Fetal bovine Serum % 10 10 10 10 10
Penicillin G sodium iu/ml 100 100 100 100 100
Sterptomysin pg/mi 100 100 100 100 100
Phenol red mM 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

*Hazirlanmig TCM 199 ortamina %50 FS eklenmesiyle olusturmustur.
** Hazirlanmig TCM 199 ortamina %50 TEAS eklenmesiyle olusturmustur.

Sekil 3.1 Farkli agamalarda sigir embriyosu

a. 1ki blastomerli zigot, b. ~6-8 blastomere sahip zigot, c. ~16 hiicreye sahip embriyo, d. Morula, e.
blastosist

Bu agamada, 7 giin 6nceden 3 farkli somatik hiicreler ayr1 ayri olarak her bir ortamda
kaltdr edilmistir. Arastirmanin bu kisminin amaci ise embriyo Uretimi i¢in en uygun

ortam ve ko-kiltir sisteminin belirlenmesidir.
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3.3 Somatik Hiicre Ayirma ve Kiiltiir Etme Yontemleri

3.3.1 Ovidukt epitelyal hiicre ayirim

Mezbahadan toplanan oviduktlar laboratuvara tasindiktan sonra iyice yikanip %70 alkol
ile temizlenip cevresindeki dokulardan arindirilmistir. Sekil 3.2°de gosterildigi gibi
hazirlanan oviduktlar steril lam araciligiyla isthmus’tan infundibuluma dogru hafif bir
sekilde surtllerek ovidukt epitelyal hiicreleri toplanmistir (Rexroad vd. 1988). Toplanan
epitelyal hucreleri 10 ml 38 °C sicaklikli kultiir ortami igeren cam beherin igine
konulmustur. Daha sonra 38 °C sicaklikta olan 10 ml trypsin-EDTA eklenip karigtirilarak
30-40 dakika boyunca 38 °C’de inklbe edilmistir. Beher dibinde doku pargalarinin
¢okmesini saglamak amaciyla 2-3 dakika bekletildikten sonra steril pipet araciligiyla tek
hiicreleri igeren siipernatant toplanip 50 ml’lik santrifiij tiipiiniin i¢ine 0.5-1.0 mm delige
sahip filtreden gegirilerek kan pihtis1 ve doku pargalart ayrilmigtir. Hicreler 250 g’de 5
dakika santrifiije edilerek toplanip tekrar 2 ml ortamda siispanse edilmistir. Stispanse
edilen hicreler 4 ml %50 perkol’un {izerine yerlestirildikten sonra 20 dakika 250 g’de
santrifiije edilerek epitelyal hiicre yiginlari, eritrositler ve I6kositler ovidukt epitelyal
hlcrelerinden ayrilmistir. Son santrifiij islemi de 250 g’de 5 dakika boyunca yapildiktan
sonra pellet tekrar siispanse hale getirilmistir (Freshney ve Freshney 2002). Ayirma islemi
bittikten hemen sonra hiicre yogunlugu hemositometr ile belirlendikten sonra kultur
edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2 Ovidukt epitelyal hiicresinin toplama metodu

Sekil 3.3 Kilturle etmeden 7 giin sonra inek ovidukt epitelyal hiicrelerinin faz-kontrast
mikroskop goruntilenmesi (blyutme x100)
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3.3.2 Granuiloza hiicrelerin ayirimi

Ovaryum dilimleme yontemi ile KOK toplanmasi esnasinda toplama kabinin yiizey kismi
5 dakika bekletildikten sonra santrifiij tiipiine aktarilip 250 g’de 5 dakika sureyle santrif(j
edilerek ayrilmistir. Elde edilen pellet 38 °C sicaklikli % 0.2 hyaluronidase iceren 5 ml
ortama eklenerek stispanse edilip, 20-30 dakika boyunca 38 °C’de inkiibe edilmistir. Daha
sonra hiicreler 250 g’de santrifiije edilerek toplanip tekrar 2 ml ortamda siispanse edilip,
4 ml %50 perkol’un {izerine yerlestirilip 20 dakika 250 g’de santrifiije edilerek graniiloza
hiicreleri ayrilmistir. Son santrifiij islemi 250 g’de 5 dakika boyunca yapilip, pellet’e
tekrar ortam eklenerek ayirma islemi tamamlanmistir (Wen vd. 2010). Ayirma islemi
bittikten sonra hemositometre araciligiyla hiicre yogunlugu belirlenip hucre kultlr
ortaminda hiicre yogunlugu 4 x 10* hiicre/cm? olacak sekilde sulandirildiktan sonra Kiiltiir
edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Kulturlemeden 2 giin sonra inek graniiloza hucrelerinin faz-kontrast
mikroskop goruntisi (biyitme x100)
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3.3.3 Kimulus hicrelerin ayirim

Kiimiiliis hiicreleriyle sarilan oositler 500 pg/ml hyaluronidase iceren 5 ml 38 °C’li
ortama aktarilip 2-5 dakika beklettirildikten sonra vorteks edilmistir. Oositler ortamdan
ayrildiktan sonra kiimiiliis hiicrelerini igeren ortam iki kere 5 dakika boyunca 250 g’de
santrifiij edilerek yikanmistir (Totey vd. 1993). Elde edilen pellet tekrar stispanse hale
getirildikten sonra hemositometre aracilifiyla hiicre yogunlugu belirlenmistir. Islem
tamamlandiktan sonra tek katman kiimiiliis hiicre elde etmek amaciyla kiltur edilmistir
(Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Kiiltirlemeden 7 gun sonra inek kiimulis hicrelerinin faz-kontrast mikroskop
gorunttlenmesi (buyutme x100)
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3.3.4 Somatik hucrelerin kiltur etme yontemleri

Dokudan ayrildiktan sonra hiicreler kiiltir flaskin icine en az 4 x 10* hiicre/cm?
aktarimiyla primer hiicre kultlr islemi gerceklestirilmistir. Kiltir ortamina aktarilan
hiicreler 38.5 °C sicaklikta, % 5 Oz, %5 CO2’1li nemli atmosferde inkibe edilmistir. Kultir
ortaminin yenileme iglemi ilkte 24 saat i¢inde yapilmistir. Ancak daha sonraki ortam

degistirme islemi ortamin rengini ve hiicrelerin durumuna bagh olarak yapilmistir.

Hiicre pasajlama islemi, hiicrelerin izdihami %80-%90°a eristigi zaman yapilmistir (SeKil
3.3-3.5). Hiicre tek tabakasi DPBS ile yikandiktan sonra hiicre tek tabakasini ortecek
kadar trypsin-EDTA (L0940, Biowest) eklenip 38 °C’de hiicrelerin flask tabanindan
serbestlestigi zamana kadar inkiibe edilmistir. Sonraki asamada uygun miktarda yeni
ortam eklenerek iyice karistirildiktan sonra uygun hiicre yogunluguna (4 x 10* hiicre/cm?)

pasaj edilmistir (Freshney ve Freshney 2002).

3.4 Tavuk Embriyosu

Calismadan 7 giin 6nce taze ve dollenmis tavuk yumurtalar1 (T) inklibe edilmistir. 72 saat
inklibasyondan sonra yumurtalar %70 etanol ile temizlenip daha sonra yatay bigimde
havada kurumaya birakilmistir. Daha sonra yumurtalar catlatilarak igerigi selofan mutfak
ortiisii ile ortiilmiis olan plastik kabin i¢ine bosaltilmistir. Yumurta igerigini igeren kaplar
gevsekee plastik kapakla kapatilip 96 saat siiresince 38.5 °C’de inkiibe edilerek amniyotik
s1v1 toplamasina veya sigir zigotlarinin inkiibasyonu i¢in hazirlanmis hale getirilmistir

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Kabuksuz tavuk embriyo uretimi

a. inkiibasyonun 3. giind, b. inkiibasyonun 4. giindi, c. inklibasyonun 8. guni

3.4.1 Tavuk embriyosundan amniyotik sivi (TEAS) toplama metodu

Amniyotik sivi toplamak i¢in 7. glinde amniyon sivist siringaya bagli olan 18°lik igne
kullanimiyla emilerek toplanip 0.2 um filtre ile sterilize edilerek mikro santriftj tuplerin

iginde kullanim zamanina kadar -20 °C’de depolanmustir.

3.4.2 Sigir zigotlarimin tavuk embriyo amniyotik boslugu icinde inkiibasyonu

Son agsamada ise, kiltlr ortam1 ve sistemi olarak tavuk embriyosunun amniyonu
kullanilmistir. En uygun tavuk embriyolar1 segildikten sonra ikinci asamada kullanilan
yontemlerle 2-8 hiicreli sigir zigotlar1 50ul, ~37 °C’li DPBS soliisyonunda eritilmis olan
diisiik sicaklikta eriyen agaroz (A9539) soliisyonunda yerleserek egimli cam pipetin i¢ine
emilmistir. Embriyolar1 igeren agaroz, yaklasik olarak 30 saniye havaya maruz kaldiktan
sonra oda sicakliginda silindir jel biciminde her embriyo grubunun kendine ait olan ortaminin
icine aktarilmigtir. Embriyolar1 igeren agaroz silindiri, egimli cam pipetin igine tekrar
emdirilip dikkatli bir sekilde 4 gunlik tavuk embriyosunun amniyotik boslugunun igine
biraktirilmistir. Daha sonra sigir embriyolarini igeren tavuk embriyolar1 4 giin boyunca 38.5
°C’de inkiibe edilmislerdir (Davidson 2004). Embriyolar tavuk amniyosundan toplanip agar

silindirinden ayrildiktan sonra yikanip incelenmistir.
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3.5 Oosit, Zigot ve Embriyolarin Degerlendirilmesi

3.5.1 Oositlerin degerlendirme ve siniflandirilmalari

Toplanan KOK’lerin degerlendirme islemleri faz kontrast mikroskop altinda yapilmustir.
Degerlendirmeler, kiimiiliis-korona hiicre yatirimlari ve ooplazmanin morfolojisine
(Raman vd. 2007, Rahman vd. 2008) dayanarak yapilmistir. Bu yontemde KOK’ler bes
siifa ayrilir (Sekil 3.7):

A smifinda 5 tam tabakadan fazla kiimiiliis-ooforus ve korona radiata (kimulus-korona)
hiicreleri ve ince ince graniile edilmis homojen ooplazmali KOK’ler yer almaktadir (Sekil
3.7.a).

B simifi ise 3-5 tam tabaka kiimulls-korona hucreleri ve ¢ok iyi bir bicimde granile

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

»a

Sekil 3.7 Oosit siiflandirmasi
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C sinifi ise 1-2 tam tabakali kiimiiliis-korona hiicreleri veya 3-5 kismen kiimilus-korona
hiicre tabakasiyla ortiilen ve ¢ok iyi bir bi¢imde graniile edilmis homojen ooplazmali

KOKleri igermektedir (Sekil 3.7.c).

D smifi eksik yatirimli kiimiiliis-korona hicreleri olan oositleri ve ¢ok iyi bir bicimde

graniile edilmis homojen ooplazmaya sahip oositleri icermektedir (Sekil 3.7.d).

E smift (K&ti sinif) ise ¢giplak oosit, dejenere olan veya boyut ve bigimi anormal oositleri
ve heterojen ooplazma veya jole benzeri kiimills-korona hiicre yatirimi olan atreziye

ugrayan oositleri icerir (Sekil 3.7.e).

E smifi hari¢ diger siniflarinda (A, B, C ve D smiflar) yer alan KOK’ler in vitro

maturasyon i¢in se¢ilmistir.

3.5.2 Oosit maturasyonu (kiimiiliis hiicrelerin genislemesi)

in vitro maturasyonun sonunda kiimuliis hiicreleri genisleme gdsteren oositlerin orani
saptanmigtir. ~ Kimdlis  hucrelerinin - morfolojisi  ile  kiimiilis  genislemesi
degerlendirilmistir. Bu metoda gére maturasyonu kiimiiliis hiicrelerinin durumuna bagl

olarak A, B ve C derecesine ayrilmistir (Kobayashi vd. 1994):

Derece A: Kimilus hicreleri homojen olarak ayrilmis ve hiicre kiimeleri artik

goriinmemektedir (Sekil 3.8.a).

Derece B: Kumdlis hiicreleri heterojen olarak ayrilmis ve hiicre kimeleri gériinmektedir
(Sekil 3.8.b).

Derece C: Kiimiiliis hiicrelerinde hi¢ genisleme gériinmemektedir (Sekil 3.8.c).
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Sekil 3.8 Kiimiiliis hiicre dagilimina gore oosit maturasyonunun siniflandirilmasi

3.5.3 Ayrima1 nukleer boyama yontemi

Embriyolarda toplam blastomerlerin sayist ve IHK/TE oranm belirlemek amaciyla

ayrimci niikleer boyama yontemi kullanilmistir (Gardner vd. 2004).

Materyal ve soltsyonlar:

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

e Propidium lodide (PI solisyonu): %0.5 Triton X-100 (T8787) iceren PBS/PVP
solusyonu igine 100 pg/mL PI'nin (P4170) eklenmesi.

e Hoechst 33340 (H soltisyonu): %0.5 Triton X-100 iceren PBS/PVP sollisyonu igine
100 pg/mL Hoechst 33340°nin (14533) eklenmesi.

Dort kuyucuklu plate’in birinci kuyucugunun i¢ine 500 pl H solusyonu (1 pg/mL Hoechst
33342 (14533) florsan boyas1 %4 paraformaldehyde iceren PBS/PVP sollisyonunda)
yerlestirilmistir. iki, ii¢ ve dérdiincii kuyucuklarin ici sirastyla, 500 pl Pl soliisyonu (%
0.5 Triton X-100 (T8787) PBS/PVP soliusyonunda), Pl solusyonu (PBS/PVP
soliisyonunda 100 pug/mL Propidium iodide (P4170) ) ve 1 mg/mL PVP (P0930) iceren
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PBS ile doldurulmustur. Boyama islemi baslamadan 5-10 dakika Once dort kuyusu
dolmus olan tabak 39 °C’e kadar 1sitilmistir. Daha sonra 4-5 blastosist mimkin oldugu
Olclde az ortam ile kiiltiir ortamindan alinip yikandiktan sonra Pl sollsyonu iceren
kuyucugun icine 30 dakika siiresince yerlestirilmistir. Pl sollisyonunun iginde inkiibe
edildikten sonra, embriyolar PBS/PVP igeren dordiincu kuyucugun icinde yikanip T
solisyonu igeren kuyucugun igine yerlestirilip bir dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmislerdir. Embriyolar Inkiibasyondan sonra PBS ile yikanip 35-40 saniye PI

sollisyonu iceren kuyucugun iginde yerlestirildikten sonra tekrar PBS’de yikanmustir.

Sekil 3.9 Ayrimc1 boyama teknigi ile embriyo hiicrelerinin boyayarak ayirmak

a. Hoechst ile bitln hiicreler mavi olarak boyanmaktadir; b. PI boyasi ile kirmizi boyanan trofektoderm
hicreleri; ¢ ve d Image J programinin gériintiisii (bllyutme 400x).
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Son olarak embriyolar az miktarlarda gliserin soliisyonunun i¢inde mikroskop lami
tizerine aktarilip lamel ile monte edilmislerdir. Embriyolar kisa zaman i¢inde floresan
atagmanli Leica DM LED mikroskobu altinda A4 (360-470 nm) ve N2.1 (515-590 nm)
filtreleriyle incelenmistir. Biitiin hiicrelerin ¢ekirdegi hoechst ile boyanirken (Sekil 3.9 a)
trofektoderm hicrelerin gekirdegi ise kirmizi ile boyanmaktadir (Sekil 3.9 b). Mikroskop
kamerasiyla fotograflar c¢ekildikten sonra Image J programi ile hiicre sayimmi

gerceklestirilmistir (Sekil 3.9.c, d).

3.5.4 TUNEL metoduyla apoptozisin belirlenmesi

Embriyolar kiltur ortamindan alimp PBS/PVP’de (¢ kere yikandiktan sonra oda
sicakliginda 1-2 saat siresince %3.7 paraformaldehid/PBS’te sabitlestirilmistir.
Sabitlestirildikten sonra embriyolar PBS/PVP’te iki kere yikanip oda sicakliginda % 0.5
Triton X-100/PBS’te 1 saat slresince inkibe edilip daha sonra 2 kere PBS/PVP'te
yikanmustir. 3-5 embriyo TUNEL etiketleme isleminden 6nce 37 °C’de 20 dk siiresince
DNase’da (D5025) inkube edilerek pozitif kontrol grubunu olusturmustur. Embriyolar
10-15 pl dUTP-FITC (FERRO0101) etiketleme karigiminda 10 dakika oda sicakligi ve
karanlikta inkiibe edilerek On-inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra
embriyolar 10-15 ul TUNEL etiketleme karisimi olusturan dUTP-FITC (dUTP ile
birlesmis fluorescein isothiocyanate) ve TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase)
karanlikta 1 saat/37 °C’de inkiibe edilmistir ( TdT buz Uzerinde tutularak 1:9 oraniyla
TUNEL karisgimina eklenir). 3-5 embriyo TUNEL yerine TdT icermeyen etiketleme
karisiminda inkiibe edilerek negatif kontrol grubunu olusturmustur. Daha sonra
embriyolar iki kere PBS/PVP soluisyonunda yikanmistir. Islemin devaminda embriyolar
Hoechst 33342 sollisyonunda 1 saat siiresince oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
mikroskop lamui iizerine aktarilip antifade ile monte edilerek kisa zaman iginde floresan
atagmanli Leica DM LED mikroskobu altinda A4 (360-470 nm) ve 13 (450-515 nm)
filtreleriyle incelenmistir. Biitiin hiicrelerin ¢ekirdegi mavi boyanmustir (Sekil 3.10.a)

ancak apoptotik hiicrelerin g¢ekirdegi ise yesil boya ile isaretlenmistir (Sekil 3.10.b).
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Kameraya donanmis Leica DM LED mikroskobu ile fotograflar ¢ekildikten sonra Image
J programu ile hiicre sayimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.9.c, d).

Sekil 3.10 TUNEL etiketleme metodu ile apoptozis hiicrelerin belirlemesi

a. Hoechst ile butun hiicrelerin gekirdegi mavi gérunmektedir; b. apoptozise ugrayan hiicreler FITC
boyasiyla boyanarak yesil goriintiilenmektedir (blyitme 400x).

3.5.5 Oran hesaplamalari

A kategorili KOK sayis1

Ak ili KOK % = 1
ategorili KOK % Damlacik altinda kiiltiire edilen KOK say151X 0

B kategorili KOK sayis1

B kat ili KOK % = 100
ategorit % Damlacik altinda kiiltiire edilen KOK say1s1 X

C kategorili KOK % = C kategorili KOK sayis1

100
Damlacik altinda kiiltiire edilen KOK say1s1 X

Boliinen zigot sayist 100
Damlacik altinda IVF'e tabi tutulan KOK sayist x

Bolinen zigot % =

Bloke zigot say:ist

Bloke zigot % =
9oL = Bolinen zigot sayist
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Blastosist sayis1

Blastosist ol % = 100
astosist olusum % Damlacik altinda kiiltiire edilen zigot saylslX

o ) Apoptozis hiicre sayisi
Apoptozis indeksi = — m x100
Blastosistin toplam hiicre sayisi

3.5.6 istatistik analizler

Aragtirmanin ilk agamas1 3x5 faktoriyel denemesi (sicaklik faktorii 3 diizeyde ve ovaryum
tasima ortami faktorii ise 5 diizeyde) olarak 3 tekerriirde gergeklestirilmistir. Ayrica ikinci
asama da 4x5 faktoriyel denemesi (somatik hiicre faktori 4 duzeyde ve kiltlr ortami
faktori 5 duzeyde) olarak 3 tekerriirde gergeklestirilmistir. Son asamada ise bitiin
muamelelerin  birlikte incelenmesi varyans analizi ile yapilirken; maturasyon,
fertilizasyon ve ilk gelismelerini ayni ortamda gergeklestirmis ancak daha sonraki gelisim
asamalarini, ilk ortamda (maturasyon temeli ortamda) ya da tavuk embriyo amniyotik

boslugu i¢inde gerceklestirmis olanlar arasindaki farkliliklar t testi ile yapilmistir.

Elde edilen maturasyon, béliinme, embriyo olusumu, IHK hiicre sayisi, TE sayisi,
IHK:TE oram1 ve apoptozis indeksi verileri tek yonli varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Istatistik analizinden &nce veriler normal dagilim testi olan Shapiro
w-test ile denenip gerektiginde ylzde verileri icin data transformasyonu yapilmustir.
Ortalamalarin kiyaslanmasi Duncan testi ile yapilmistir (p<0.05). Istatistik analizler R
programiyla yapilip Duncan testi ise R paketi olan Agricolae ile gergeklestirilmistir
(Seefeld ve Linder 2007, de Mendiburu 2014).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Oositlerin ve Uretilen Embriyolarin Kalitesi ve Miktar1 Uzerine Ovaryum
Tasima Ortam ve Sicakhi@inin Etkisi

4.1.1 Maturasyon iizerine farkh tasima ortam ve sicakhiklarinin etkisi

Cizelge 4.1 de goruldigt gibi arastirma muameleleri arasinda istatistik olarak 6nemli
farkliliklar bulunmustur (P<0.01). Elde edilen sonuglara gore A kategorili olgunlagma 4
°C sicaklikta CR1 ortaminda taginan ovaryumlarda en ¢ok olurken 25 °C sicaklikta PBS
ortaminda tasinan ovaryumlarda en az miktarda bulundugu tespit edilmistir. B kategorili
olgunlagsan KOK’ler agisindan ise muameleler arasi istatistik olarak dnemli farkliliklara
saptanmamasina (p > 0.1384 ) ragmen 25 °C’li PBS muamelesinde en yuksek, 38 °C’li
KSOM ortaminda taginan ovaryumlarda en diisiik seviyede bulunmustur. C kategorisinde
yer alan olgun KOKlerin sayisi ise 38 °C’li PBS ortaminda tasima ovaryumlarda en fazla
ve 4 °C’li CZB ortaminda taginanlarda en diisiik oldugu istatistik olarak (p<0.01) tespit
edilmistir. Tasima ortami ve sicaklik faktorleri arasindaki interaksiyonlar istatistik olarak

onemli bulunmamistir (p > 0.05).

Ayrt ayr olarak faktorler incelendiginde 4 °C’lik tasima sicakligi diger sicaklik
seviyelerinden daha ¢ok A kategorili KOK’leri (81.05£4.75) icerirken 25 °C’lik sicaklik
seviyesi en diisiik orana (73.66+8.37) sahip olmustur. Sekil 4.1’de gorildigi gibi B ve C
kategori olgunlagsma sinifinda yer alan KOK'’lerin sayisi sirasiyla 25°C (10.10£6.0,
16.25+4.16) ve 38 °C (8.14+3.85, 17.48+2.96) sicakliklarinda en ¢ok olurken 4 °C
(6.79£2.27, 12.02+3.44) sicakliginda en az bulunmustur.

Sekil 4.2°de goruldigii gibi CR1 (80.45+3.24) tasima ortami diger ortamindan daha ¢ok
A kategorili olgun KOK’lere neden olmustur (p<0.01). PBS ortami, diger ortamlara gore
daha ¢ok B kategorili olgunlasmaya (11.94£6.90) yol acarken en az B sinifli olgunlagma
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Cizelge 4.1 KOK’lerinin maturasyonu tizerine farkli ovaryum tasima sicaklik ve
ortamlarinin etkisi

Sicakhk  Ortam N Kategori (%+SD)
A B C

NS 180  69.80+5.36 9.60+5.13 20.19+1.06

PBS 180  66.84+3.05 12.43+£3.16 20.72+1.882
38 °C KSOM 180  80.69+0.29% 4.55+2.68 14.76 +2,39 bede
CzB 180  75.15+1.31 3¢ 7.85+0.36 17.00+0.95 2
CR1 180  79.08+1.292 6.18+1.99 14.74+0.70 bece

NS 180  73.08+4.14 abcd 8.10+1.52 18.82+4.33 3¢

PBS 180  65.74+15.81¢ 15.46+11.69 18.80+7.22 3¢
25°C KSOM 180  77.99+3.83% 6.62+1.54 15.40+2.42 bede
CzB 180  72.78+5.85 3 12.0+£5.24 15.22+0.77 bede

CR1 180  78.70+3.512 8.31+2.44 13.00+2.41 %

NS 180 80.95+7.10% 5.35+3.26 13.70+3.85 ¢
PBS 180  76.92°45.14% 7.92+0.69 15.17+4.58 bede

4°C KSOM 180 81.83+4.132 7.29+3.11 10.87+1.37°¢

CZB 180 81.96+4.572 7.94+2.27 10.11+2.58¢
CR1 180 83.57+2.482 5.49+0.59 10.27+2.74¢
P<0.01 P>0.05 P<0.01

KSOM (6.15%2.52) ortaminda gorinmistiir (p<0.05). C kategorili olgunlasma &zelligi
acisindan ovaryum tagima ortami istatistik olarak onemli farkliliklara neden olmustur
(p<0.05). C smif olgunlasma en fazla PBS ortaminda (18.23+5.01) gdrlndrken en az
miktart ise CR1 ortaminda (12.67+2.69) tespit edilmistir.

Maturasyon Sinifi
m Kategori A
= Kategori B
Kategori C

Maturasyon %

Ovaryum tagima sicakhgi

Sekil 4.1 KOK ’leri lizerine farkli ovaryum tasima sicakliklarinin etkisi
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Ovaryum tasimaortam

Sekil 4.2 KOKleri tizerine farkli tasima ortamlarinin etkisi

4.1.2 Fertilizasyon iizerine farkh tasima ortam ve sicakliklarinin etkisi

Fertilizasyon iizerinde sicaklik ve tasima ortamlarinin etkisini belirlemek amaciyla

yapilan incelemeler, 4 °C’li CR1 muamelesi diger muamelelerden daha iyi bulunmustur

(p<0.001).

Cizelge 4.2 Oositlerin fertilizasyonu iizerine farkli ovaryum tagima sicaklik ve
ortamlarinin etkisi

Sicaklik  Ortam N Bolinme (%+SD)

NS 120 31.6745.20"™

PBS 120 15.83+8.04 ¢

38°C KSOM 120 43.15+6.292
CZB 120 44.17+3.822

CR1 120 44.17+2.892

NS 120 24.17+8.78 %

PBS 120 14.17+6.29¢

25°C KSOM 120 41.67+8.04 %
CZB 120 38.33+7.22%

CR1 120 41.6748.04%

NS 120 20.00+3.33¢

PBS 120 23.06+3.37 %

4°C KSOM 120 43.89+0.962
CZB 120 40.83+1.44 %

CR1 120 45.00+1.672

p<0.001
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Cizelge 4.2’ye gore 25 °C’li PBS muamelesi en diisiik fertilizasyon gerceklestiren

muamele olarak tanimlanmaistir.

Sekil 4.3 ve 4.4’de boliinme lizerine sicaklik ve tasima ortami faktorlerinin ayri ayri
olarak incelenmesi sonucunu gostermektedir. Bolinme tzerine sicaklik faktdriinin etkisi
istatistik olarak onemli farkliliklara neden olmamuistir (P >0.05). Ancak, tasima ortamlari
arasindaki gorlnen farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunup (P<0.001) CR1 ortami en

cok (43.61£4.60) dollenmis oositleri icerirken PBS ortami en diisiik orana (17.676.75)

a
b
“\ C
NS PBS

KSOM

neden olmustur.

50.00 -

45.00 -

a
a
40.00 -
35.00 -
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -
10.00 -
5.00 -
0.00 - ‘ ‘
CR1 CZB

Ovaryum tasima ortami

Boliinen zigot %

Sekil 4.3 Dollenme (%) lizerine farkli tagima ortamlarinin etkisi
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Sekil 4.4 Déllenme (%) lizerine farkli tasima sicakliginin etkisi

4.1.3 Embriyo olusumu iizerine farkh tasima ortam ve sicakhiklarinin etkisi

4.2.3.1 Bloke edilen zigot orani

Zigot blokesi Uzerine muamelelerin etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmamistir
(p=0.3844). Ancak en ¢ok zigot blokesi CZB ortaminda 4 °C (68.79+5.46) sicaklikta
tasinan ovaryumlardan elde edilirken en diistik zigot bloke orani ise 4 °C sicaklikta NS

ortaminda tasinan ovaryumlarda goriinmiistiir (Cizelge 4.3).

Iki faktér bagimsiz olarak incelendigi halde, ne sicaklik faktorii (p=0.3046) ne de tasima
ortami faktorl (p=0.9904) istatistik olarak 6nemli farkliliklara neden olmamistir. Ancak
sekil 4.5°de goruldugii gibi en ¢ok bloke orant CZB tasima ortaminda goriiniirken en
diisiik miktar CR1 ortaminda elde edilmistir. Ovaryum Tagima sicaklig1 agisindan ise en
yuksek zigot blokesi 38 °C’de goriiniirken en diistik oran, 4 °C sicakliginda goriinmiistUr
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 Bloke zigot (%) tizerine farkli tagima ortamlarinin etkisi
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Sekil 4.6 Bloke zigot (%) tizerine farkli tasima ortamlarinin etkisi
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4.1.3.2 Blastosist olusum oram

Embriyo sayisi agisindan 4 °C ovaryum tasima sicakligi sekil 4.7°de en yiksek seviyeyi
gosterirken 38 °C sicaklik ¢izelgenin en diisiik seviyesinde yer almasina ragmen bu
farkliliklar istatistik olarak 6nemli (p>0.05) bulunmamistir. Ayrica blastosist olusumu
tizerine tasima ortamu farkliliklara neden olsa da bu farkliliklar istatistik olarak 6nemli

bulunmamstir (p>0.05).

Cizelge 4.3 Embriyolarin gelismesi lizerinde farkli ovaryum tagima sicakliklarinin ve
ortamlarinin etkisi

Sicakhik  Ortam N Bloke Blastosist
(SD) (SD)

NS 60 68.69+3.50 31.131+3.50

38 °C PBS 60 65.00+8.66  35.00+8.66
KSOM 60 64.44+3.84 35.55+3.85

CZB 60 64.10+2.24 35.89+2.24

CR1 60 64.19+0.89  35.81+089

NS 60 62.73+3.49  37.26+3.49

25 °C PBS 60 65.27+2.41 34.72+2.41
KSOM 60 66.25+4.47  33.75%4.47

CZB 60 60.62+3.55  39.38+3.55

CR1 60 63.69+4.10 36.31+4.10

NS 60 59.88+2.68 40.12+2.68

4°C PBS 60 61.57+5.61  38.42+5.62
KSOM 60 61.39+0.24  38.60+0.25

CZB 60 68.79+5.47  31.21+5.46

CR1 60 62.49+6.16 37.51+6.16

p>0.05 p>0.05
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Sekil 4.7 Blastosist olusum (%) tizerine farkli tasima sicakliklarinin etkisi
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Sekil 4.8 Blastosist olusum (%) tizerine farkli tasima ortamlarinin etkisi

Blastosist olusum 6zelligi agisindan muameleler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak
onemli bulunmamistir (p>0.05). Ancak c¢izelge 4.3’de de goruldigi gibi, 4 °C’lik
sicaklikta NS tasima ortami, embriyo Sayisi agisindan en iyi sonuglara neden olurken 4

°C sicakliktaki CZB ortami en az embriyo sayisina neden olmustur.
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4.1.3.3 iH, TE, toplam hiicre sayilar1 ve IHK/TE oram

Cizelge 4.4°de belirlendigi gibi IH, TE, toplam hiicre sayis1 ve IHK:TE orami kriterleri
icin muameleler arasindaki farkliliklar istatistik olarak énemli (P>0.05) bulunmamuistur.
Ancak gorildigii gibi IH sayis1 CR1-38 °C muamelesinde en ¢ok ve NS-25°C’de en az
bulunmustur. TE ve toplam hiicre sayisi ise en ¢ok Czb-38 °C’de bulunurken PBS-25 °C
muamelesinde en diisiik miktarlara sahip olmustur. Ancak, IHK/TE oram1 PBS-25 °C

muamelesinde en ¢ok olup NS-25 °C’de en diisiik olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.4 Embriyo kalitesi lizerine farkli ovaryum tasgima sicaklik ve ortamlarinin

etkisi
Sicakhk Ortam i¢ Hiicre Trofektoderm Toplam Hiicre IHK/TE Apoptozis
Sayisi Sayisi Sayisi indeksi
NS 33.25+2.06 113.75+8.616 147.00£9.35 29.33+2.47 13.46+4.54
PBS 31.50+2.12 113.00+4.24 14454212 27.93£2.92 16.26+0.72
38°C KSOM 33.57+3.20 111.57+2.15 145.14+2.34 30.13£3.36 15.274£2.53
CZB 33.40+2.19 121.00£11.42 154.40£10.45 27.84+3.53 11.27+2.19
CR1 35.00+2.83 110.7549.32 145.75+8.88 31.84+4.54 14.23+£3.74
NS 31.00+2.16 120.00+4.32 151.00+6.48 25.81+0.85 11.39+4.81
PBS 35.00+2.83 108+15.55 143.00£12.72 32.9347.36 15.49+2.37
25°C KSOM 32.25+2.21 114.0045.71 146.25+5.85 28.35+2.59 15.25+£3.01
CzB 33.66+3.98 114.66+12.07 148.33+£10.28 29.79+5.53 13.62+4.92
CR1 31.50+2.89 116.75+11.47 148.25+10.71 27.28+4.68 13.20£7.85
NS 33.00£3.55 113.75+8.34 146.75+5.56 29.26+4.9 19.12+1.60
PBS 32.40+4.27 121.00+8.00 153.4045.5 27.031£5.31 16.35£3.56
4°C KSOM 31.80+2.28 115.4045.18 147.20+4.91 27.62+2.63 17.92+5.15
CczB 31.33+4.03 116.83+12.60 148.16+£11.94 27.1845.18 14.74+4.12
CR1 32.20+4.08 115.40+12.56 147.60£10.57 28.3616.00 15.92+2.24
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
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ortamlarinin etkisi
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Sicaklik ve tasima ortamui faktorleri ayr1 ayri olarak incelendiginde, IH, TE, toplam hiicre
sayisi kriterleri Gizerine etkileri sekil 4.9 ve 4.10’da verilmistir. Bu sonuglara gére bulunan
farkliliklarin istatistik olarak énemli olmamasina ragmen (P>0.05) IH sayis1 38 °C en
fazla ve 4 °C’de en az bulunmustur. Ancak, TE ve toplam hiicre sayis1 4 °C sicaklikta
tasinan ovaryumlardan elde edilen embriyolarda en ¢ok bulunurken 38 °C en az hiicre

sayisina sahip olan embriyolar1 liretmistir.

CR1 ve NS ovaryum tasima ortamlar1 sirasiyla en ¢ok ve en az IH hiicre sayisina neden
olmustur. Ancak TE ve toplam hiicre sayisi ise sirasiyla CZB ve KSOM ortamlarinda en

¢ok ve en az olarak belirlenmistir.

Istatistik bakimdan farkliliklarin énemli bulunmamasina ragmen (P>0.05), ayr1 ayri
olarak faktorler incelendiginde 38 °C sicaklikta tasinan ovaryumlar diger sicaklik
seviyelerinden daha yiiksek IHK/TE oranlar1 igerirken 4 °C sicaklik seviyesi en diisiik
orana sahip olmustur (Sekil 4.11). Sekil 4.12°de gorildigi gibi CR1 (29.1+ 5.15)

ovaryum tagima ortami diger ortamlardan daha yiiksek oranlart igermistir.

4.1.3.4 Apoptozis indeksi

Muameleler icin apoptozis sonuglar1 ¢izelge 4.4’de verilmistir. Bu sonuglara gore
muameleler arsindaki farkliliklarin istatistik olarak 6nemli olmamasina ragmen (p=0.265)
NS ortaminda 4 °C sicaklikta taginan ovaryumlar en fazla apoptotik hiicre sayisini igeren
embriyolar1 kapsarken 38 °C’lik sicaklikta CZB ortaminda taginan ovaryumlar en az

apoptotik hiicre sayisina sahip olan embriyolara neden olmustur.

Sekil 4.11°de gosterildigi gibi, sicaklik faktorlnun etkisi istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Bu faktér i¢in en fazla apoptotik hiicre sayis1 4 °C tasima
sicakliginda (16.64+3.69) gorunirken, en diisiik miktar1 ise 25 °C’lik sicaklikta ortaya
cikmistir (13.61+4.85). Sekil 4.12°de goruldigi gibi apoptozis indeksi tizerine ovaryum

tagima faktoriiniin etkisi istatistik olarak (p=0.3030) 6nemli bulunmamistir.

51



M iHK/TE ® Apoptozis
35

%

25°C 38°C

Ovaryum tagima sicakligi

Sekil 4.11 IHK/TE ve apoptozis iizerine ovaryum tasima sicakliklarmin etkisi

W iHK/TE ™ Apoptozis
35 4

30
25 -
20 -
15

10

CR1 CZB KSOM NS PBS

Tasima ortami

Sekil 4.12 IHK/TE ve apoptozis iizerine ovaryum tagima ortamlarinin etkisi

52



4.2 Uretilen Embriyolarin sayis1 ve Kalitesi Uzerine Farkh Ortamlarda Farkh
Somatik Hucrelerle beraber Kilttr etmenin Etkisi

4.2.1 Oosit maturasyonu iizerine farkhh ortamlarda farkhh somatik hiicreler ile
beraber kultlr etmenin etkisi

KOK olgunlagma ftizerine ko-kiltur sisteminde kullanilan ortam ve somatik hticrelerin
etkisi cizelge 4.5’te gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore A kategorili olgunlagma
uzerine muamelelerin etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001). Muameleler
arasinda TEAS ortaminda ovidukt hiicreleri ile beraber kltir edilen KOK’lerde en ¢ok
A smif olgunlagma goriinlrken folikiil sivisinda graniloza hicresi ile kiltir edilen
KOK’lerde en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. B kategorili olgun KOK’lerin
orani da ovidukt hicresi iceren TEAS ortaminda en diisii olurken, graniloza hucresi
iceren mSOF ortaminda kultir edilen KOK’lerde en yikek olmustur (P<0.001).
Muamelelerin etkisi C kategorisi olgunlagsma tizerine istatistik olarak énemli bulunup
(P<0.01) FS ortaminda graniiloza hticreleri ile beraber kiltir edilen KOK’lerde en fazla
olurken TEAS ortaminda ovidukt hiicreleriyle beraber kultir edilenlerde en diisiik orana

sahip oldugu tespit edilmistir.

A (p=0.2299) ve C (p=0.2284) olgunlagma sinifi ig¢in faktOrler arasi interaksiyonlar
istatistik olarak 6nemli bulunmamasina ragmen B kategori olgunlasma igin faktorler arasi

interaksiyonlar (p<0.05) 6nemli bulunmustur.

Faktorler ayr1 ayrt olarak incelendiginde sekil 4.13’de gorildugii gibi A Kkategori
olgunlagma 6zelligi lizerine ortamin etkisi onemli bulunmustur (p<0.001). TEAS ortami
(82.20£18.41) diger maturasyon ortamlarindan daha g¢ok A kategorili KOK’lerin
olusumunu saglarken FS ortami en diisiik orana (68.56+21.27) sahip olmustur. B sinifl
olgunlagma {izerine FS ortami (13.83+8.49) diger ortamlardan daha c¢ok olarak
bulunmustur (p<0.05). Sekil 4.13’de goruldigi gibi C kategori olgunlasma FS ortaminda
(22.77£16.66) en ¢ok olarak bulunmustur (P<0.001).
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Cizelge 4.5 KOK’lerinin maturasyonu tizerine farkli ortamlarda farkli somatik hiicreler
ile beraber kiltlr etmenin etkisi

Ortam Hicre N Kategori %
A B C
K 80 83.16+16.702¢d 6.51+5.48 2bcd 10.45+6.92 %f
TCM199 G 80 59.88+14.21f 14.83+7.41 %fo 26.56+11.14 2e
0 80  79.92+6.86 bede 8.42:+2 .02 abedef 11.666.35 bedef
HS 80  77.01+2.70¢cde 12.15:42.02 bedefg 11.12+2 .46 cdef
K 80 77.52+11.91 ¢k 12.67+4.00 °%f 9.85+5.69 %
Ham’s F-12 G 80 67.74+13.11°¢ 6.71+2.97 dbede 27.57+11.34%
0 80 89.21+7.59% 5.1+2.07 2e 5.71+2.71 ¢
HS 80 74.36+6.57 cdef 11.23+2.08 2bcdefy 15.07+3.37 bede
K 80 79.33+13.1bede 8.0026.70 2bede 13.01+4.00 bedef
mSOF G 80 65.53+1.29¢f 19.94+7.609 13.44+9 56 bede
0 80  75.31+20.64 cdef 17.71+12.6 6.17+3.55¢f
HS 80 76.78+6.32 ¢tk 11.14:+1 .37 abodefy 12.3245.21 bodef
K 80 74.57+11.26 % 6.27+6.07 cd 19.54+10.0 ¢
FS G 80 54.09+8.89 14.63+12.0 %fo 32.43+10.862
0 80 71.23+27.63 f 4.27+3.94 3¢ 26.80+20.74 2¢
HS 80 72.83+25.97 df 11.29+5.27 abedefy 14.23+18.83 bede
K 80 86.86+1.46 ¢ 4.10£1.78%® 9.22+1.60 %f
TEAS G 80 65.06+6.32¢ 15.82+3.66 ¢ 19.83+7.73 2bcd
0 80 92.386.572 3.6620.742 3.07+4.26f
HS 80  79.63+4.52 bede 7.0626.97 2bede 12.83+6.05 bedef
p<0.001 p<0.001 p<0.01

KOK’lerin olgunlagsmasi {lizerine farkli somatik hiicrelerinin etkisi sekil 4.14°de
gOsterilmistir. Bu incelemeye gore ovidukt hiicresi diger somatik hiicrelerinden daha ¢cok
A kategorili olgun (82.50£20.87) KOK’ler iiretmistir (p<0.001). Granuloza hucresi ise
diger somatik hiicrelerine gore daha ¢ok B ve C kategorili olgunlagmaya neden olmustur
(p<0.001).
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4.2.2 Oosit fertilizasyonu Uzerine farkh ortamlarda farklh somatik hucreler ile
beraber kultlr etmenin etkisi

Fertilizasyon tizerinde farkli ortamlarda farkli somatik hiicrelerinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilan incelemelerde Gizelge 4.6’da gosterildigi gibi TEAS ortaminda ovidukt
hicreleri ile beraber ko-kiltur edilen KOK’lerin cleavage orani diger muamelelerden
daha ¢ok (57.54+10.36) bulunurken hiicre icermeyen mSOF muamelesinde ise en diisiik
(21.65+7.58) seviyede oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Cizelge 4.6 Oositlerin fertilizasyonu Uzerine farkli ortamlarda farkli somatik hticreler ile
beraber kultlr edilmenin etkisi

Ortam Hicre N Boélinme (%xSD)
K 60 49.30+8.80 8¢

TCM199 G 40 41.25+6.29 bede
0 60 49.13+9.00 ¢
HS 60 40.76+5.77 bede
K 60 42.60+3.55 abcde
Ham’s F-12 G 50 40.33+5.39 bede
0 66 50.41+4.442
HS 54 46.66+7.66 ¢
K 60 22.34+8.90F
mSOF G 50 29.50+6.25 %f
0 60 38.45+8.00 bede
HS 60 21.65+7.58 "
K 50 28.3245.23 ¢f
FS G 40 34.18+10.54 cdef
0 50 31.01+14.22 %f
HS 50 34.64+15.11 cdef
K 60 48.94+14.04 ¢
TEAS G 50 44.72+14.29 3bcd
0 60 57.54+10.362
HS 60 46.78+5.18 3¢

p<0.001

Faktorler ayr1 ayr1 olarak degerlendiginde sekil 4.15°te goruldiigii gibi somatik hiicre
faktori arasindaki farkliliklar istatistik olarak 6Gnemli bulunup (P<0.05) ovidukt hiicresi
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fertilizasyon icin (45.31+£12.96) en uygun kosullar1 temin ederken grantloza hticresi en
diisiik (38.00+9.90) fertilizasyon oranina neden olmustur. Sekil 4.16’da kiltlr ortami
faktorunin etkisi gosterilmistir. Goruldigi gibi TEAS ortami en ¢ok dollenmis oositleri

(49.50£11.51) icerirken mSOF ortam1 en diisiik orana (27.99+9.85) neden olmustur
(p<0.001).
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4.2.3 Embriyo iiretimi iizerine farkl ortamlarda farkh somatik hiicreler ile beraber
kaltur etmenin etkisi

4.2.3.1 Bloke edilen zigot oram

Zigot blokesi tizerine muamelelerin etkisi istatistik olarak énemli bulunmustur (p<0.01).
En ¢ok bloke olan zigot orami hiicre icermeyen mSOF, TCM 199 ve Ham’s F12
ortamlarinda kiiltar edilen oositlerde gériindrken ovidukt hiicresi iceren TEAS ortami en

diisiik orana neden olmustur (Cizelge 4.7).

Iki faktor bagimsiz olarak incelendigi halde (Sekil 4.17-4.18) hiicre faktori énemli
farkliliklara neden olmustur (p<0.001). Hicreler arasinda, ovidukt hiicresi en iyi kosullari
saglayarak en diisiik bloke zigot oranina (50.85+£14.24) sahip olurken, hiicre icermeyen
sistem en yiiksek bloke zigot oranina (68.20+11.29) neden olmustur. Somatik hiicrelerden
bagimsiz olarak ortamlarin etkisi incelendigi halde TEAS ortami1 diger ortamlardan daha
az zigot blokesine (51.00£13.04) neden olurken mSOF ortami en ¢ok zigot blokesine
(70.23£14.74) yol actigini sekil 4.17 gostermistir (P<0.001).
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Cizelge 4.7 Embriyolarin gelismesi ve kalitesi tizerinde farkli ortamlarla farkli somatik
hicreler ile beraber kilttr etmenin etkisi

Ortam Hicre N  Bloke % (n) Blastosist% (n)
K 28 68.69+10.66 31.30+10.67 ¢
TCM199 G 16 63.53+4.49 3¢ 36.47+4.49 bed
0 28 47.65+4.86 52.34+4.872
HS 22 73.67+4.52°2 26.33+4.534
K 24 §0.35+13.27%d 39 .64+13.282cd
Ham’sF-12 @ 20  61.07+6.12cd 38.93+6.10 2bcd
0 30 55.89+6.97 cd 44.11+6.97 2
HS 24 72.98+14.652 27.01+14.66 9
K 12 72.23+16.21% 27.77+16.2119
mSOF G 20 73.19+9.03° 26.80+9.03 ¢
0 12 60.35+21.96%0  39.65+21.96 2
HS 14 75.15+8.91°2 24.85+8.91¢
K 14 56.66+8.16 2 43.33+8.17 20<d
FS G 12 60.41+7.2] 2bcd 39.58+7.22 abed
0 14 49.05+19.98 bcd 50.95+19.98 ¢
HS 16 60.23+10.07%  39.77+10.08 2<d
K 28 55.8+4.82 44.19+4.83 2
TEAS G 22 47.91+21.91°¢ 52.08+21.92 @
0 30  41.31+5.98¢ 58.69+5.99
HS 26 58.96+7.59 2cd 41.03+7.60 20
p<0.01 p<0.01
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Sekil 4.18 Bloke zigot orani iizerine farkli somatik htcrelerinin etkisi

4.2.3.2 Blastosist olusum orani

Blastosist orani agisindan TEAS ortaminda ovidukt hiicresi ile beraber kiltir edilen
zigotlarda cizelge 4.7’de de gosterildigi gibi en ¢cok orana sahip olurken hiicre icermeyen
mSOF ortami en diisiik olarak bulunmustur (P<0.001).

Sekil 4.20°de gosterildigi gibi faktorler ayrt ayri olarak incelendiginde ko-kultlrde
kullanilan somatik hiicresi agisindan ovidukt hiicresi (49.15+£14.24) en iyi embriyo
gelisim sonuglarimni igerirken hiicre icermeyen sistem (31.80£11.29) en diisiik sonuglara
neden olmustur (p<0.001). Somatik hiicrelerden bagimsiz olarak kiltlr ortamlari
incelendiginde ortamlar arasi farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001).
Ortamlarda TEAS (49.00+£13.04) ortami, embriyo olusumu igin diger kiltlr
ortamlarindan daha iyi zemin hazirladig agik¢a belirlenmistir (Sekil 4.19).
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4.2.3.3 iH, TE, toplam hiicre sayilar1 ve IHK/TE oram

Cizelge 4.8’de de gorildiigii gibi IH sayis1 FS ortaminda ovidukt hiicreleri ile beraber
kaltur edilen blastosistlerde en ¢ok olurken somatik hiicre icermeyen mSOF ortaminda
kiltur edilen embriyolarda en az olarak bulunmustur (P<0.01). Sekil 4.21°de de
gosterildigi gibi ortamlar aras1 IH sayis1 i¢in farkliliklar 6nemli bulunmustur (p<0.001).
En fazla IHK sayis1 TEAS ortaminda (33.01+2.32) bulunurken en diisiigii TCM 199
ortaminda (28.01+4.19) bulunmustur. Somatik hicre faktdriinden olan ovidukt hiicresi en
cok IH sayisma (32.66+3.53) neden olurken graniiloza hiicresi en diisiik (28.85+3.87)

[HK hiicre say1sin1 iceren embriyolari olusturmustur (p<0.001).

Cizelge 4.8 Embriyo kalitesi lizerinde farkl kiiliire ortamlarinda farkli somatik hiicreler
ile beraber kiltlr etmenin etkisi

Ortam Hucre I¢ hiicre Trofektoderm Toplam hicre IHK/TE
sayisi Hiicre sayisi sayisl1
TCM 199 K 26.22+4,91 bed 71.54+7.09 foh 97.76+8.51 foh 0.37+0.07 bedefy
G 26.46+1.44 bcd 68.64+11.309" 95.10+11.29 fon 0.39:+0.06 bedef
0] 31.51+2,98 3¢ 99.39+10.62 3¢ 130.90+12.47 abe 0.32+0.03 ™
HS 27.84+5.38 3 61.11+2.73 9oni 88.94+7.87 9" 0.45+0.07®
Ham’s F-12 K 26.98+3.90 P 69.97+10.27 9" 96.95+11.80 fon 0.39+0.08 abedefy
G 25.59+4,71 ¢ 66.46+12.09 9" 92.04+16.34 9 0.39:+0.04 2bcdefy
0] 33.45+2.294 110.76+9.352 144.20+7.362 0.30+0.05™
HS 29.52+3.59 71.56+7.57 foh 101.08+11.02 ¢f 0.41+0.02 @«
mSOF K 28.88+4.25 70.86+5.19 foh 99.74d+8.68° 0.41+0.05 bcde
G 28.12+3.33 cd 70.84+10.36 9" 98.96+11.35° 0.40+0.07 bcde
O 31.1645.25 3¢ 88.76+19.15 bedef 119.92+23.17 bede 0.36+0.05 cdefg
HS 24.50+3.70 ¢ 52.98+2.271 77.48+3.33" 0.46+0.082
FS K 30.79+3.50 ¢ 79.29+12.78 dfo 110.08+13.70 cdefg 0.39:+0.07 abedef
G 32.25+1.34® 83.33+9.97 cdefy 115.58+10.65 cdef 0.39:+0.04 2bcdefg
O 33.67+4.594 103.38+15.28 ® 137.05+19.36 % 0.33+0.03 ¢fg
HS 30.21+2.22 3¢ 73.67+20.11 ¢foh 103.88+21.88 %f 0.43+0.08 ¢
TEAS K 33.42+0.772 94.33+7.61 127.75+8.26 3¢ 0.36+0.02 cdefg
G 31.84+2.81% 88.98+8.85 2 120.83+9.42 bed 0.36:+0.04 cdefg
O 33.49+2.854 111.22+11.892 144.71+13.982 0.30+0.029
HS 33.31+2.81% 93.87+8.96 2« 127.18+11.753¢ 0.36+0.01 cdefg
P<0.01 P<0.01 P<0.001 P<0.001

Muamelelerin etkisi TE hiicre sayisi lizerine etkili bulunmustur (p<0.001). Cizelge 4.8’de
belirlendigi gibi en ¢ok TE hiicre sayist ovidukt hiicresi igeren TEAS ortaminda

gorliniirken en az TE hiicre sayis1 ise hiicre icermeyen mSOF ortaminda bulunmustur.
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Ortam ve somatik hucre faktorleri ayr1 ayri olarak incelendiginde ortaya ¢ikan farkliliklar
istatistik olarak dnemli bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.21°de gosterildigi gibi TEAS
ortami (97.10£12.13) en ¢ok TE hiicre sayisina neden olurken yine de mSOF ortami
(70.86+16.49) az miktar TE hiicresi igeren embriyolari tiretmistir. Somatik hticre faktori
icinde ovidukt hicresi en ¢ok (102.70£14.87) TE hiicre sayisina neden olurken hiicre
icermeyen ortamda kiltir edildiginde (70.64+16.97) en az TE hiicre sayist igeren

blastosistler elde edilmistir.

Cizelge 4.8’de de gorildugii gibi IHK/TE orani hiicre icermeyen mSOF ortaminda kiiltur
edilen blastosistlerde en ¢ok olurken ovidukt hiicresi ile TEAS ortaminda kultur edilen
embriyolarda en az bulunmustur (P<0.01). Sekil 4.21-4.22°de de gosterildigi gibi
ortamlar arast IHK/TE oran1 igin farkliliklar énemli bulunmustur (p<0.05). En fazla
IHK/TE oran1 mSOF ortaminda (40.73+06.96) bulunurken en az oran ise TEAS
ortaminda (34.33+3.49) bulunmustur. Somatik hiicre faktorii olan ovidukt hiicresi en az
IHK/TE oranina (32.15+3.81) neden olurken Kultiir ortaminda somatik hiicrelerin
bulunmamas: IHK/TE oraninin artisina (42.22+6.61) neden oldugu tespit (p<0.001)

edilmistir.

Toplam hiicre sayis1 6zeligi muameleler arasinda istatistik olarak 6nemli farkliliklar
(p<0.001) gostermistir. Cizelge 4.8’de gorildugi gibi bu ozellik, TEAS ortaminda
ovidukt hiicresi ile beraber kdltiir edilen blastosistlerde en ¢ok olurken hiicre icermeyen
mSOF ortaminda kiltiir edilen blastosistlerde en az olarak bulunmustur. Faktorler ayri
ayri olarak incelendiginde TEAS ortami toplam hiicre sayisinin artigina (130.12£19.17)
neden olurken mSOF ortam1 en az toplam hiicre sayisina (99.03+19.77) neden olmustur

(p<0.001).
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[H, TE, IHK/TE oran1 ve toplam hiicre sayisi oOzellikleri icin faktorler arasi

interaksiyonlarin istatistik Gnemlilik degerleri sirasiyla p=0.49, p=0.16, p=0.96 ve p=0.18

olarak hesaplanmustir.

4.2.3.4 Apoptozis

Cizelge 4.9°da belirtildigi gibi hiicre icermeyen mSOF ortami en ¢ok apoptozise neden
olurken TEAS ortaminda ovidukt hiicresi ile beraber kiltir edilen embriyolarda en diisiik
olarak bulunmustur (p<0.001).

Ayr ayri olarak faktorler incelendiginde mSOF ortami (26.78+7.06) diger ortamlardan
daha yiiksek apoptozis oranina neden olurken TEAS (13.80%£4.16) ortami en az orana
sebep olmustur (Sekil 4.23). Sekil 4.24°da gorildigi gibi graniiloza hiicresi (23.78+6.69)
en cok apoptotik hicreleri iceren embriyolara neden olurken ovidukt hiicresi en diisiik
orana (12.9314.32) sebep oldugu belirlenmistir (p<0.001).
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TCM199 Ham’s F-12 mSOF FS TEAS
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Sekil 4.23 Apoptozis indeksi tizerine farkli kiiltiir ortaminin etkisi
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Cizelge 4.9 Apoptozis tizerinde farkli klltlr ortamlarinda farkli somatik hiicreler ile
beraber kiltlr etmenin etkisi

Ortam Hiicre  Apoptozis
TCM 199 26.0444.35°¢
24.9946.64°¢
15.15+3.64 dfo
24.38+3.50°
26.98+5.06
32.07+7.07%®
13.12+2.571 efon
25.92+3.09°
26.55+1.21°¢
26.09+1.50°¢
18.07+3.90 %f
36.42+2.152
18.90+3.40 %
19.11+1.57¢
9.82+1.49 9
16.39+4.80 %
17.17+2.05 df
16.62+3.04 def
8.50+0.82"
12.89+2.89 fan

Ham’s F-12

mSOF

FS

TEAS

TooxFooxFooxlFooxlFoaox

p<0.001

20

15 b

10

Apoplotik hiicre %o

Kimiiliis Graniiloza Ovidukt Hiicresiz

Ko-Kiiltiire sisteminde kullanilan hiicreler

Sekil 4.24 Apoptozis indeksi tizerine farkli somatik hiicrenin etkisi

66



Faktorler aras1 interaksiyonlar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.25’
de de gorildigi gibi ortamlar faktoriinden olan FS ve TEAS ortamlari somatik hiicre
faktori olan ovidukt hiicresi ve hiicre icermeyen sistem ile interaksiyon gostererek

apoptozis diistisiine neden olmuslardir.

Ortam*Somatik_Hiicre effect plot

FS Ham’s F-12mSOF TCM199 TEAS
| | | | | | | | | |

Somatik Hiicre : Kiimiiliis Somatik Hiicre : Ovidukt

7] - 35

] - 20

. ~ 15

7] - 10

Somatik Hdiicre : Graniiloza Somatik Hiicre : Hiicresiz
40 -

Apoptozis

35 ] -

30 ~

25 -

20 B

10 -

T T T T T T T T T T
FS Ham’s F-12mSOF TCM199 TEAS

Ortam

Sekil 4.25 Apoptozis indeksi tizerine somatik hiicreler ile ortamlarin interaksiyonlari

4.3 Kiltar Ortamm ve Sistemi Olarak Tavuk Embriyosunun Amniyon Kesesinin
Kullanimi

Ikinci arastirma muameleleri ile elde edilen 2-8 hiicreli zigotlar, kiiltiir sistemi ve ortamu
olarak tavuk embriyo amniyotik boslugunun igine yerlestirilip dort giin boyunca inkiibe
edildikten sonra degerlendirmeye alinmistir. Maturasyon, fertilizasyon ve ilk
gelismelerini ayn1 ortamda gercgeklestirmis ancak daha sonraki gelisme asamalarini, ilk

ortamda (maturasyon temeli ortamda) yada tavuk embriyo amniyotik boslugu iginde
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gerceklestirmis olanlar arasindaki farkliliklar t testi ile incelenip sonuglari gizelge 4.10 ve
4.11°de verilmistir. ¢izelge 4.13 ise muamelelerin birlikte kiyaslanmasindan ortaya ¢ikan

sonuglar1 sunmustur.

4.3.1 Blastosist olusum orani

Blastosist olusumu {izerine t sinamas1 sonuglar: gizelge 4.10°da verilmistir. Bu veriler
dikkatle incelendiginde TEAB sistemi, hiicre icermeyen TCM 199 (p<0.05), Ham’s F-12
(p<0.01), mSOF (p<0.01) ve FS (p<0.05) ortamlarindan daha ¢ok blastosist olusumuna

neden oldugu goriinebilmektedir.

Muameleler birlikte incelendiginde en ¢ok blastosist olusumu TEAS+O-TEAB (TEAS
ortaminda ovidukt hiicresi ile beraber kiltur edilerek zigot asamasina gelip ancak daha
sonraki gelismelerini TEAB ortaminda gergeklestiren embriyolar) sisteminde
(67.62+9.39) elde edilirken mSOF+HS-mSOF+HS sistemi en az (17.08+6.14) blastosist
olusumuna neden olmustur (Cizelge 4.12).

432 iH, TE, THS ve TE’ye iH kiimesinin oram

[H sayismin t stnamas1 sonuglari gizelge 4.11°de verilmistir. Bu gizelgeya gore i¢ hiicre
sayist Ozelligi bakimindan ayni ortamda zigot asamasia gelip ancak daha sonraki
gelismelerini  TEAB veya maturasyon ortami temeline dayanan kosullarda
gerceklestirenler arasindaki farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).
Ayrica muameleler birlikte incelendiginde de ortalamalar arasindaki farkliliklar (Cizelge

4.12) 6nemli bulunmamustir (p>0.05).

Cizelge 4.11°de goruldigi gibi TE hiicre sayisinin t sinamasi sonuglarina gore hiicre
sayist TCM199+G, TCM199+0, TCM199+HS, mSOF+K, mSOF+HS ve FS+G ile ayni
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ortamda zigot asamasina kadar gelisip ancak daha sonra TEAB sisteminde gelismesini

gerceklestiren embriyolarla Onemli farkliliklar gostermistir (Cizelge 4.11).

Muameleler birlikte incelendiginde ¢izelge 4.12°de de gosterildigi gibi en ¢ok TE hiicre
sayist TCM199+0O-TEAB (115.58+10.77) sisteminde goriinirken en az hiicre sayisi
MSOF+HS-mSOF+HS (55.31+11.12) sistemi ile ortaya ¢ikmistir (p<0.001).

IHK:TE oranina ait t sinamast sonuglart ¢izelge 4.11°de sunulmustur. Bu ¢izelgeda
gorildugii gibi IHK:TE hiicre sayis1 agisindan istatistik olarak sadece Ham’sF12+HS-
Ham’sF12+HS (0.38+0.04) ile Ham’sF12+HS-TEAB (0.28+0.04) sistemleri arasindaki
farkliliklar 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Muamelelerin birlikte incelenmesi sonuglarina gore IHK:TE oran1 6zelligi TCM199+0O-
TEAB (0.2575), Ham’sF12+O-TEAB (0.2575), TCM199+K-TEAB (0.265) ve
TEAS+O-TEAB (0.265) sistemlerinde en diisiik olurken mSOF+HS (0.465) ortaminda

en yiiksek olarak bulunmustur.

Toplam hiicre say1 kriterinin t sinamasi sonuglarina gére TCM199+G, TCM199+HS,
MSOF+K, mSOF+HS ve FS+G ortamlari ile ayni ortamlarda zigot asamasina kadar
gelisip ancak daha sonraki gelismelerini TEAB sisteminde gergeklestiren embriyolar

arasindaki TH say1 farkliliklari istatistik olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.11).

Muameleler birlikte incelendiginde Gizelge 4.12°de de gosterildigi gibi farkliliklar 6nemli
bulunmustur (p<0.001). En ¢ok TH sayisi TEAS+O-TEAS+O (147.34+10.71) sisteminde
goriiniirken en az hiicre sayist mSOF+HS-mSOF+HS (80.12+12.20) sisteminde
gorinmiistir (p<0.001).
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Cizelge 4.10 Blastosist olusumu tizerine TEAB ve farkli ortamlarinin ikili kiyaslama

sonuglari
Ortam Hucre Kaltar Block Blastosist P degeri
sistemi % %
K TCM-199+K 62.05+8.39 37.95+10.18 0.127
TEAB 42.14+10.20 57.86+8.11
TCM 199 G TCM-199+G 60.879+£12.55  39.13+12.55 0.245
TEAB 51.0748.11 48.93+8.11
o) TCM-199+0 44.84+9.73 55.16+9.73 0.45
TEAB 51.11+12.04  48.89%£12.04
HS TCM-199+HS 68.34+8.39 31.66+8.39 0.020
TEAB 50.00+8.16 50.00+8.16
K Ham’s F-12 61.46+7.89 38.54+7.89 0.52
TEAB 56.55+12.04  43.45%12.04
Ham’s F-12 G Ham’s F-12 60.95+18.71 39.05+4.04 0.33
TEAB 55.00+10.0 45.00£10.0
@) Ham’s F-12 53.57+14.22 46.43+£14.22 0.84
TEAB 51.67+11.06 48.33+11.06
HS Ham’s F-12 68.97+7.51 31.03£7.05 0.010
TEAB 48.5+8.24 51.50+8.24
K mSOF-K 74.38+16.63  25.62+16.63 0.114
TEAB 55.62+10.48 44.38+£10.48
mSOF G mSOF-G 74.44+9.69 25.55+9.69 0.056
TEAB 50.14+16.89 49.86+16.89
@) mSOF-O 62.32+14.47 37.68+14.47 0.11
TEAB 42.36£15.61 57.64+15.61
HS mSOF-HS 82.91+6.14 17.09+6.14 0.003
TEAB 57.29+8.59 42.71+£8.59
FS K FS-K 60.42+13.79  39.58+13.58 0.274
TEAB 49.17+£12.58 50.83+12.58
G FS-G 58.33£19.54  41.67+19.54 0.641
TEAB 53.1246.25 46.8846.25
0 FS-0 51.67+11.06  48.33+11.06 0.572
TEAB 45.42+1750  54.58+17.50
HS FS-HS 61.88+10.28  38.12+10.28 0.014
TEAB 39.16+7.88 60.84+7.88
K TEAS-K 58.06+7.05 41.94+7.05 0.503
TEAB 54.17+8.34 45.83+8.34
TEAS G TEAS-G 45.42+1750  54.58+17.50 0.534
TEAB 38.22+12.85  61.78+12.85
0 TEAS-O 43.33+£10.03  56.67+10.03 0.16
TEAB 32.384£9.40 67.62+9.4
HS TEAS-HS 57.64+6.05 42.36+6.05 0.13
TEAB 44.45+12.83  55.55+12.83

70



T.

Cizelge 4.11 Embriyo Kkalitesi tizerine TEAB ve farkli ortamlarinin ikili (t-test) kiyaslama sonuglari

Ortam Hiicre  Kultir sistemi iH p TE p THS p IHK/TE p Apoptozis p
K TCM-199+K 2591342 021  73.00%1025  0.10 9891814 022  036:009 041  2484%091  0.020
TEAB 22.78+2.94 86.168.89 108.94+11.83 0.26+0.01 15.90+4.15
TCM 199 G TCM-199+G 27.25¢7.08 085  68.62+3.25 0.06 95.8849.7 0008  040%0.09 009  24.38+0.98  0.006
TEAB 26.52+1.08 93.64:+8.47 120.16+7.44 0.29+0.04 15.61+2.96
0 TCM-199+0 30.94+448 067  9526x1372 006  12620£1507 010  0.33:005 007  13.88+2.88 0.78
TEAB 29.68+3.47 115.59+10.78 145.26+13.05 0.26+0.02 13.29+3.02
HS TCM-199+HS 278836 098  62.88%#365 0002  90.75(503 0007  044:006 016  24.32:325 0013
TEAB 27.93+4.6 73.0+10.25 118.76+10.47 0.31+0.04 16.2420.74
Ham’s F-12+K 2794506 052  70.06:9.73 0086  98.00:1398 0088  040£005 017  26.49:315  0.007
TEAB 29.81+1.77 93.57+19.06 123.38+20.16 0.32+0.06 17.3043.36
Ham’s F-12+G 2531+359 024  68.44+1005 014  93.75:1220 0137  0.38:005 032  31.256.78 002
Ham’s F-12 TEAB 29.06+4.51 91.42422.74 120.49+26.45 0.330.07 17.3345.22
Ham’s F-12+0 31.44+344 032  107.74+1485 073  139.18+1576 0979  0.30:0.05 024 1473217 015
TEAB 28.29+4.68 111.17+11.63 139.46+14.55 0.26+0.03 12.38+1.81
HS Ham’s F-12+HS 27644228 078 721667 0.09 99.97+8.0 014  038:0.04 002  2618+322  0.004
TEAB 28.73+6.97 101.23+24.01 129.96+30.12 0.28+0.05 16.41+1.39
MSOF-K 2781#521 068  71.50%6.79 0.02 9931749 0015  040:009 0094  2512#331 0005
TEAB 29.06+2.09 103.85:+16.49 132.92+15.63 0.29+0.06 13.55+4.11
mSOF-G 2641446 070  72.25%¢1124 011  98.66x1365 043  037:007 030  2512:331 0014
mSOE TEAB 27.50+2.35 86.25+10.47 113.75+10.13 0.32+0.05 13.55+4.11
0 MSOF-O 31.33+245 025  87.58+10.38 0083 118912030 013  0.36:005 0075  17.85:2.34  0.057
TEAB 28.00+4.5 100.46+4.63 128.46+4.13 0.28+0.05 14.52+1.13
HS MSOF-HS 2481+352 009  5531#11.12 0000  80.12+1220  0.000  046+0.12 0055  34.32+361  0.0004
TEAB 28.94+1.51 104.52+5.43 133.4616.76 0.28+0.01 17.48%2.64
FS-K 3031#35 076  77.06£1327 0056  107.38+13.86 0079  04%0.08 0068  17.13+4.18 02
TEAB 29.57+3.09 99.16+13.10 128.73+14.70 0.3+0.04 13.680.86
FS-G 31.61#277 034  8166x475 0008  113.27¢717 003  0.38:0.02 0053  19.56+2.0 0.026
FS TEAB 28.61+5.02 97.71+6.46 126.3145.44 0.29+0.06 15.840.88
FS-O 31.73#6.93 095  107.09+1567  0.80  138.81#22.47 0863  029:0.03 047 9.26+3.29 013
TEAB 31.96+1.06 104.61+10.19 136.56+10.20 0.31+0.03 12.79+2.22
HS FS-HS 28.04+224 025  70.62+5.36 0.16 98.6747.37 0157 042002 024 14.72455 0.74
TEAB 30.69+3.47 94.27+25.60 124.96+28.10 0.34+0.08 15.8623.11




¢l

Cizelge 4.11 Embriyo kalitesi tizerine TEAB ve farkli ortamlarinin ikili (t-test) kiyaslama sonuglari1 (devami)

Ortam Kaltar sistemi p TE THS p IHK/TE p Apoptozis p
TEAS-K 31.37+221 099  91.92+11.08 12328+13.14 0182  0.34x002 0087  1651x1.12 0092
TEAS TEAB 31.39+2.70 103.27+19.15 137.39+13.34 0.3£0.04 14.40+1.71
TEAS-G 30.73+4.82 069  89.1447.39 119.88+10.64 048  0.34+005 0933 1532420 0.126
TEAB 31.89+2.62 94.50+11.75 126.39+13.75 0.34+0.03 13.06+1.53
TEAS-O 33164472 026  114.18+12.16 147.34+10.72 030  0.3+006 0397  7.93+0.94 0.092
TEAB 28.88+5.01 108.81+8.46 137.69+12.99 0.26+0.03 11.55+3.03
TEAS-HS 31.64+2.84 076 95561532 0487  127.20¢812 0622  033:001 0153  1555+1.79 0.19
TEAB 30.6945.23 103.27+19.15 133.96+23.83 0.3£0.03 13.38+2.37
Cizelge 4.12 Embriyo kalitesi Uzerine TEAB ve farkli ortamlarinin etkisi
Maturasyon Kaltar sistemi Blok% Blastosist% IHK TE IHK/TE THS Apoptozis%
u ortam
TCM-199+K 62.05+18.71°%  4500+10.17°%  2501+3.41  72.99%10.25% 0.360,089 "% 98.91+8.14 % 24.840.91°
TCM 199 TEAB 421441020  57.85+10.20%0  22.78+294  86.15+8.88 Xeohi 0.265+0.0057° 108.94+11.820f  1590+4,15 el
TCM-199+G 60.86+12.54%% 301341254  27.25+7,07 68.62+3.25 0.395+0.091 o 95.87+9.69 24.38+0.979
TEAB 51.07+8.11°%0  48.93+8.11°%0  2652+108  93.64+8.46 Mol 0.285+0,035 120.16+7.43 %0 15 602,95 ef
TCM-199+0 44,839,737 55.16+9.73%0  30.93%4.48  95.26+13.729MKm 0 327+0,054 H0cef 126.20+15.07 Wik 13,88+2,77 bete
TEAB 511141203  48.88+12.03°0  29,67+3.46 115.58+10.77™ 0.2575+0.0206 ° 145.26+13.05 13.28+3.01 e
TCM-199+HS 68.33+8.38%0  31.66+8.38%  27.8743.59 62.87+3.65% 0.4425+0.0639 " 90.7545.02 % 24.3243.25 ¢
TEAB 50.00+8.16%  50.00+8.16%8  27.92+459  00.83+7.32%Whik (0,3075+0.0427°  118.76+10.47 N 16.23+0.73 "
Ham’s F-12 Ham’s F-12+K 61.46+7.88%F  3854%788"F  27.93%5.05 70.06+9.73 0.3975+0.0478 @ 98.00+13.59 26.49%3.159
TEAB 56.55+12.04"%"  4345+12.04%%  2981+1.77  93.57+19.06 i 0.325+0.062 <cefa 123.38420.16 %0k 17.29+3.35 %!
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Cizelge 4.12 Embriyo kalitesi lizerine TEAB ve farkli ortamlarinin etkisi (devami)

Maturasyon  Ko-kilure Kdltir sistemi Blok% Blastosist% IHK TE IHK/TE THS Apoptozis%
ortam hiicresi
G Ham’s F-12+G 60.05:4.04 = 3904+4.04%% 2531359 68.43£10.05%  0.3750+0.0506 %" 93.75:12.19% 31.2586.77"
TEAB 55.00+10.00 "% 45.00+10.00™%  20.06+450  91.42422.74 ik 0 327+0,07 Docefo 120.48+26.44 %5 17 3345 20 df
, 0 Ham’s F-12+0 535741422 4643+14.22%¢  3143+348  107.73+14.84 "™  0.2975+0.0505 < 139.17+15.76 ik 14.73+2.16 %%
Ham’s F-12 TEAB 51.66+11.05%  48.33+11.05%%  2820+4.68  111.16+11.62 K" 0.2575+0.0340° 139.46+14.54 ik 12.37+1.80 2
HS Ham’s F-12+HS 68.97+751%0  3103+751°%°  27.63+227  72.1546.701 %%  0.3825+0.0368 <" 99.79:8.00 e 26.17+3.219
TEAB 48.49+8.24¢  5150+8.24%0  28.73%6.97  101.23%24.00"Km  0.285+0.0479 129.96+30.12 19"k 16 4f+1.391
MSOF-K 74.37+16.63%° 256241663  27.81%5.20 71.5026.79 e 0.395+0.0881 " 99.31%7.49 ek 25.12+3.30%
TEAB 55.62+10.48 b 44.37+10.48%%  2906+2.08  103.85£16.491m  02875+0.0562%  132.91+15.63%K 13544410k
SOF MSOF-G 74.44+9.68 9 2555£9.68 26404463  72.25+11.24%  (373+0,0713 ctefoh 98.65+13.65 25.70+4.189
m TEAB 50.14+16.89 ' 49.86+16.89%W  27.50+2.34  86.25+10.47 N (0323+0.052%f 113 75+10.13%Fh 15774131 f
MSOF-O 62.32+14.46 ' 37.67+14.46%%  31.33+244  87.58+10.38%Eh  0362+0.056 eceich 118.91:+9,29 efoni 17.85+2.33°f
TEAB 423641561  57.63+1561°9  27.99+4.49  100.46:4.63 Mk 0.20.0535 ¢ 128.45:+4,13 'shik 14.51+1.12 %%
HS MSOF-HS 82.91+6.149 17.08+6.14° 24.81+3 52 55.31+11.12° 0.465+0.1245' 80.12+12.20° 34.31+3.60"
TEAB 57.2948.59" 42704859 28.93+1.50  104.5245.431km 0.275+0.0057 133.45:6.76 %k 17.48+2.64 %
FS-K 60.41+13.79°%  3958%13.79%%  30.31%¥349  77.06£13.27°%8  0.4025:0.0763" 107.37413.855%  17.12+#4.17°%
TEAB 491641258  50.83+12.58°%0  2957+309  99.15+13.10"Km  (.30+0,0355 < 128.72+14.69 ™90k 13 670,85 bece
FS FS-G 58.33+19.54"  4166+19.54"% 31614276  81.65+4.74%%h  (385+0,0191 " 113.26:£7.16 besefon 19.56+2.00"
TEAB 53.12+6.25 46.87+6.25%  28.60+5.01 97.746.46 Shikim 0.293+0.0618 e 1263145441k 15 834087 ccef
FS-0 51.66+11.05%%  48.33+11.05%0 31724693  107.08+15.67%Km  0.2925+0,0263 e 138.81+22.47 9.26+3.29%
TEAB 45.41#1750™  5458+17.50%0  31.95+1.05  104.60+10.19%m  0.3075+0.0287f  13656x10.19MK 12794222 bece
HS FS-HS 61.87+10.28%  38.12+10.28™f  28.04+2.23 70.62:5.35 2 0.395+0.0173 & 98.66:+7.36 14.72+5.49 %t
TEAB 39.16+7.87% 60.83+7.87 " 30.68+3.47  94.27#2560%MK  0.34+0.0752%f  124.95k+28.09  15.85+3.11
TEAS-K 58.05+7.05%%  4104+7.05%%  3136£221  9L.9+11.07°9"K  (345:0.0238%°0 123 28++13.1390  16.51+1 12
TEAB 54164833  4583+8.33%  31.38+269  106.00£12.447Km 0 30£0.0355 137.38£13.34MK  14.40+1.71
TEAS TEAS-G 45.41#1750%  5458+17.50%  30.73+4.82  89.14+7.38%MNi (343400478 119.87+10.63°Eh 15 31+2,00 ccef
TEAB 38.21+12.85®  61.78+12.85%  31.8842.62  94.50+11.74%Km 0 30+0,0316 ekl 126.38+13.74 ™0k 13 061,52 bece
TEAS-O 43.33+10.03™  56.66£10.03%0  33.16x4.71  114.17+12.15™  0.295+0.0568 e 147.34%10.71% 7.92+0.94°
TEAB 32.38+9.39° 67.62+9.399 28.87+501  108.818.45Km 0.265+0.0300° 137.68+12.98 Mk 11.55+3.02 2
HS TEAS-HS 57.64+6.05%%  42.36+6.05™% 31644283  9556+531%Mkm (0 33+0,0115 ekl 127.20k8.1219"i 15.55:+1.78 °%f
TEAB 44.44+12.83™  5555+12.83%9  30.68+522  103.27+10.14%m  0.30+0.0316 133.95+23.82 ik 13.38+2.36 >
p<0.001 p<0.001 p>0.05 p<0.001 p<0.05 p<0.001 p<0.001




4.3.3 Apoptozis indeksi

Apoptozis indeksi i¢in t sitnamasi sonuglari ¢izelge 4.11°de sunulmustur.

Muameleler birlikte incelendiginde cizelge 4.12°de de gosterildigi gibi en az apoptozis
indeksi TEAS+O-TEAS+O (7.92+0.94) sisteminde goérulirken mSOF+HS-mSOF+HS
(34.31+3.60) sistemi en ¢ok apoptozisin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (p<0.001).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Ovaryum Tasima Ortam ve Sicakhginin Etkisi

Bu arastirmanin bulgularina gére KOK’ler CR1 ve KSOM ortamlarinda diger
ortamlardan daha fazla maturasyona ugramistir. Lin vd. (2011) domuz oosit maturasyonu
Uzerine; PBS, BCS ve NS ovaryum tagima ortamlarinin etkisini incelemistir. Arastirma
sonuglarina gére PBS ve BCS ortamlarindan daha ¢ok maturasyon oranlarina neden
olduklar1 tespit edilmistir. Yorum olarak bu farkliliklarin, PBS ve BCS ortamlarinda
bulunan ve NS’de bulunmayan bilesimlere bagli oldugu One slrdurilmistiir. Ancak
cizelge 3.2°de goruldigii gibi CR1, hemen hemen Hepes igeren NS soliisyonu gibidir. Bu
yiizden, arastirma sonuglarindaki farkliliklarin Hepes tamponundan kaynaklandigi
kanitlanabilmektedir. BCS ortami, yogun CO2 atmosferinde etkili olan bikarbonat
tamponunu igermektedir (Silva vd. 2000). Ancak bu arastirmada bikarbonat tamamen
cevresel CO2’den bagimsiz olarak etki gosteren Hepes ile degistirilmistir. Buna ek olarak
Hepes’in pKa’lar1 (4 °C = 7.77; 25 °C = 7.48 ve 37 °C = 7.31) bu g¢alisma sartlar1 ve

sicakliklarina en uygun kosullar sagladigi (Anonymous 2008) diistiniilmiistiir.

At ovaryum parcalari lizerinde depolama ortaminin ve sicakliginin etkisi Gomes vd.
(2012) tarafindan arastirilmistir. Arastirmada MEM ve PBS ortamlari tasima ortami
olarak 4, 20 ve 39 °C’de 4, 12 veya 24 saat boyunca depolanmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandigi halde, kisrak ovaryum pargalarinin aktariminda kullanilan her iki ortamda
da zaman ve sicakligin artmasiyla morfolojik olarak normal folikillerin azalmasina neden
olmustur. Primordial ve gelismekte olan folikiiller dikkate alindiginda, 4 saat siiresince 4
°C sicaklikli PBS morfolojik olarak normal folikiiller oranina gére MEM ortamindan
daha Ustlin oldugu tespit edilmistir. Diger bir arastirmada ise Chaves vd. (2008) ovaryum
pargalarinin tagimsi i¢in en uygun sicakligin 4 °C oldugunu belirlemistir. Bilimsel
aciklama olarak diisiik sicakligi, metabolik hiz1 azaltarak besin ve oksijen ihtiyaglarim

distrtp folikaler direnci artirdigi belirtilmektedir. Ayrica basarili folikiiler korumanin
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nedeni olarak basit ortamlardaki diisiik metabolik ihtiyaglar1 kariglayabilecek tagima
ortamin bilesenleri dikkate alinabilmektedir (Gomes vd. 2012).

Viicut sicakligina yakin sicakliklarin, hiicre otolizine neden olarak si8ir oosit
maturasyonunun azalmasina ve oositlerin gelisme yetenegi tizerine de olumsuz etkiye
sahip olduguna inanilmaktadir (Pedersen vd. 2004). Ancak, olgunlasan oositlerin
bolinme orani 38 °C’deki CR1, CZB ve KSOM ortamlarinda daha yiksek bulunmustur.
Bu sonuglar Love vd. (2003) ve Young vd. (1998) ile uzlasmakta iken, Wongsrikeao vd.
(2005) ve Evecen vd. (2010)’nin bildirisleri ile ¢eliski icindedir. Bu farkliligin bir kismi1
bu arastirmalarda kullanilan uzun depolama suresinden kaynaklanabilirken bir kismi da
calismamizdaki Hepes tampon sisteminden kaynaklanabilmektedir. Bilindigi gibi Hepes
tampon sistemi pH’1 uygun fizyolojik aralikta tutarak hormon ve enzimleri
koruyabilmektedir. Uygun tampon sisteminin bulunmamasi, pH diisiisiinden kaynaklanan
¢ekirdek DNA parcalanmalarinin artigina yol agabilmektedir. Bu agidan oosit plazma
zarinin H* iyonuna son derece gegirgen oldugu, oosit zarimin pH ayarlama mekanizmaya
sahip olmadigin1 6ne siirmektedir. Eger ortamin tampon kapasitesi pH artisini korursa,
proton akimi uzun sure boyunca devam edebilir. Sonug olarak hiicre i¢i pH’nin diistisi
azalir (Salehi vd. 2004). Hiicre i¢i pH’nin diislisii hiicre zar1 gegirgenligini etkileyen
amino asitlerin net elektrik ylkinun belirlenmesinde biyolojik olarak dneme tagimaktadir
(Patel vd. 1973). Dolaysiyla pH’nin azalmasi hiicre zarinin gegirgenligini degistirerek

hiicre fonksiyonlarini bozabilmektedir.

Tagima ortami ve sicakligin morula ve blastosist olusumunu etkiledigi sonucu Wang vd.
(2011) bildirisleri ile ortiismektedir. Onlarin raporuna gore blastosist olusum orani tagima
sicakligr ile etkilenmemektedir, ancak yedi giinliik SCNT embriyolarinda toplam hiicre
sayis1 bakimindan 15 °C sicaklikta depolanan ovaryumlardan elde edilen blastosistlerde
diger sicakliklara gore (25 °C ve 35 °C) daha cok hiicreye sahip olduklar tespit edilmistir.
Ovaryum aktarma kosullarinin erken embriyo gelisim yetenegi lizerinde etkili oldugu
gorulebilmektedir (Guignot vd. 1999). Ancak in vitro kosullarinda iiretilen embriyolarin

kalitesi tasima ortami ve sicakligindan etkilenmemektedir.
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Sonug olarak, arastirma bulgularma gore 4 °C’de inek ovaryum aktarimi, in vitro
maturasyonu etkilemektedir. Ayrica, ovaryum tagimasinda kullanilan ortamin in vitro
maturasyon Uzerinde de etkili oldugu goriinmiistiir. CR1 ve KSOM ortamlar1 tagima
medyumu olarak kullanildiginda en yiiksek olgunlagsma orani elde edilmistir. Ancak,
boliinme orani sadece ovaryum tagima ortamindan etkilenip CR1 4 °C ve 38 °C’de en
yuksek seviyede olarak tespit edilmistir. Bu ylizden ovaryum tasimasinda Hepes igeren
ortamin kullanilmasinin yerinde olacagi ifade edilebilir. Arastirma sonuclarina gore 4
°C’li CR1 gibi Hepes iceren ortamlarin ovaryum tasimasinda kullanimi uygun

bulunmustur.

5.2 Farkh Ortamlar, Somatik Hicreler ve kultir sistemlerinin Etkisi

Maturasyon uzerine farkli somatik hicreleri ile beraber kiiltir etmenin etkisini belirlemek
amactyla yapilan ¢aligmanin sonuglarina gore ovidukt hiicreleri ile beraber TEAS ortami
en iyi kosullart saglayarak en ¢cok A kategorili kiimiiliis hiicrelerin genislemesine sebep
olurken granuloza hucresi igeren FS ortaminda kiltir edilen KOK’ler en diisiik orana
sahip olmustur. Ortam ve somatik hiicreler, bagimsiz olarak incelendiginde FS ortami1 en
fazla C kategorili kiimiiliis hiicre komplesinin genislemesine sebep oldugu halde en ¢cok
A smuf kiimiiliis hiicre genislemesi TEAS ortaminda bulunmustur. Ovidukt hiicre ko-
kultlru en ¢cok A smnif olgunlagmaya neden olurken bu oran granuloza hicresinde en az

olarak tespit edilmistir.

Oosit maturasyonu iizere FS ortaminda graniiloza hiicresi ile beraber kiltir edilen
KOK’lerin en ¢ok C kategorisinde yerlesmesi, Leibfried ve First’in (1980) elde etigi
sonucla uyum icinde olmustur. FS ile gergeklestirdikleri arastirmada graniiloza tek
katmani Uzerine kiltir edilen domuz oositlerinde GVBD o6nlenmistir. Ancak FS veya
grantloza hicreler ile temas etmeden kultlr edilen oositlerde GVBD gergekleserek
mayoz yeniden baglamistir. Sato ve Ishibashi (1977)’ye gore graniiloza hcrelerinin
yuzeyindeki faktoérler mayozun durmasma neden olmaktadir. Ancak daha sonra

belirlendigi gibi haypoxanthine veya ondan kaynaklanan maddeler graniloza
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hiicrelerinden gap baglantilar vasitasiyla 0ositin igine gecerek mayozun durmasina neden

oldugu kanitlanmistir (Eppig vd. 1985).

Maturasyon Uzerine farkli ortamlarin etkisi dikkate alindiginda FS en fazla C kategorili
KOK maturasyonuna neden olmustur. Bu sonu¢ Chauhan vd. (1997)’nin bildirisiyle
celiskide olmustur. SGz0 gecen arastirmalarinda FSH igeren ortam (%74) ile %20 (%67)
ve %40 (%67) manda FS igeren ortamla ayni1 grupta yer alarak daha iyi maturasyona
neden olurken FSH veya manda FS’i igermeyen ortamlar daha az (%47) maturasyon
oranina neden olmustur. Bu ¢eliskinin bir kismi1 muhtemelen 6rnegin az olmasindan veya
ortam kiyaslamasinda kullanilan istatistik metottan kaynaklanabilmektedir. Ancak,
Ocanan vd. (1995), Romero-Arredondo ve Jr (1996), Choi vd. (1998), Cruz vd.
(2014)’nin sonucuyla uyum igindedir. FS maturasyon engelleyici maddeler i¢erdiginden
(Ocana vd. 1995, Choi vd. 1998) maturasyon ortamina eklenmesi olumsuz sonuglara yol
acmistir. Ayrica, Dell’Aquila vd. (1997)’nin arastirmasina gore kisrak o0sit maturasyonu
Uzerine FS olumlu etkiye sahip olmayip (%68.5), kizgin kisrak serumu eklenen kontrol
grubu (81.1) daha ¢ok maturasyona neden olmustur. Cruz vd. (2014)’ne gore sigir
oositlerinde maturasyon FS eklenmesi ile yavaslamistir. Diger bir ¢alismada ise inek
kiimiiliis hiicrelerinin genislemesi iizerine GnRH uygulamasinin farkli zamanlarinda (0,
8 ve 20 saat) elde edilen FS’nin farkli yogunluklarinda (kontrol, 10%, 40%)
maturasyonlarin1 gergeklestiren inek KOK’lerine de 20 saat GnRH enjeksiyonundan
sonra toplanan %40 FS ortami ve kontrol grubu birlikte en ¢ok kumilis hicre
genislemesine yol agmistir. Ancak, GnRH uygulamasindan hemen sonra toplanan FS, her
iki yogunluklarda kiimiiliis hiicre genislemesini engellemistir (Romero-Arredondo ve Jr
1996). Olgunlasma fiizerine FS’nin yavaslatmasi veya mayozun durdurulmasinin bir

nedeni kii¢iikk molekiil agirlikli olan hypoxanthine oldugu belirlenmistir (Eppig vd. 1985).

A sinif olgunlagan KOK oranlarinin TEAS ortaminda en ¢ok olarak bulunusu, Ocana vd.
(1995)’nin sonucuyla uyum igindedir. Sigir oosit maturasyonu iizerine BAF (Bovine
amniotic fluid), kizgin inek serumu ve sigir folikiil sivisinin etkisini inceleyen Ocana

Quero vd. (1995)’ne gore %20 BAF en fazla MII olgunlasmaya sebep olmustur.
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Gelismekte olan fetiis ile direkt temasta olan amniyotik sivi ultra filtre sistemi ile
uterustan Uretilmektedir. Kimyasal bilesenleri serumdan daha az degismekte olup
bliylime faktdrleri, hormonlar ve embriyo i¢in yararl olan diger kimyasallar1 icerdiginden
(Ocana vd. 1995) oositleri direkt ve dolayli olarak destekleyip olgunlagmalarini
saglayabildigi one siirilmektedir. Amniyotik sivist IGF-1 (Mcmurtry ve Brocht 1997),
EGF ve TGF (Underwood vd. 2005) gibi hormon ve faktorleri icermektedir. VM igin
EFG’in yararli oldugunu bir¢ok arastirmalar gostermistir. EGF kimdlis hicre
genislemesini, oosit maturasyonunu ve blastosist gelismesini uyarabilmekte (Lin vd.
2009) oldugundan dolayi olgunlasma i¢in TEAS ortami diger ortamlardan daha iyi zemin

hazirlayarak s6z konusu 6zelliklerin iyilesmesi saglamistir.

Kiimiiliis genislemesi {izerine somatik hiicrelerinin etkisine bakildiginda ovidukt
hicrelerinin en iyi kosullar1 sagladigi belirlenmistir. Ancak graniiloza hiicresi diger
hlcrelere gore daha az olgunlasmaya neden olmustur. Elde edilen sonuglar, manda oosit
maturasyonu lizerine farkli somatik hiicrelerin ko-kulturuntn etkisini inceleyen Jamil vd.
(2011)’nin sonucuyla uyumlu degidir. Jamil vd. (2011)’ne gore graniiloza (%84.24) ve
kimulus (%83.44) hicrelerinin ko-kultird, manda ovidukt epitelyal hicreleri (%73.37)
ile beraber kilturinden daha fazla maturasyon oranina neden olmustur. Ancak, graniiloza
hlcreleri ile ko-kdiltir edilen oositlerin %36’sinin GV asamasinda kaldiklarini tespit eden

Richard ve Sirard (1996)’n bildirisi ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Menezo B2 ortami Vero hiicre tek katmaninda kullanildiginda embriyo gelisimi % 25-30
aras1 bulunurken ortam olarak HTF ko-Kkiiltiir sisteminde kullanildiginda daha az gelisim
elde edilmistir (Duszewska vd. 2000). Ayrica normal (¢ boyutlu organizasyonun
eksikliginden, hiicre yapisi iki boyutlu kulttr sistemi ile degismektedir. Ek olarak, bazal
zara 0zgu bilesimler ile baglantinin eksikliginin graniiloza hiicrelerinin yanitlarini

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Vanderhyden vd. 1992).

Grupen ve Armstrong (2010) tarafindan yapilan bir arastirmada domuz o0osit
maturasyonu, kiimiiliis hiicrelerinin apoptozisi ve progesteron salgisi iizerine FS’nin

etkisi incelenmistir. Sonuca gore in vitro maturasyon ortaminin ilk 22 saatinde FS’nin
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eklenmesi maturasyon oranini iyilestirmistir. Ancak ikinci 22 saatten sonra eklenen
FS’nin, oositlerin ¢ekirdek maturasyonu tzerine olumlu etkisinin olmadig1 belilenmistir.
Bu ylizden mayozun yeniden baglamasinin baslangicinda maturasyon ortamina folikiiler
stvisinin eklenmesi ¢ekirdek olgunlagmasi tizerinde etkili olarak 0o0sit olgunlasmasini

artirmistir.

Arastirma sonuglarina gére boliinme orani en fazla TEAS ortaminda goriiniirken en diigiik
olarak mSOF ve FS ortamlarinda ortaya ¢ikmustir. Elde edilen sonuclar Romero-
Arredondo ve Jr (1996)’1n sonuglariyla uyum igindedir. Romero-Arredondo ve Jr (1996)
calisma sonuglarina gore FS icermeyen ortamlar en ¢ok (85£5.1) boliinmiis zigot oranina
neden olurken en az oranlar ise %20 (36+£12.2) ve %40 (45+18.9) FS iceren ortamlarda

gorunmustiir.

Somatik hiicre faktorleri icin elde edilen sonuglar Romar vd. (2001) ve Mugnier vd.
(2009) ile uyum ig¢inde bulunmustur. Domuz IVF’inde monospermi ve sperm gegisi i¢in
domuz oositini POEC hicreleri ile ko-kultir eden Romar vd. (2001)’nin sonuglarina gore
oositlerde fertilizasyon iyileserek %70’in tizerinde bulmustur. Ancak Mugnier vd.
(2009)’1 kisrak oosit IVM’inde ovidukt hiicresi ile beraber kiiltir edilen oositlerede hiicre
icermeyen kultur sisteminden daha ¢ok fertilizasyon orani elde etmislerdir. Ama sadece
IVF asamasinda ovidukt hiicreleri ile kilttr edilen gametlerde elde edilen sonuglar hiicre

icermeyen Kkiltlir ortami ile 6nemli farkliliklar gostermemistir.

Bolunme Uzerine ovidukt hiicresinin olumlu etkisi en az Ug¢ yolla ger¢eklesmektedir:

1) spermin yasam giiciinii artirmasi suretiyle;

2) polisperminin azaltiimas: yoluyla

3) bélinme ic¢in destekleyici maddelerin salgilanmasi ile (Mermillod vd. 1993, Smith
1998, Coy vd. 2008).
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In vivo ve in vitro kosullarinda spermler gegici olarak ovidukt hiicrelerine yapisarak
yasam siireleri artmaktadir (Smith 1998). Ayrica ovidukt sivisinda bulunan
glikoproteinler ZP’e yapisarak polispermiyi engellemek i¢in ZP’i diizenlemektedir. S6z(
gecen mekanizma araciligiyla ovidukt glikoproteinlerini ve diger elemanlar1 igeren ZP
ag1, oositi sararak GAG’lara baglanma suretiyle oositi daha istikrarli kilip sperm gegisi
icin oositin direncini artirmaktadir (Coy vd. 2008). Dolaysiyla oositlerde polispermi
engellenmektedir. Ek olarak, ovidukt kiltir ortamlarinda bulunan diisiik molekiil agirlikli
(<~10 kDa) protein (veya proteinler) zigotlarin erken boliinmelerini (5-8 blastomer
asamasina kadar) desteklemektedir (Mermillod vd. 1993).

Blastosist olusumu ve embriyo canliligini iyilestirme amaciyla gesitli ortamlar ve ko-
kiltdr sistemleri kullanilmistir. Kimileri tanimlanmis ortamlar: iyilestirerek blastosist
olusum oraninin yiikseltme igin ¢aba gosterirken kimileri farkli somatik hiicreler ile
beraber ko-kiiltir edilmenin etkisini incelediginde embriyo {iretiminin iyilestigini
gostermislerdir. Ancak kimi aragtirmacilar tarafindan belirlendigi gibi bazi hiicre
hatlarinin embriyo gelisimi i¢in yararli olmadig1 kanitina varmiglardir. Halbuki ko-kaltir
esnasinda temel sorun hem hiicre biiyiimesini hem de embriyo gelisimi saglayan karmasik
ortamin bulunmasidir (Leppens vd. 1996). Zira somatik hiicrelerin sagligi ve gelisimi,
birlikte kiltur edilen oosit, zigot veya embriyolarin gelisim yetenegi ve hatta hayatta
kalmalarin1 belirleyebilmektedir. Bu yiizden ortam ayn1 zamanda hem somatik hiicre ve
hem de oosit veya zigot i¢in uygun olmalidir. Bu nedenle kimi aragtirmalarda ortam
yetersizliginden dolay1 somatik hticreler ile birlikte ko-kultiir etme zaman zaman olumsuz

sonuclara yol acabilmektedir.

Arastirmamizda ovidukt hiicresi igeren TEAS muamelesi diger muamelelerden daha ¢cok
blastosist olusumuna yol agarken hiicre igermeyen mSOF ortami en az blastosist
olusumuna neden olmustur. Faktorler ayr1 ayr1 olarak incelendiginde TEAS ortami en iyi
kosullar1 saglayarak en ¢ok blastosist olusumuna neden olmustur. Ancak mSOF
ortaminin en az blastosist olusturma kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Ko-kaltur
sisteminde kullanilan somatik hiicre agisindan blastosist olusumu ovidukt hiicresinde en

cok olurken hticre icermeyen ortamlarda en az olarak belirlenmistir.
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Fare zigotunun blastosist asamasina erisim ylzdesini 6 ve 10 giinlik TEAS ortaminda
kontrol grubundan (insan serum albimini ile tamamlanan Ham’s F-10) daha yiiksek bulan
Esmaili ve Valojerdi (2004)’nin sonucu ile arastirmamizin sonucu bagdasmaktadir.
Bilindigi gibi amniyon sivisindaki polyaminler, epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini saglamaktadir. Ayrica, IGF-1, EGF, TGF-a, G-CSF gibi faktorleri igeren
amniyotik stvinin (Underwood vd. 2005, Mirzajani vd. 2011) blastomerlerin ¢ogalmasini

saglayarak blastosist olusumunu olumlu yonde destekleyebildigine inanilmaktadir.

Calismamizda somatik hicreleri ile beraber ko-kiltlr edilen zigotlarda belirlenen
blastosist olusumu sonuglari, Yadav vd. (1998) ve Jamil vd. (2011) elde etigi sonuclarla
uyum icindedir. Manda zigot gelisimi {izerine hemolog ve heterolog ovidukt hiicrelerinin
etkisini inceleyen Yadav vd. (1998) gore keci ve manda ovidukt hiicresi kullanildiginda
hem keci ovidukt hiicresi hem de manda ovidukt hiicresi manda zigot kultiriinde
bolinme, morula, blastosist ve embriyo blokesinin ortadan kaldirmasi tizerine dnemli
etkiye sahip oldugunu kanitlamistir. Ayrica, Jamil vd. (2011)’ne gbére manda
embriyolarinda erken embriyo gelisimi bakimindan manda ovidukt epitelyal hiicreleri ile
kiltir edilen zigotlar, hucre icermeyen TCM-199 ortamindan daha etkili oldugunu

kanitlamistir.

Rexrod ve Powell (1988)’in sonuglarina gore ovidukt hiicreleri ile beraber ko-kultlr
etmek bir ve iki blastomerli koyun zigotunun inkiibasyonun besinci giiniinde boliinme
sayisinda artiga neden olmamigtir. Ancak %10 FCS iceren TCM-199, %10 FCS igeren
F10 ortamindan daha ¢ok boliinme sayisina neden olmustur. Bu ¢alismanin diger bir
bolumiinde ise tek katman bobrek, uterus ve ovidukt hucrelerinin ko-kilturu arastirilip
ovidukt hiicre tek katmani, hiicre igermeyen ortamdan veya diger hiicre tiplerinden daha

cok boliinmeyi sagladigi tespit edilmistir.

Blastosist olusumu tizere ortam faktoru etkili olup TEAS ortami en iyi ortam olarak
bulunurken en diisiik sonuglar mSOF ortaminda gortilmistiir. Sekil 4.19°da gorilecegi
gibi FS ortamu ikinci sirada yer almistir. Bu sonug, Romero-Arredondo ve Jr (1996)’nin

sonucuyla uyum saglamaktadir. S6zii gegen ¢alismada blastosist olusumu Uzerine %20
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ve %40 FS iceren ortamlar kontrol grubundan daha ¢ok blastosist olusumuna neden
olmustur (Romero-Arredondo ve Jr 1996).

In vitro embriyo tretimi Gzerine keci ovidukt epitelyal hiicresi (GOEC) iceren SOF
ortaminin etkisi Rodriguez-Dorta vd. (2007) tarafindan arastirilmistir. Bu arastirmaya
gore GOEC icermeyen SOF ortami %28 blastosist iiretirken GOEC tek katmani ile
beraber kiiltiir edilen KOK’lerde bu deger sadece % 20 olarak elde edilmistir. Elde edilen
bu sonuglar aragtirmamiz sonucu ile ¢eliski olusturmaktadir. Rodriguez-Dorta vd. (2007)
tarafindan gerceklestirilmis olan bu arastirmada SOF ortami sadece 3mg/mL BSA ile
tamamlanmistir. Ancak bilindigi gibi hiicre kiiltiirll icin FCS’nin eklenilmesi kaginilmaz
olup somatik hiicrelerin gelisimi ve salgisi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Muhtemelen
s06z konusu aragtirmada FCS’in bulunmamasi somatik hiicrelerin salg:1 degisikliklerine
veya hatta 6limlerin artisina sebep olabilmektedir. Sonug olarak embriyo gelisiminin
olumsuz yonde etkilenmesinin nedeni FCS’nin ko-kiiltiir ortamina eklenmemesi

olabilmektedir.

Sigir zigotlarinin gelismesi iizerinde de hiicre igermeyen SOF ortami, TCM-199 temeline
dayanan graniiloza hiicreleri ile kiltir edildiginde daha iyi sonuglar alinmistir (Rizos vd.
2001). Bu arastirmada Rizos vd. (2001) 7. ve 8. gln blastosist olusum miktarimi temel
alarak SOF ortaminda % 31.3 ve 36.8 elde ederken graniiloza hiicre tek katmani ile
beraber ko-kiltur edilen zigotlarda sirasiyla %13.2 ve 23.7 bulmusturlar. Bu arastirmada
SOF ortami ¢ok gazli inkubator kullanilarak %5 CO2 ve %5 O kontrol edilirken TCM-
199-GCM ko-kilturiinde tek gazli inkiibator kullanilip sadece %5 CO: kontrol edilmistir.
Halbuki oosit fertilizasyonu ve embriyo gelisimi iizerinde Oz gazinin olumsuz etkiye
sahip oldugu kanitlanmistir (Lim vd. 1999, Gordon 2003). Sigir zigotlariin gelisme
yetenekleri BRL hiicreler ile beraber Menezo B2 (B2) ortaminda ko-kultlr edilmesi
Hasler (1998) tarafindan incelenmistir. Hasler’e gore B2-BRL ko-kilturi (%47), B2
(%5.6) ve B2+serumdan (%17.8) daha ¢ok blastosist olusumuna neden olmustur.

Zigot gelisimi lizerinde kiimiiliis hiicreleri ile beraber ko-kultlr etmenin etkisini inceleyen

Farouk vd. (2011)’e gore 2 blastomerli zigot olusumu bakimindan Cook ortami ile ko-
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kiltir edilen zigotlar arasinda farkliliklarin bulunmamasina ragmen blastosist olusumu
acisindan 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore blastosist
olusum orant hiicre igermeyen Cook ortaminda %27.3+0.06 olurken tek katman kiimiiliis

hiicreleri ile beraber ko-kiltlr etmede ise %47.0+0.04 olusmustur.

Vero hiicresi, BRL hiicresi ve Vero/BRL karisimli hiicrelerin etkisi sigir zigot gelisimi
tizerinde incelendiginde 7’inci gonde Vero/BRL hiicre karisimi (% 40), BRL (% 36) ve
Vero (%27) hiicre tek katmanlarindan daha ¢ok morula/blastosist olusumuna neden

olmustur (Duszewska vd. 2000).

Cizelge 4.8 den anlasildig1 gibi IH sayis1 ovidukt hiicresi igeren FS, TEAS ve Ham’s F12
muamelesinde daha ¢ok olarak bulundugu halde en az olarak hicre icermeyen mSOF
muamelesinde ortaya cikmistir. IH sayisi icin elde edilen sonuclar %50 FS ile
tamamlanmis olan TCM 199 ortaminda (35.49+3.83), FS icermeyen TCM 199 ortamindan
(29.91+3.83) daha ¢ok bulan Cruz vd. (2014) sonucuyla benzerlik gostermektedir. Ayrica
TE ve toplam hiicre sayis1 da %50 FS igeren ortamda diger ortamlardan daha c¢ok
bulmuslardir. Cizelge 4.8’¢ bakildiginda ovidukt hiicresi iceren FS ortami hiicre
icermeyen mSOF ortamindan daha ¢ok TE hiicre sayisinda neden oldugu Cruz vd. (2014)

sonucu ile bagdagmaktadir.

Cruz vd. (2014)’ine gore %75 veya %100 FF’in erken boliinme ve blastosist olusum
lizerine negatif etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Ancak %50 FF IHK ve toplam hiicre
sayisi Uzerine olumlu etkiye sahip oldugu kanitina varmistir. TEAS ve FS igeren
ortamlarda hiicre sayisinin daha ¢ok bulunulmasinin nedeni olarak bu tiir kompleks
ortamlarin igeriginden kaynaklanabilmesidir. Yukarida belirtildigi gibi bu ortamlar daha
cok ve optimum seviyesinde besleyici ve destekleyici maddeler igerdiginden dolay1

ortaya ¢ikabilmektedir.

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

oliimleri ile birlesmis olup genellikle IHK ’sinde ortaya ¢ikmaktadir (Byrne vd. 1999).
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Apoptozis indeksi en diisiikk olarak TEAS ortaminda ovidukt hiicresi ile birlikte kiltir
edilen embriyolarda bulunurken, icermeyen mSOF muamelesinde en yiksek
bulunmustur. Ancak faktorler ayri1 ayri incelendiginde en az apoptozis isabeti TEAS ve
FS ortamlarinda goriiniirken en ¢ok olarak mSOF ortaminda bulunmustur. Somatik hicre
faktorleri arasinda ovidukt hiicresi diger hiicrelere gore en diisiik apoptozis isabetine yol
acmistir. Calismamizda belirlenen apoptozis isabet sonucu Birson ve Schultz (1997)’nin
sonuglari ile uyum igindedir. Brison ve Schultz (1997)’in arastirmasina gore iki hiicreli
fare embriyolar1 yalnizca kiltir edildiginde hiicre 6liim isabeti in vivo blastosistlerinin 3
kati oldugunu gostermislerdir. Ayrica, kultlr ortaminda embriyo sayisinin artigi
blastosistlerde hiicre oliimlerinin azalisini saglayarak hiicre sayisinin artisina sebep

olunmustur.

In vivo kosullarinda elde edilen 92 h fare blastosistlerinin yaklasik olarak %23 ‘de en az
bir apoptotik hicresi bulunmustur. Bu grupta apoptozis isabeti nispeten az (yaklasik
%1.19) bulunmustur. Ancak 24 saat sonra in vitro veya in vivo blastosistlerinde apoptozis
isabeti artmustir. Ayrica, in vitro kosullarinda kiltur edilen embriyolarda apoptotik hiicre
sayis1 Onemli bir sekilde artarak kiltir edilen embriyolarda %93 olup in vivo

blastosistlerinde ise %68 olarak tespit edilmistir (Fabian vd. 2009).

Sudano vd.’nin (2011) arastirmasinda apoptozis isabetinin FCS’nin artigina paralel olarak
arttigin1 gdstermistir. Inceleme sonuglarina gore in vitro embriyo iiretiminde kullanan
FCS %0, %2.5, %5 ve %10 oldugunda apoptozisin isabet ylizdesi sirasiyla 13.8, 19.1,
20.7 ve 28.4 olarak bulunmustur. Halbuki, in vivo blastosistlerinde apoptozis isabeti %6.3
olarak belirlenmistir. Ayrica blastosistlerde toplam hiicre sayisi ile apopototik hiicre

oliimleri arasinda negatif baglant1 oldugu Byrne vd. (1999) tarafindan belirlenmistir.

Apoptozis indeksi TEAS ortaminda diger ortamlardan daha diigiik bulunmustur.
Apoptozisin azalmasi, TEAS ortaminda mevcut olan TGF-a faktoriinden dolay: ortaya
cikabilmektedir. Zira, TGF-a faktorii apoptozis indeksinin azalmasina sebep oldugu
kanitlanmistir (Brison ve Schultz 1997). Ayrica, Esfandiari vd. (2005) gére HTF ortamina

protein kaynag1 olarak serum igerigine benzer bir icerige sahip olan tamamlayicinin
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eklenmesi embriyolarda apoptozis indeksinin azalisina neden olmustur. Yorum olarak ise
reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasiyla hiicre Oliimlerinin azalmasi One

siirlilmiistiir.

Apoptozis isabet orani i¢ (hayvan tiirdi, 1rki, yasi) ve dis faktorler (farkli kaltlr ortamu,
kaltur ortamindaki embriyo yogunlugu, apoptozis belirleme metodu) tarafindan
belirlenmektedir (Fabian vd. 2009). Ek olarak, in vitro kosularinda {iretilen
blastosistlerdeki hiicre o6liimlerinin artis1 biiyiime ve/veya yasayabilme faktorlerini
salgilayan anne sisteminin yoklugundan veya Kultir ortamlarinin optimum altinda
oldugundan dolay1 ortaya ¢ikabildigi inanilmaktadir (Brison ve Schultz 1997). Kultir
ortamina serum eklemesi apoptozis oranini azalttig1 kanitina varan Esfandiari vd. (2005)
gbre serum oksidativ strese neden olan reaktif oksijen tlrleri gibi embriyotoksik
bilesenleri temizleyerek veya biiyiime hormonlarini kiltir ortamina ekleyerek in vivo

kosullarina yakin benzetme yaptig1 kanitina varmistir.

Blastosist olusumu ve kalitesi ilizerine serum etkisi Esfandiari vd. (2005) tarafindan
arastirilmistir. Aragtirmanin sonucuna gore kiltir ortamina %10 FBS eklemesi fare
zigotlarinda ne morula ve blastosist olusumunu nede toplam hiicre sayisini ve i¢ hiicre
kiimesini etkilememistir. Ancak blastosistlerde apoptozis isabeti serum icermeyen HTF
ortaminda daha yuksek (%5.8+1.1) bulunmustur. Ancak, Byrne vd. (1999) sonucuna goére
FBS sigir blastosistlerinde hem hiicre sayisinin azalisina hem de apoptozisin artigina yol
actigin1 gostermistir. Ayrica, FBS ve BSA’ nin embriyo gelisimi tizerindeki destekleyici
etkisi yigindan yigia degismekte oldugunun kanitinada varmistir (Byrne vd. 1999).

Daha 6nceki galigmalar sonuglarina gére IHK:TE orani embriyo iiretim kosullariyla
etkilenmektedir. Koo vd. (2002) nin sonuglart IHK:TE orani in vivo, in vitro ve NT
embriyolarinda sirastyla yaklagik olarak 0.525, 0.731 ve 0.982 olarak bulmustur. Domuz
embriyosu lizerinde yapilan bir ¢alismaya gore erken blastosist ve blastosist agamasindaki
in vivo embriyolarinda THK/TE oran1 0.469 olurken genislemis blastosistlerde bu oran
sadece 0.296 olarak tespit edilmistir. Ayrica kiltir ortamlar1 IHK:TE orani iizerine

siddetli etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Rath vd. 1995). Bes giinliik in vivo ve in vitro
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fare blastosistlerinde IHK/TE oran1 sirastyla 0.55 ve 0.59 olarak belirlenmistir (Brison ve
Schultz 1997). lwasaki vd. (1990) ise IHK/TE oranin1 erken, genislemis ve zonadan ¢ikan
s1gir blastosistlerde sirasiyla 0.22, 0.16 ve 0.15 olarak elde etmistir. Ancak bu oran van
Soom vd. (1997)’nin sonuglaria gére IHK/TE oran1 30 ve 36 saat dollemeden sonra ilk
bolinmesini gergeklestiren sigir blastosistlerinde 0.33, 42 saat sonra boliinenlerde 0.47
ve 48 sonra ilk boliinmelerini gergeklestiren blastosistlerde ise 0.41 elde edilmistir. Bu
yilizden blastosistlerin kalitesi sadece embriyo kiiltlir sisteminden etkilenmedigini ayni
zamanda 6nceki asamalardan ve hatta kaliimsal 6zelliklerden dolay: ortaya ¢ikabildigi

One sirilebilmektedir.

Muamelelerin birlikte incelenme sonuglart dikkate alindiginda TCM199+O-TEAB,
Ham’sF12+0O-TEAB, TEAS+O-TEAB sistemleri en az I[HK: TE oranlarina neden olurken
en buylk oranlar mSOF+HS-mSOF+HS sisteminde goriinmiistiir. Sonuglarda goruldigi
gibi TEAB iginde ovidukt hiicresi iceren ortamlar daha iyi sonuglara (diisiik oranlara)
neden olmustur. Elde edilen bu sonuglar de La Fuente vd. (1997) nin elde ettigi sonuglar
ile uyum saglamaktadir. de La Fuente vd. (1997) IHK:TE o6zelligini BOEC ko-kultr
sistemi ile elde edilen fare, domuz ve sigir embriyolarinda incelmistir. Arastirmanin
sonuglarma gore 5 gunlik fare blastosistlerinde THK:TE oran1 0.36, 6 giinlik domuz
blastosistlerinde 0.25 ve 8 giinlik sigir blastosistlerde ise 0.30 olarak belirlemistir.

Esfandiari vd. (2005) HTF ortamina serumun etkisini incelemek amaciyla yaptiklari
arastirmada IHK/TE oranin1 HTF ortaminda 0.35 bulurken serum i¢eren HTF’de ise 0.37
bulmuslardir. Embriyo kalitesi {izerine sperm ayirma metotlarinin etkisini inceleyen
Samardzija vd. (2006)’ne gore BoviPure sperm ayirma metodunda IHK/TE oran1 0.39
olurken Swim up metodunda ise 0.35 olarak elde etmistir. Bu ylzden gorildigii gibi
embriyo hiicre sayisi ve oranlarinin arastirmadan arastirmaya degisken oldugu yukarida

aciklanmis olan nedenlerle ortaya ¢ikabildigi 6ne stiriilmektedir.

In vivo yontemi ile elde edilen embriyolardan daha az gelisme hizina sahip olan in vitro
embriyolarinda ayn1 hiicre sayisina varabilmek i¢in in vivo embriyolarindan bir ya da iki

giin daha iizlin inkiibe edilmelidir. Diger bir deyisle, in vitro embriyolar1 in vivo
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embriyolarindan yas olarak 1 (domuz, koyun, keci, inek) veya 2 (at) giin geride kaldiklar
bilinmektedir (Pomar vd. 2005).

Teorik olarak embriyo gelisimi i¢in tavuk embriyo sistemi daha uygun fizyolojik ortam
saglamalidir. Zira canli tavuk embriyosu aktif olarak pH, osmolariti ve Oz igerigini
ayarlamaktadir. Memeli embriyo gelisimi i¢in amniyon sivisi glinlimiizde kullanimda
olan statik in vitro kiltur ortamlarindan daha sabit ¢evre saglamalidir. Ayrica, tavuk
embriyolar1 kendi gelisimine gerekli olan biiylime faktorlerini siirekli olarak
sentezlemektedir. S6z konusu biiylime faktorleri memeli embriyolarinin gelismesi

tizerinde uyarici etkiye neden olabilmektedir (Davidson 2004).

Cizelge 4.10 verilerine gore biitiin muameleler birlikte kiyaslandiginda TEAS+O-TEAB
sistemi diger sistemlerden daha c¢ok blastosist olusumuna zemin saglayarak en ¢ok
blastosist olusumuna yol acarken mSOF+HS-mSOF+HS sistemi en az blastosist
olusumuna neden olmustur. Elde edilen bu sonuglar Blakewood vd. (1989) ve Davidson
(2004)’un bildirdigi elde edilen sonuglarla uyum igindedir. Blakewood vd. (1989) ile
zigot gelisimi {izerinde tavuk embriyo amniyon sisteminin etkisini aragtirmistir. Bu
arastirmada in vivo kosullarinda iiretilen kecilerin bir hiicreli zigotlari, fibroblast tek
katmani, tavuk embriyo amniyon boslugu ve kontrol grubuna aktarilarak gelismeleri
kaydedilmistir. Sonug olarak fibroblast ko-kultirt ile tavuk embriyo amniyonu arasindaki
farkliliklarin 6nemli bulunmamasina ragmen kontrol gruptan daha iyi embriyo gelisimine
neden oldugu tespit edilmistir. Davidson’nun (2004) sonuglarina gére sigir embriyolari
embriyotrofik ortam olan tavuk embriyo amniyonun i¢inde geligebilir. Ancak bu gelisme

yar1 tanimlanmis ortamla (CR1aa) kiyaslandiginda 6nemli farkliliklar gostermemistir.

Sadece cMTF ortaminda kdltiir edilen embriyolarla MDBK hicreleri ile beraber kiltur
edilen embriyolar kiyaslandiginda ko-kultir yontemi ile elde edilen blastosistlerde
[HK/TE orani daha yiiksek bulunmustur. MDBK hiicreleri tarafindan salgilanan faktérler
blastosistlerde THK hiicre artisina neden oldugunu 6ne siiriilmiistiir. Ancak arastirma
sonuglarina gore IHK sayisi etkilenmeyip sadece TE hiicre sayismin cogalisi tespit

edilmistir. TE hiicre sayisinin artis1t TEAS’1indaki EGF ve LIF faktorlerden dolay: ortaya
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cikabilmektedir. Zira EGF ve LIF faktorleri TE hiicre sayist artisina neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica fare embriyosu iizerinde gerekli olmayan asit aminler ve glutamin
TE gelismesine neden olurken gerekli asit aminler IHK ’sinin gelismesine neden oldugu
gosterilmistir (Leppens vd. 1996). Daha &nce gosterildigi gibi fare blastosistlerinde ITHK

hiicresinin sayist olumlu olarak insiilin ile etkilenmektedir (Leppens vd. 1996).

OAF, FBS ve koyun serumu protein kaynagi olarak TCM ve RPMI maturasyon
ortamlarina eklendiginde TCM ortaminda daha etkili olduklar1 kanitlanmistir. Ayrica bu
arastirmanin sonuglarina gére OAF eklendiginde KOK’lerin bozulmasi %0.0 olmustur

(Farag vd. 2010).

Muhtemelen, apoptozisin baglamasi embriyonun gelisme asamayasina 6zel bir yol ile
ayarlanmaktadir, ancak apoptozisin kimi 6zellikleri farkli olarak diizenlenmekte olup
bagimsiz bigimde IVP sigir embriyo {iiretimindeki metotlar1 ile ayarlanmaktadir.
Fiksasyon esnasinda DNA iplikleri kirilabilir veya uygun olmayan doku manipulasyon
metodu DNA hasarlarina yol agarak normal ¢ekirdek de isaretlenebilir. Bu yilzden

apoptozis belirlemelerinde birden ¢ok apoptotik 6zelligi incelenmelidir (Opiela 2009).

Aragtirmalarin sonuglarina gore in vitro kosullarinda kultir etme ve kiltir sisteminde
kullanilan ortamlarin bilesenleri fare ve sigir embriyolarindaki hiicre 6liimlerinin
isabetini sirasiyla artmakta ve degistirmektedirler. Bir ¢ok kanita gore hem maternal ve
hem de embriyodan salgilanan biiyliime faktorleri embriyo gelisimi iizerinde onemli role
sahip olduklarini gostermistir. Kiltir ortamini biiylime faktorlerinden olan TGF-a veya
IGF-I"nin eklenmesi, muhtemelen hiicre 6lumlerini azaltarak blastosist olusum oranini ve

blastosist hiicre sayisinin artigina neden olmustur (Betts ve King 2001).

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglara gore ovaryum tasimasi i¢in en uygun ortam ve
sicaklik olarak 4 °C sicaklikta CR1 ortam1 Onerilmektedir. Ayrica KOK’lerin
olgunlastirmasi, dollenmesi, embriyo olusumu ve kalitesi kriterleri i¢cin en uygun Sistem

olarak ko-kiiltiir sistemi bulunmustur. Bu yiizden in vitro embriyo Gretimi i¢in ovidukt

89



hiicreler iler beraber tavuk embriyosunun amniyotik sivisinda ko-kultlr etme sistemi

onerilmektedir.
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