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GIRIS VE AMAC

Yardimci iireme teknikleri icerisinde bir¢ok teknigi barindiran, infertil giftlere canh
dogum sonucu saglikli bebek sahibi olabilme sans1 saglamak amaciyla klinik uygulamalarda
kullanim1 giderek artan tekniklerdir. In vitro sartlarda embriyo iiretimiyle, insanlarda
reprodiiktif sorunlarin ¢oziimiine yardimei olunabildigi gibi yiiksek verim kabiliyetine sahip
hayvan wrklarimin devamliligt da saglanabilmektedir. Reprodiiktif biyoteknolojilerin
hayvancilik sektoriinde uygulanmaya baslanmasiyla hayvan 1slah1 amaciyla {iremenin
diizenlenmesi, denetlenmesi, planl bir sekilde yonlendirilmesi ve iilkelerin gereksinimlerine

paralel iiretim planlamasi yapilabilmektedir.

Bununla birlikte 6zellikle atik materyal olan mezbaha kaynakli oositlerin yardimci
ireme tekniklerinde kullanilmaya baslanmasiyla, bunlardan in vitro sartlarda embriyo elde
edilmesi ve elde edilen embriyolarin dondurularak saklanabilir olmasi, arastirmacilarin
konuya olan ilgisini artirmakta ve ¢ok sayida calismanin yapilmasina sebep olmaktadir. Insan
materyaliyle ¢alisilmasi yasak olan bu tiir aragtirmalar, in vivo incelenmesi ¢ok gii¢ olan oosit
ve erken donem embriyolarin gelisimleri igin gerekli sartlarin 6grenilmesi, gen transferi ve
klonlama gibi ileri tekniklerdeki bilinmezlerin aydinlatilmasi ve bu alanlarda ilerleme

kaydedilmesi konusunda 6nemli katkilar saglamaktadirlar.

Ozellikle son yillarda klinik uygulamalarda, transfer edilen embriyo sayisina
getirilen kisitlamalar infertil ¢iftlerden yardimci tireme teknikleriyle elde edilen fazla sayidaki
embriyolarin saglikli bir sekilde saklanabilmesi amaciyla arastirmacilart yeni aragtirmalar
yapmaya yOneltmistir. Bu ¢aligmalarda embriyolarin dondurulmasi ve kullanim agamasinda
cozdiiriildiikten sonra canliliklarini kaybetmeden korunmalarini saglayacak yeni tekniklerin
gelistirilmesi  hedeflenmistir. 1k defa 1972 yilinda Whittingham tarafindan fare
embriyolarinda uygulanan, ilerleyen yillarda diger hayvan tiirleri ve insanlarda uygulanmaya
baglanan embriyo Kriyoprezervasyonu yontemleri, yardimci tireme tekniklerinin bir pargasi
olup in vitro sartlarda elde edilen ¢ok sayida embriyonun saglikli bir sekilde saklanmasi ve

gerektiginde kullanima hazir olabilmesi i¢in vazgecilmez bir teknik halini almistir (1).

Degisik hayvan tiirleri ve insanlarda, farkli kriyoprezervasyon yontemleri ve
kriyoprotektanlar kullanilarak yapilan calismalarda genellikle embriyolarin daha uzun siireler
dejenere olmadan saklanabilmesi ve nakiller sonucunda daha yiiksek bir fertilite orani elde

edilmesi hedeflenmektedir.



Ancak yontemden yonteme degisen, kriyoprotektanlara maruz kalma siireleri ve
onlarin toksisite diizeylerindeki farkliliklar ile uygulanan 1s1 ve dondurma-¢6zme hizlarindaki
farkliliklar nedeniyle, kriyoprezervasyon teknikleri embriyo yapilarinda farkli sonuglara sebep

olmaktadir.

Kriyoprezervasyon islemi sirasinda kriyoprotektanlarin toksik etkilerine, donma ve
¢ozme sirasinda olusabilen buz kristallerine bagli olarak embriyolarin, ZP’sinde kirilma,
hiicre membranlar1 ve hiicre iskeletinde hasar meydana gelebilmektedir (2,3). Bu durum
hiicrenin metabolik fonksiyonlarinin aksamasina, Apoptoz ve Nekrozla hiicrenin 6liimiine yol
acabilmekte ve ¢oziinme sonrasi embriyolarin kiiltiiriine devam edilmesi durumunda ise

istenilen basariya ulasilamamaktadir (2,4).

Bu calismada kriyoprezervasyonun yardimer iireme teknikleriyle elde edilen
biliylikbas hayvan embriyolar1 iizerine etkilerinin histolojik yoOntemlerle incelenmesi

hedeflenmektedir.

BOLUM-I
1.1.0VER GELISIMi VE YAPISI

Gonadlar (testisler ve overler) posteriyor karin duvarin1 déseyen sélom epiteli bunun
altindaki mezensim ve primordiyal germ hiicreleri olmak tizere ii¢ kaynaktan koken alarak
gelisirler. Epiblasttan koken alan ve primitif hat boyunca gé¢ eden primordiyal germ
hiicreleri gelisimin 5. haftasinda primitif gonadlara ulasirlar. Bu hiicreler gonadal sirtlara
ulagsamazsa gonadlar gelisemezler. Gonad gelisiminin ilk asamalari, 5. haftada ortaya ¢ikar ve
mezonefrozun mediyalinde, s6lom epitelinde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin ¢ogalimiyla, mezonefrozun mediyalinde gonadal kabariklik (gonadal
ridge veya taslaklari) olusur (5). Epitel hiicreleri prolifere olarak mezensim i¢ine gomiiliirler
ve primitif seks kordonlar1 denilen diizensiz kordonlar1 olustururlar. 6. haftada primordiyal
germ hiicreleri mezensim icine girer ve primer seks kordonlari ile birlesirler. Erkek ve diside
gonadlardaki farklilasma 7. haftaya kadar baglamaz. Bu evredeki gonada farklanmamis gonad
denir. XX cinsiyet kromozomlarina sahip disi embriyolarda primitif seks kordonlar diizensiz
hiicre kiimelerine ayrilirlar. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra kaybolarak yerlerini vaskiiler
bir stromaya (ovariyan medulla) birakirlar. Disi gonadin yiizey epiteli prolifere olmaya

devam eder ve 7. haftada bu epitelden kortikal kordonlar gelisir ve mediiller kordonlar



dejenere olur. Farklanmamis gonad XX cinsiyet kromozomuna sahip embriyoda over
yoniinde degisim gosterir (6).Primitif gonadin kortikal bdlgesinden gelisen overler sagda ve
solda olmak tizere pelvis boslugunun her iki yaninda yer alan yaklagik 3 cm uzunlukta 1,5 cm
geniglikte ve 1 cm kalinlikta oosit iiretimi gibi endokrin Gstrojen ve progesteron iiretimi gibi
ekzokrin fonksiyonlara sahip organlardir. Over ylizeyi, distan germinal epitel adi1 verilen tek
katli yassit veya izoprizmatik hiicrelerle ortiiliidiir. Epitel altinda, bag dokusu yapisindaki
tunica albuginea yer alir. Yapisal olarak icte, organin orta kisminda, gevsek bag dokusu
icinde bol elastik fibriller, diiz kas, ven ve spiral arterler bulunduran medullar bolge, dista
oositlerin bulundugu gelisimin degisik donemlerindeki over follikiillerini igeren korteks
bolgesi yer alir (7). Follikiil yapisi overlerin ana fonksiyonel iinitesidir. Overlerde bulunan
folikiiller gelisim evrelerine gore; Primordiyal folikiil, primer folikiil, sekonder folikiil, antral

folikiil ve matiir folikiil (graaf folikiil) olarak adlandirilirlar (8).

1.2.FOLIKULOGENEZ

Folikiillerin, primordyial folikiilden graaf folikiiline gelisimi i¢in gecen siirece
folikiilogenezis denir. Primordiyal follikiiller, kortekste, tunika albuginea’nin hemen altina
yerlesmis i¢inde yaklasik 25-30 um ¢apinda, belirgin niikleus ve niikleolusa sahip etrafi tek
katl yass1 folikiil hiicreleriyle ¢evrili primer oositi igeren ve dogumdan 6nce var olan en
kiiciik ve en c¢ok bulunan folikiillerdir. Puberteye girisle birlikte her ovarial siklusta 5-15
kadar primordiyal folikiiliin olgunlasmaya baslamasiyla primer oositler bilylimeye baslar ve
primer oositi ¢evreleyen yassi epitel hiicreleri (folikiiler hiicreler) dnce kiibiklesir ve primer
oositi tek sirali ¢evreler. Olusan folikiile unilaminer (tek tabakali) primer folikiil ad1 verilir.
Daha sonra tek kath kiibik folikiil hiicreleri mitoz boéliinmelerle cogalirlar ve oosit etrafinda
cok katli epitel tabakas1 (graniiloza tabakasini) olustururlar. Cogalan bu hiicrelere granuloza
hiicreleri denir. Olusan folikiile multilaminer (¢ok tabakali) primer folikiil adi verilir (7,9).
Arastirmacilar yillarca primordiyal folikiilden primer folikiil gelisimini nelerin aktive ettigi
sorusuna cevap bulabilmek i¢in ugras vermislerdir. Son yillarda hayvanlarda yapilan
caligmalarda over stromasi ve teka hiicrelerinden salinan TGF-B ailesi iiyesi olan BMP-4,
BMP-7 ve GDF-9 (10-13), teka hiicreleri ve stromadan salinan KGF diger ismiyle FGF-7 ve
FGF-2 (14), LIF (15), Nobox (=0g2X) ve Foxo3’lin bu gelisimin aktivasyonunda rol
oynadiklar1 bildirilmistir (16-19). Yine bu calismalarda infertil farelerde GDF-9 geninin
olmadigi ve primer agsamadan ileri folikiil gelisiminin izlenmedigi belirtilmistir (20). GDF-9

ve diger TGF-B ailesi iiyesi olan faktorlerin insanda etkileri hala tam olarak netlesmemis



olmakla birlikte fare, sican, koyun ve insanlarda follikiiler gelisim agisindan énemli faktorler
oldugunu belirten yaymnlar mevcuttur (21). insanda folikiil biiyiimesinin midantral sathasmna
kadar graniiloza hiicrelerinden salinmakta olan AMH’1n (22) farelerde primordiyal folikiilden

primer folikiile gegisi inhibe ettigi bilinmektedir (23).

Primordiyal folikiiller FSH reseptorii igermedikleri i¢in bu siiregte FSH rol
oynamamaktadir (24).Primer folikiil evresinde primer oosit, folikiil hiicrelerini oositten
ayiran ZP ad1 verilen ve tiim memeli oositlerinde bulunan glikoptrotein bir kilif sentezlemeye
baslar. insanda ZP’nin kalmligr 10-15 pm’dir ve oosit ¢apt 80 um’ye ulastiginda ZP 151k
mikroskobu ile gozlenebilir. Folikiil biiylimeye devam ederken ZP’nin kalinlig1 artar, follikiil
cevresindeki ovaryum stromasi siklasir ve teka folikiilii seklinde farklilagir. Teka folikiili kan
damarlar1 ve salgi yapan hiicrelerden zengin teka interna ve siki bag dokusu 6zelliginde teka
eksternaya farklanir. Folikiiler hiicrelerin ince sitoplazmik uzantilari ZP’y1 gecip oositin
mikrovillus yapilariyla temas eder. Bu temas noktalarinda oluklu baglantilar (gap junctions)
bulunur (5,8). Primer follikiil yaklasik 0,2 mm kadar biiylikliige eristiginde graniiloza
hiicreleri arasinda diizensiz ve i¢i graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan folikdl sivisi ile
dolu bosluklar olusmaya baslar. Bu déonemdeki folikiile sekonder folikiil ad1 verilir. FSH bu

donemde folikiil biiylimesinin kritik bir belirleyicisi olmaktadir.

Geg primer 170k Sekonder

Erken prireer ollikii folbkal  follikil Olgunlasmakta
follikiil olliki) . olan follikal
Genmnal \ =) \
Olgun (Graff)
/,.'follikiil

Oosit

\ Riiptire follikiil

\
Korpus lteum \ 'Bagdokusu | Yeni
\Lutein hucrelen  sekillenen
korpus
huteum

Sekil 1: Over kesitinin sematik ¢izimi.(7)

Bosluklarin birlesmesiyle antrum adi verilen at nali seklinde biiyiik tek bir bosluk

olusur. Primer oositin biiyiimesi devam ederken granuloza hiicrelerinin dagiliminda



farkliliklar ortaya ¢ikar. Oosit folikiiliin bir tarafina dogru itilir, oositi ¢evreleyen granuloza
hiicreleri oositi folikiil duvarina baglayan bir y1§ilma yapar, bu yapiya kiimiiliis ooforus adi
verilir. Kiimiiliis ooforus adi verilen bu hiicre kitlesi genislemis antruma dogru uzanir.
Oositin ¢evresindeki granuloza hiicreleri 1sinsal tarzda dizilerek korona radiata’yr meydana
getirirler. Genital siklusun 14. giinline yakin donemde yaklasik 2 cm’lik bir ¢apa erisen
cevresinde kan damarlarindan zengin teka interna ve over stromasiyla kaynasan teka eksterna

bulunan bu folikiile, matiir folikiil denir (7).

Ovulasyondan sonra yirtilan graaf folikiiliinlin duvarinda kalan graniiloza hiicreleri ve
teka interna hiicreleri biiziisiir, katlanir ve kollabe olarak polihedral bir yap1 haline doniisiir.
Bu yapi1 ¢evresinde bulunan damarlar tarafindan vaskiilarize edilir. Luteinizan hormon (LH)
etkisiyle yapiy1 olusturan hiicrelerin sitopldzmasinda sarims1 bir pigment birikmeye baslar ve
luteal hiicrelere doniisiirler. Bu hiicrelerin olusturdugu, progesteron ve az miktarda dstrojen
salgilayan glandiiler yapiya korpus luteum denir. Korpus luteumdan salgilanan hormonlar

endometriyumun blastosist implantasyonu i¢in hazirlanmasina neden olur (6).

1.3.00GENEZ

Oositlerin olusumunda ilk ana hiicre primordiyal germ hiicreleridir (PGH). Oosit ve
spermlerin ana baslangic Onciileri olan PGH’leri fetal hayatin 2. haftasinda proksimal
epiblasttan gelisir (25). Hayvanlarda yapilan caligmalarda TGF-8 ailesi tiiyesi olan
ekstraembryonik ektodermal kaynakli BMP-4 ve BMP-8b ile ekstraembryonik endodermal
kaynaklt BMP-2 sinyallerinin PGH’lerinin gelisiminde rol oynadiklar1 bildirilmistir (25,26).
PGH’leri epiblasttan ayrilarak ameboid hareketlerle 6nce embriyonun kaudalinde bulunan
ekstraembriyonik mezoderme gelirler ve 3. haftada yolk kesesinin allontoise yakin
duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. 4. haftada sonbarsagin mezenterinin
dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftada primitif gonadlara gelip yerlesirler (6). Hem go¢
sirasinda hem de gonadlarda mitozla sayilarini artirirlar. PGH’lerinin izledigi bu yola germ
hatt1 denir. PGH’leri insanda ilk kez 3.-4. gebelik haftalarinda yolk kesesinin dorsal duvarinin
endoderminde acik renk sitopldzmalar1 daha az organel icermeleri, oval sekilleri ve daha
biiylik olmalariyla endodermal hiicrelerden ayirtedilebilirler. PGH’lerinin plazma membrani
alkalen fosfataz enziminden zengin oldugu icin (9) alkalen fosfataz enzim isaretlemesiyle
belirlenebilirler (5.25.27). Yolk kesesi duvarini ¢evreleyen endoderm hiicreleri aralarinda

bulunan oogonyumlar primordiyal germ hiicrelerinden farklanirlar (6). Farelerde yapilan



caligmalarda, oogonyumlarin ¢ogunun mitoz bdiinme ile sayilarini artirdigi, fetal hayatin 3.
aymin baglangicindan ilk folikiil olusumunun izlendigi 4.aya kadar bir kisminin l.mayoz
boliinmenin profazina girdigi ve premayotik DNA sentezinin baglamasiyla oogonyal donemin
bitip, oosit doneminin basladig1 ve primer oosit haline doéniistiikleri belirtilmistir. Oogonyal
donemden oosit donemine geciste Stra-8 geninin 6nemli bir rol {istlendigi, bu genin olmadigi
durumlarda pre-mayotik DNA replikasyonunun gerg¢eklesmedigi bildirilmistir (25,28). Seri
mitotik boliinmelerin ardindan oogoniumlarin bir kismi1 primer oositleri olusturmak iizere |.
mayozun profaz evresinde duraklar. Es zamanli olarak ¢ok sayida oogonyum ve primer oosit
atrezik hale gelir. 7. ayda yilizeye yakin yerlesmis olan az sayida oogonyum disinda
oogonyumlarin ¢ogu dejenere olmustur (6). Yenidogan overinde oogonyum mevcut degildir.
Dogumda tiim primer oositler I. mayozun profaz evresindedirler ve puberteye kadar bu
asamada dinlenme evresinde kalirlar. Bu siire boyunca oositin olgunlagmasi folikiil
hiicrelerince salgilanan oosit olgunlasmasini inhibe eden madde (OMI) tarafindan baskilanir.
Dogumda overlerde yaklasik 2 milyon kadar primer oosit bulunur. Dogumdan sonra primer

0osit olusmaz (29).

Puberteye kadar over folikiillerinde I. mayozun profaz evresinde bekleyen primer
oositler LH seviyesi pik yaptiginda ovulasyondan hemen 6nce 1. mayoz boliinmeyi tamamlar.
Bu boliinme sonucunda olusan hiicrelerde sitoplazma dagilimi esit degildir. Sonugcta,
sitoplazma yoniinden zengin biiyiik sekonder oosit ile sitoplazmadan fakir, kiiciik,
fonksiyonsuz daha sonra dejenere olan 1. kutup cisimcigi (I. kutup cismi) olusur.
Ovulasyonda sekonder oositin ¢ekirdegi II. mayoz boliinmeye baglar ancak bu boliinmenin
metafaz evresinde bekler. Eger bir sperm sekonder oosite penetre olursa II. mayoz boliinme
tamamlanir. Sitopldzmanin hemen hemen tiimiinii alan hiicreye fertilize oosit denir. Digeri II.
kutup cisimcigi olarak adlandirilan kii¢iik fonksiyonsuz bir hiicredir ve daha sonra dejenere
olur. Genellikle her siklusta iki ovaryumun birinden doniisiimlii olarak bir adet sekonder oosit

atilir. (7)

1.4.TESTIS GELISIMI VE YAPISI

Farklilagmamis gonadlar mezodermden olusur. Mezoderm erkek fetusta testisin
somatik yapilarina doniisiirler. Embriyonik gelisimin besinci haftasinda Wilms tiimor geni
(WT1) ve steryodogenik faktor 1 (SF1) gibi genlerin aktivasyonu sonucu, korteks ve

medullast olan bipotansiyel gonad olusur (30). Gelisimin ilerleyen asamalarinda korteks



dokusu gerileyerek mediiller testikiiler yapilar olusmaya baslar. Gelisimin 7. haftasina kadar
gonadlar erkek veya disiye ait morfolojik Ozelillere sahip degildirler. Memelilerde,
farklanmamis gonadin  testis yOniinde farklilasmasi testis belirleyici faktorii (Testis
Determining Faktor, TDF) kodlayan Y kromozomunun kisa kolu {izerinde bulunan Sry (Sex
Determining Region on Y Chromosome) geninin ekspresyonu ve varligina baghdir. Testis
gelisiminde rol oynayan bir bagka gen ise Oncii sertoli hiicrelerinin AMH ekspresyonunu
diizenleyen Sox-9 genidir (6,8). AMH disi iireme kanallarinin gelisimini baskilayarak erkek
tirogenital kanallarin gelisimini saglar. Ayrica FGF9 ve DAXI1 gibi diger testis belirleyici
genlerin aktivasyonunun da testis gelisiminde etkili oldugu bildirilmistir (31). Testisler karin
boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisen, intrauterin donemde gog¢ etmeye
baglayan ve dogumdan hemen once inguinal kanal araciligiyla skrotuma inerek spermatik
kordonlara asili halde bulunan bir ¢ift organdir. Skrotuma dogru gergeklestirdikleri bu go¢
nedeniyle peritondan gelismis tunika vajinalis ad1 verilen serdz bir kese tasirlar. Testisler bag
dokusundan olusan tunika albuginea adi verilen bir kapsiille ¢evrlidir. Tunika albuginea,
testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinumu yapar. Mediastinumdan testisin i¢ine giren
septumlar organi yaklasik 250-300 kadar lobiile ayirir. Her lobiilde 1-4 adet, 150-250 um
¢apinda, 30-70 cm uzunlugunda seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiillerin duvarini bazal
membran iizerine oturmus ¢ok katli kiibik epitele benzer germinal epitel (seminifer epitel)
doser (32). Germinal epitel, spermatogenik hiicreleri ve destek hiicreleri olarak tanimlanan
sertoli hiicrelerini igerir. Sertoli hiicreleri seminifer tiibiillerin bazal membranindan liimene
dogru uzanan piramidal hiicrelerdir. Niikleuslar1 oval ve ¢entiklidir, ¢evrelerinde protein
kristalloidleri izlenir. Niikleoluslar1 1yi segilir. Sitopldzmalari mikrofilaman ydniinden
zengindir ve ¢ok miktarda lipid ve glikojen inkliizyonlari igerir (33). Spermatogenik hiicreleri
sararak germ hiicre farklilagmasi i¢in uygun ortam hazirlamaktadirlar. Sertoli hiicrelerinin bir
diger gorevi ise fagositozdur. Spermiogenez sirasinda artik spermatid sitoplazmasini fagosite
ederek ortadan kaldirirlar. Sertoli hiicreleri hem c¢evresindeki sertoli hiicreleriyle hem de
gelismekte olan spermatogenik hiicrelerle siki baglantilar ve gap junction’lar yapar. Sertoli-
sertoli hiicreleri arasi baglanti kompleksleri kan-testis bariyeri olusumuna katilirlar. Kan-
testis bariyerinin immiinolojik acidan ¢ok Onemli bir goérevi vardir. Spermatogenez
puberteyle basladigi igin spermiumlar ve diger spermatogenik hiicreler immiin sistem
tarafindan yabanci olarak algilanirlar. Ancak kan-testis bariyeri spermatogenik hiicrelerle
immiin sistem arasindaki etkilesimi engelledigi icin seminifer tiibiil icine immiinglobulin
gecisine izin vermez ve spermatogenik hiicreleri otoimmiin reaksiyonlara karsi korur (7,8).

Spermatogenik hiicreler bazal membrandan itibaren liimene kadar alttan iiste dogru sirasi ile



spermatogoniumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve
spermatozoon olarak siralanirlar. Seminifer tiibiillerin arasindaki bosluklar, gevsek bag
dokusu, kan ve lenf damarlari, asidofil boyanan leydig hiicreleri, sinuzoidler ve makrofajlar
tarafindan doldurulmustur (7). Lobiillerin i¢inde bulunan seminifer tiibiiller lobiiliin tepesine
dogru diizlesir. Duvar1 tek kathi prizmatik epitelle doseli tubuli rekti denilen bosaltici
tiibiillerin ilk boliimiinii olusturur. Tubuli recti, seminifer tiibiilleri rete testise baglar. Rete
testis, mediastinum i¢inde yerlesmis, seminifer tiibiillerin {irtinlerini toplayan, tek katl kiibik
veya yass1 epitele sahip, birbirleriyle anostamoz yapan kanallar agidir. Testis hem ekzokrin
hem de endokrin fonksiyonlu bilesik tiibiiller bez 6zelligine sahip bir organdir. Testisin
ekzokrin salgisi, testikiiler sivi ve spermatozoondur. Salgilama bi¢imi aktif holokrin tiptedir.

Endokrin salgisi ise Leydig hiicrelerinde yapilan testosterondur (9,32).

1.5 SPERMATOGENEZ

PGH’lerin farklanmasi disilerde intrauterin donemde baglarken, erkeklerde
puberteyle baslar. Biiyiik ve soluk renkli hiicreler olarak fark edilebilen primordiyal germ
hiicreleri, dogumda testisin seks kordonlar1 i¢cinde sertoli hiicreleri tarafindan ¢evrelenmistir.
Pubertenin baglangicindan hemen once seks kordonlari i¢inde liimen meydana gelir ve
seminifer tiibiillere dontsiirler. Es zamanli olarak primordiyal germ hiicreleri de
spermatogoniumlara farklanirlar (6). Spermatogenez, seminifer tiibiillerde
spermatogoniumlardan baslayarak erkek germ hiicrelerinin olusumunu, sayilarinin artigini ve
spermatozoonlara doniisiimiinii ifade eden bir siirectir. Bu siire¢ pubertede hipotalamustan
GnRH salgilanmasina bagli olarak hipofiz 6n lobundan FSH ve LH salgilanmasiyla baslar ve
hizi yavaglamakla birlikte yasliligin son donemlerine kadar siirebilir. LH; Leydig
hiicrelerinden testosteron sentezini, FSH ise sertoli hiicrelerinde inhibin sentezini stimiile
eder. FSH ve testosteron birlikte seminifer tiibiillerde spermatogenezi uyarir.
Spermatogenezde 1s1 ¢ok Onemli bir faktordiir. 37°C olan viicut sicakligi spermatozoon
gelisimini olumsuz yonde etkiler. Ayrica uyusturucu madde ve sigara kullanimi, koti
beslenme ve alkolizm spermatozoon olusumunda azalmaya ve bozuk spermatozoon yapisinin
gelisimine neden olmaktadir (5). Spermatogenez, spermatositogenez, mayoz dénemi ve
spermiogenez olmak tizere 3 donemi kapsar. Spermatositogenez donemi, bazal lamina
tizerine oturmus spermatogoniumlarin bir dizi mitoz boliinme gegirdikleri donemdir. Mitoz
boliinmeler sonucunda ya kok hiicre dzelligindeki farklilasmamis Tip-A spermatogoniumlar

ya da Tip-B spermatogoniumlar olusur (7). Insan testisinde Tip-A-Koyu spermatogonium,



Tip-A-Soluk spermatogonium ve Tip-B spermatogonium olmak iizere 3 tip spermatogonium
tanimlanmistir. Tip-A spermatogoniumlarin bir kismi kaynak hiicresi olarak kalirken, bir
kismi da daha iri gorinimli Tip-B spermatogoniumlara donisiir. Olusan Tip-B

spermatogoniumlar mitoz boliinme ile primer spermatositleri meydana getiren hiicrelerdir
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Sekil 2: Spermatogoniumdan spermatozoon olusuncaya kadar gecen donemler (7).

Primer spermatositlerin olusumu ile spermatositogenez donemi tamamlanir. Daha
sonra diploid kromozomlu (44+XY) primer spermatositler yaklasik 22 giin siiren profaz
evresinin ardindan indirgenme boliinmesi olan I. mayoz boliinmeyi tamamlayarak haploid
kromozomlu (22+X veya 22+Y) sekonder spermatositlere dontisiirler (7). I. mayozun profaz
evresinde krossing-over olusur ve genetik cesitlilik saglanir. Olusan sekonder spermatositler
II. mayoz bdliinmeyi gecirerek 23 kromozomlu spermatidler’in olusmasini saglarlar. II.
mayozda kromozom sayisi degismez ancak DNA sayis1 yariya iner. Bu islemin
tamamlanmas1 ile bir spermatogoniumdan 4 adet spermatid meydana gelmis olur.
Spermatidler yuvarlak cekirdekli, iy1 gelismis golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondri, bir
cift sentriol ve diizensiz sekilli bazofilik kromatid iceren 65-70 um capinda polygonal ya da
yuvarlak hiicrelerdir. Spermatidler ve spermatositler aralarindaki sitoplazmik kdopriilerle
birbirleriyle etkilesim halindedirler. Spermatogenezin diizenlenmesinde bu kdopriiler rol
oynarlar. Insanlarda spermatogenez yaklasik olarak 2 ay (60-64 giin) siirer. Spermatidlerin
olusumundan sonra spermiogenezis donemi baslar. Spermiogenezis spermatidlerin yaklagik

8-10 giin siiren, 50-70 um uzunlugunda hareketli olgun erkek germ hiicreleri olan



spermatozoonlara dontisiim siirecidir. Her bir spermatidden 4 adet spermatozoon olusur. Bu
stirecte; akrozom gelisimi, niikleus sekil ve biyiikligiiniin degismesiyle birlikte niiklear
yogunlagsma, distal sentriyolden flagellumun gelismesi, spermin boyun ve orta pargasinin

gelisimi ile artik spermatid sitoplazmasinin atilmasi gibi degisiklikler meydana gelir (5-7).

1.6.FERTILiZASYON

Embriyonik gelisimin baglangici olan fertilizasyon genellikle tuba uterinanin en genis
ve uzun parcasi olan ampulla bolgesinde gerceklesir. Sperm ve oositin temasiyla baglar ve
birbiriyle iliskili, diizenli molekiiler olaylar dizisi sonucu olusan tek hiicreli embriyo olan
zigotun L.mitoz bdliinmesinin metafaz plaginda anne baba kromozomlarinin bir araya gelmesi
ile sonlanir. Bu siire¢ yaklasik 24 saat i¢inde gergeklesir. Tuba uterinanin diger kisimlarinda
da fertilizasyon gerceklesebilir. Fertilize olmayan oosit dejenere olur ve atilir. Oositin
fertilize olabilmesi i¢in olgun bir oosit 6zelligini kazanmasi yani [.mayoz bdliinmeyi
tamamlayarak l.kutup cisimcigini atmasi, matur spermlerinde, kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu tamamlayarak dolleyebilme kapasitesine sahip olmalari gerekmektedir (5,29).
Spermin oositi fertilize edebilme potansiyeli kazanmasi igin, disi genital sistemi igerisine
girdikten sonra gecirdigi siirece kapasitasyon denir. Kapasitasyon siireci insanlarda yaklagik 7
saat siirer (6) ve genellikle uterus yada uterin tiiplerden gecerken buralardan salgilanan
maddeler yardimu ile olur. Kalsiyum (Ca*™), redoks, G-proteini, CAMP ve kinaz bagimli olan
kapasitasyon tipik ligand-reseptor etkilesim mekanizmasina dayanir ve gergeklesebilmesi igin
serum albumini, Ca'*, bikarbonat ve glikoz gibi maddelerin ortamda bulunmasi
gerekmektedir. Kapasitasyonun baglamasinda ilk basamak sperm membrani iizerinde bulunan
kaveolalar icerisinde kaveolin adi1 verilen proteinlere bagl halde bulunan kolesteroliin disar1
cikmasidir. Disi genital sistemi sekresyonlarinda oOzellikle follikiiler sivida bol bulunan
albuminin kolesterol baglayici ozelligi vardir. Eger ortamda albumin varsa, sperm
membranindaki kolesterolii kendisine baglayarak membrandan uzaklastirir. Bunu takiben
Ca"" ve bikarbonat sperm membranindan igeri girer. Ardindan adenil siklaz enziminin aktive
olmasiyla hiicre igi cAMP artar ve protein kinazlarin (Protein Kinaz-A ve Fosfolipaz-C
yoluyla Protein Kinaz-C) aktive olmasi sonucu proteinlerin tirozinle fosforilizasyonu
gerceklesir. Proteinlerin fosforilizasyonu hem sperm membrani ve akrozom dis membrani
arasinda fiizyon olusmasimni hem de artan Ca’" ile birlikte kuyruk hareketlerinin hiperaktif
forma gegmesini saglar (34). Spermin, erkek genital sisteminde bulundugu donemde ve disi
genital sisteminde ilerlemesi sirasinda erkenden fertilize edebilme 6zelliginin

bulunmamasiin sebebi bir kismi epididimden kaynaklanan, bir kismi ise seminal



vezikiillerden salgilanarak ejakulasyon sirasinda semene katilan dekapasitan faktorler olarak
adlandirilan kapasitasyon Onleyici bazi faktorlere sahip olmasidir. Sperm disi genital
sistemine girdikten sonra serviks, uterus ya da tubuller igerisinde dekapasitan faktorler sperm
hiicrelerinden uzaklastirilirlar. In  vitro kapasitasyon sirasinda seminal plazmadaki
dekapasitan faktorler uzaklastirilmaktadir ve ortama bu faktorler eklendiginde veya kapasite
olan spermler yeniden seminal plazma igine alundiklarinda kapasitasyon siirecinde
kazandiklar 6zelliklerini kaybederler. Bu durum kapasitasyonun reversible bir olay oldugunu
gostermektedir (8). Kapasitasyonun tiire ve organa 6zgi bir olay olmadigi, boga spermlerinin
tavsan uterusunda, tavsan spermlerinin sican ve kopek uterusunda, keci spermlerinin domuz
uterusunda kapasite olabildigi, kolon, idrar kesesi, vezikiila seminalis ve goziin anterior
kamarasinda tavsan spermlerinin kapasite edilebildigi bildirilmistir. Kapasitasyonun basladig:
ve tamamlandig1 bolgeler tiire 6zgli farklilik gostermekle birlikte kapasitasyonun asil
gerceklesme yeri oviduktur (35). Kapasitasyon siirecinde spermlerde morfolojik degisim
meydana gelmez. Bu slirecte intraselliiler iyonlarin reorganizasyonu gerceklesmekte,
metabolik ve molekiiler degisiklikler goriilmekte, niikleus proteinlerinde degisiklikler
meydana gelmekte, akrozomal kep bolgesindeki plazma membranindan seminal plazma
proteinleri ve glikoprotein Ortli uzaklastirilmaktadir. Kapasitasyon, sperme akrozom
reaksiyonunu gecirebilme, ZP baglanabilme ve hipermotilite 6zelligini elde edebilme imkan1
saglar (8). Sperm kapasitasyonu disi genital kanalinda gerceklesmekle beraber uygun
sartlarda ve nitelikli mediumlarda kisa siireli inkiibasyonla in vitro ortamda da
gerceklesebilmektedir. Bagarili bir IVF’de kapasitasyon en 6nemli basamaklardan biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. In vitro kapasitasyon i¢in Ca'”, piruvat, glukoz, heparin, laktat ve
albumin gibi protein igeren kiiltiir medyumuna veya serum ya da folikiiller s1v1 gibi biyolojik
stv1 igeren kiiltlir medyumuna ihtiyag vardir. Bu amagcla sigirlarda yapilan ¢alismalarda sperm
hiperozmotik bir medium ile muamele edilmis ve siklikla tuzlu soliisyonlar kullanilmistir.
Ozellikle BSA destekli TALP, mDM, BO medium, BWW medium, TYB medium ve KRB
medium in vitro kapasitasyon i¢in en ¢ok kullanilan medyumlardir (36). Arastirmacilar bu
medium’lara heparin, epinefrin, hipotaurin, kondriotin siilfat, folikiil sivisi, oviduktal siv1 ve
Ca™ gibi maddeleri ilave ederek kapasitasyonu indiiklemislerdir. Biiyiikbas hayvanlarda,
inegin genital kanali igerisinde bulunan glukozaminoglikanlar sperm membraninin
destabilizasyonuna neden olarak kapasitasyonu etkilerler. Bir tiir glukozaminoglikan olan
heparin giiniimiizde IVF’de kullanilan boga spermlerinin kapasitasyonu i¢in yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Heparinden bagka kafeinle birlikte veya kafein olmaksizin kalsiyum

iyonofor da kapasitasyon i¢in basarili bi¢imde kullanilir. Ayrica taurin ve hipotaurinin sperm



canliligimmi ve kapasitasyonunu etkiledigi ve antioksidant olarak peroksidatif zararlara karsi
koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Bazi arastirmacilarin ise hipotaurin, heparin ve
epinefrini birlikte kullanarak sperm motilitesini ve kapasitasyonunu indiikledikleri
bildirilmistir (37). Ayni ejakiilattaki spermlerden bir boliimii daha kisa siirede kapasite
olurken bir kismu1 ise daha gec kapasite olabilmektedir Kapasitasyon siireci aymi ejakiilattaki
spermler arasinda farklilik gosterebildigi gibi epididimden elde edilen spermler ile
ejakiilatuvar spermler arasinda da farkliliklar gosterebilmektedir. Ejakiilatuvar spermler,
seminal plazma ile karigmalar1 ve plazma membraninin daha stabil olmasi nedeniyle daha ge¢
kapasite olurken epididimal spermler kapasitasyon siirecini daha erken tamamlarlar (38).
Kapasitasyonunu tamamlamig spermin, oositi fertilize edebilme 6zelligine sahip olabilmesi
icin akrozom reaksiyonu gecirmesi gerekmektedir. Bu degisim siireci spermin oositle temas
ettigi yerde meydana gelir (8). Sperm bast plazma membrani, kondanse niikleus ve
akrozomal kese olmak tizere 3 kisimdan olusur. Sperm reseptorleri ve fertilin plazma
membrant elemanlaridir. Akrozomun ekvatoryal bdlgesinin On tarafindaki sperm plazma
membraninin i¢inde yer alan fertilin sperm-oosit plazma membranlarinin fiizyonuna katilir.
Akrozom, spermatogenesis sirasinda golgi kompleksinden gelisen, niikleusun 6n kisminda
yer alan ve hemen hemen yarisini Orten, biiyiikligii tiirlere gore degisiklik gosteren kese
seklinde bir yapidir. Akrozomal kesede dis akrozomal membran, i¢ akrozomal membran ve
hidrolitik enzimler bulunur. Bu enzimlerin bir kism1 i¢ akrozomal membranda bulunurken bir
kism1 da matriks icinde bulunur. Akrozomal kesenin incelmis boliimii kuyruga dogru

uzayarak ekvatoryal segmenti olusturur (9).
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Sekil 3: Sperm baginin bilesenleri (9)

In vivo sartlarda fallop tiiplerinde gergeklesen akrozom reaksiyonu spermin korona
radiataya temasi ve ZP’ya tutunarak zona penetrasyonunu gerceklestirene kadar gegen bir
dizi olaylar igerir. Kapasitasyonunu tamamlamis ve ampulla’ya ulagmis bulunan spermler
hiicre membranlarinda bulunan yiizey reseptorleri vasitasiyla oosite tutunurlar Spermin
oositle temasiyla, sperm i¢ine Ca'" girisi hizlanir ve akrozomal reaksiyon baslar. Spermin,
plazma membrant ve akrozomun posterior kismindaki ekvatoryal segmenti hari¢ dis
akrozomal membran1 bir¢ok noktada birbiriyle birleserek kiiciik vezikiiller olustururlar. Bu
vezikiiller arasindaki bosluklardan akrozomal enzimler disar1 ¢ikar. Serbest kalan
hyaluronidaz enzimi kiimiiliis ooforus hiicrelerini birbirine baglayan ve bir hyaluronorik asit
kompleksi olan baglari eritir. Korona radiatadaki folikiiler hiicreler birbirinden ayrilarak ZP
ortaya cikar (8,39). Oositin ZP’sinde degisik tiir glikoproteinlerden olusan, spermdeki yiizey
reseptorlerine uygun molekiiller bulunur. ZP’deki primer sperm baglanma molekiilii ZP3 tiir.
Sperm ve oosit- lerin yiizeyindeki karbonhidrat baglayici proteinler, fertilizasyon sirasinda
sperm ve o0ositin bir-birini taniyip birlesmesinde rol oynar. Farelerin spermlerinde bulunan
zona pellusidadaki ZP-3 proteinini taniyan 95 kD proteini ve sp56 gibi sperm yiizey
reseptorlerinin varligr yaymlarda bildirilmistir. sp56, ZP-3’e baglanma proteini olarak
tanimlanmakla birlikte heniiz kesinlik kazanmasada akrozom reaksiyonunu baslatan sinyal

molekiilii olabilecegi de diisiiniilmektedir (40,41). ZP3 molekiiliiniin 2 bdlgesi vardir bunlar:
1) Sperm plazma membranin daki integral proteinleri taniyan sperm reseptorii.

2) Akrozom reaksiyonunu tetikleyen, sperm basindaki reseptdr proteinlerine

baglanan bolgelerdir.

Akrozomal enzimlerden olan akrozin, néraminidaz ve esteraz (29) gibi enzimlerle ZP
ylizeyinde spermin gegisini saglayan ince bir yarik olugsmaktadir. Fertilizasyonun baslangici
i¢in spermin ZP’dan gecisi dnemli bir asamadir. inseminasyonu takiben yaklasik bir saatlik
strecte ZP asilmis olur. Sperm ve oosit plazma membranlarinin birlesmesi sperm
akrozomunun {izerindeki hiicre zar1 akrozom enzimlerinin salinmasi sirasinda eridigi igin
postakrozomal bolge ile oolemma arasinda baslar. Spermin, oolemmaya fiizyonuyla birlikte
oolemmada olusan kortikal graniillerin perifere go¢ etmesi ve iceriginin perivitellin araliga
bosalmasiyla ZP’nin yapisinda degisiklik meydana gelir ve zona reaksiyonu tetiklenir. Zona
reaksiyonu sonucunda ZP’nin kalinliginda bir miktar azalma, sikilagsma ve porlarda kaybolma

gorlilir. Bagka bir spermin ZP’ye penetrasyonuna imkan vermeyen yapiya doniiserek



polispermi Onlenmis olur. Spermin oosit sitoplazmasi igine girmesinden sonra oosit
aktivasyonunu takiben fertilizasyonun tamamlanabilmesi i¢in gametlerin kendilerine ait
niikleus materyallerinin reorganize olmasi ve bu sekilde erkek ve disi proniikleuslarinin
olusmas1 gereklidir. Spermle birlesen oositte, bu iki hiicrenin birlikte olusturacaklar1 yeni
canliyi meydana getirmek iizere oosit sitoplazmasinda yapisal ve biyokimyasal bazi
degisiklikler gdzlenir. Oositte gdzlenen bu degisiklikler oosit aktivasyonu olarak adlandirilir
(39). Oosit aktivasyonu birgok tiirde arastirilmis ve baslica iki gelisim yolu olabilecegi
iizerinde durulmustur. Birinci goriise gore oosit, sivi karakterde olan, sperm sitoplazmasinda
bulunan ve sperm tarafindan tasmnan OAF tarafindan uyarilmaktadir. Spermle o00sitin
membranlar diizeyinde birlesmesinin oosit aktivasyonu i¢in yeterli olmadigi ve oosit aktive
edici faktoriin tiirlere 6zgii oldugu belirtilmistir. Ikinci goriisii savunanlara gore ise oosit
aktivasyonu reseptorler tarafindan yonlendirilen bir siire¢ sonrasi gerceklesmektedir (8).
Memelilerde oositin aktive oldugunun ilk gostergesi kortikal graniillerin salinmasi ve II.
mayoz bolinmenin tamamlanmasidir. Spermin oosit sitopldzmasina girmesinin hemen
ardindan oosit II. mayoz boliinmesini tamamlar. Bu bélinme sonucunda hemen hemen hig
sitoplazma icermeyen II. polar cisim ve ergin disi cins hiicresi olan ovum olusur. Ovumun
niikleusu disi proniikleus olarak adlandirilir. Sperm oosit sitoplazmasi i¢ine girdikten sonra
pasif hareketlerle sitopldzmanin i¢ kisimlarina dogru ilerler. Bu sirada spermin kuyrugu bas
kismindan ayrilarak dejenere olur. Spermin niikleus zari erir, kondanse sperm kromatini
sitoplazmada dagilir (5,38). Ooplazmada kromatinin cevresinde yaygin olarak bulunan
endoplazmik retikulumun yer yer birlesmeye baglamasi ve bu siirecin devam etmesi sonucu
erkek proniikleus membrani sekillenir. Bu olusuma bazi tiirlerde sperm c¢ekirdek zari1 da
katilir (8). Cogu zaman fertilize oositin merkezinde gelisen disi proniikleus erken donemde
gelisim yeri nedeniyle daha periferde gelisen erkek proniikleusdan ayirt edilebilir. Erkek ve
disi proniikleuslar olustuklar1 bolgeden hareket ederler ve genellikle ooplazmanin ortasinda
yanyana veya list iiste binmis gibi goriiliirler. Proniikleus membranlarinin erimesiyle beliren
erkek ve disi kromozom gruplar1 birlesir ve fertilizasyon tamamlanarak zigot olusur.
Proniikleuslarin  hareketinde hiicre iskeleti elemanlarindan olan mikrotubuller rol
oynamaktadir. Proniikleuslar, mikrotubullerin uzamasi sirasinda onlarla birlikte pasif olarak
hareket etmektedir. Spermin ooplazma igine getirdigi sentriol ¢iftinden kaynaklanan
mikrotubul yapisinda yer alan motor proteinlerin erkek proniikleusun ilk hareketinde rol
oynadig1 anlasilmistir. Insanlarda yapilan IVF uygulamalarinda, proniikleus hareketleri
belirgin bir sekilde gozlemlenebilmektedir. IVF’de proniikleuslarin ilk belirdikleri bolgelerde

kalmalarmin infertiliteye neden olabilecegi diisiiniilmektedir (38,39). Fertilizasyon, sekonder



oositi uyararak II. mayotik boliinmenin tamamlanmasini ve olusan zigotun normal diploid
kromozom sayisina sahip olmasinit saglar (29). Fertilizasyon ile kromozomal cinsiyeti
belirlenir ve kromozomlarin, yarisi anneden, yaris1 babadan geldigi i¢cin genetik gesitlilik

saglanmis olur. Fertilizasyon sonrasi zigotta yariklanma (cleavage) baslar (6)

1.7. INFERTILITE VE NEDENLERI
1.7.1. INFERTILITE

Infertilite, ¢ocuk sahibi olmak isteyen bir ciftte, bir yil siireyle diizenli ve
korunmasiz iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi durumudur. Daha 6nce hi¢ gebelik
olugsmamis ise primer infertilite, en az bir gebelik Oykiisii varsa sekonder infertilite olarak
adlandirlarak siniflandirilir. Ureme c¢agindaki ¢iftlerin yaklasik % 10-15’de infertilite
goriilmektedir (42).

Bir menstriiel siklusta gebe kalabilme olasilig1 fekundabilite, canli dogum olma
olasilig1 ise fekundite olarak tanimlanmaktadir. Normal c¢iftlerde fekundabilite % 20-25
olarak tahmin edilmektedir. Kadin yasindaki artisa, sigara, alkol ve kafein kullanimina baglh
olarak fekundabilite oranlarinda azalma goriilmektedir (43). Fertilite, kadinlarda 20-25
yaglar1 arasinda, erkeklerde 20-30 yaslar1 arasinda pik yapar. Kaliteli oosit sayisindaki
azalmanin baglamasiyla beraber, 35 yasindan sonra kadinlarda fertilite azalmaya baslar.
3.dekatin sonlarindaki kadinlarda infertilite goriilme orami % 25’¢ ulasirken 4. dekattan
itibaren fertilitedeki azalama daha hizli olur. Erkeklerde ise 4. dekattan itibaren fertilitede
hafif bir azalma olmakla beraber ileri yaslara kadar devam eder (44,45). Sosyokiiltiirel ve
sosyoekonomik diizey gibi demografik 6zellikler toplumlarda goriilenin fertilite oranlariyla
yakindan ilgilidir. Son yillarda, kariyer planlamasi, ¢alisma hayatindaki kadin
populasyonunda artis, ge¢ yasta yapilan evliliklerin sayisinda artma, kontrasepsiyon
yontemlerinin ve etkinliklerinin artmasi, ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olma isteklerini yasamlarinin
daha ileriki donemlerine ertelemeleri ve medyanin infertilite ve tedavi yontemleri hakkinda
toplumun bilgi diizeylerini artirmasima baglh olarak infertilite kliniklerine basvurularda
cogalma goriilmektedir. Infertilite prevelans: irka ve etnik yapiya bagl olarak 6nemli bir
degisiklik gostermemektedir. Infertilite tedavisine basvuran ciftlerin biiyiik bir boliimii
yiikksek sosyoekonomik diizeyden gelmesine ragmen aslinda infertilite orani diisiik

sosyoekonomik grupta daha yiiksektir (46).

Tablo 1: infertilite Etiyolojilerinin Relatif Prevalansi (47)



Infertilite Etiyolojilerinin Relatif Prevalansi

Erkek faktori % 25-40
Kadina bagl faktorler % 40—-55
Her ikisine bagl faktorler % 10
Aciklanamayan Infertilite %10

Infertilite, ¢iftlerden birine veya her ikisine de bagli olabilir. Bunun icin infertilite
klinigine bagvuran giftlere tedaviye baslamadan 6nce anemnez ve fizik muayeneyi takiben
tan1 amagli testler eksiksiz olarak yapilmali ve ¢ikan sonuglara gore tedavi planlamasi
diizenlenerek kisiye Ozel bir tedavi yapilmalidir. Medikal ve cerrahi tedaviden sonug
alimamayan vakalar da ise yardimci lireme tekniklerinden, kisiye en uygun olan yontem

secilerek uygulanmalidir (48).
1.7.2.INFERTILITE NEDENLERI

1) Erkek Faktoriine Bagh Nedenler

e  Varikosel

e Idiopatik

e  Testikiiler yetmezlik

e  Kanal obstriiksiyonlar1

e  Kiriptorsidizm

e  Genetik nedenler:
» Kromozomal Bozukluklar
» Y Kromozom Delesyonlari

» Gen Mutasyonlari
* Diger nedenler:

» Immiinolojik nedenler
» Endokrin nedenler
» Sekstiel faktorler
2) Kadina Faktoriine Bagh Nedenler
* Over rezervinde azalma

* Ovulasyon bozukluklari



Uterin nedenler:
» Uterusun konjenital ve edinsel anomalileri

» Endometrial fonksiyon bozukluklar1 ve Luteal faz defekti

Tubal zedelenme, blokaj, paratubal adezyonlar

Servikal ve immiinolojik nedenler

Diger nedenler:
» Enfeksiyonlar
» Endokrin nedenler
» Agir sistemik hastaliklar

3) Aciklanamayan infertilite:

Iki yil diizenli cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi olamayan ciftlerde, tan1 amach
detayli testler ve kapsamli degerlendirmeler sonucunda tanimlanabilen etyolik bir nedenin
tespit edilemedigi infertilite durumudur. Kadin yasinin ve infertilite siiresinin fazla olmadigi
aciklanamayan infertilite tanis1 almis ¢iftlerde iki yillik gézlem ve takip sonrasinda % 35-50,
iic y1l sonunda ise % 40-70 ’lik kiimiilatif gebelik oranlarina ulagilmaktadir. A¢iklanamayan
infertilite tanis1 almis giftlerin tedavisinde amag siklus fekunditesini arttirmaya yonelik tedavi
protokollerinin uygulanmasidir. Bu olgularda tedavi yaklasimlari gozlem- takip, O.1, O.1 +
IUI ya da ileri teknikler, IVF veya ICSI tekniklerini i¢cermektedir. Kadinin yasimin 38’in
tizerinde oldugu olgularda IUT uygulamaksizin direk IVF-ICSI yapilabilir (49-51).

1.8. YARDIMCI UREME TEKNIiKLERIi
1.8.1. TARTHCESI

Infertilite tedavisinde son 30-40 yil igerisinde gerek yardimci iireme teknikleri
(YUT) uygulamalarinin yaygilasmasi gerekse yeni tekniklerin gelistirilmesine bagl olarak
biiyiikk asamalar kaydedilmis ve onceleri tedavi edilemez goziiyle bakilan vakalarda ¢iftlere
cocuk sahibi olma imkani taninmustir. YUT nin gelisimindeki tarihsel siirece bakildiginda hig
stiphe yok ki 25 Temmuz 1978 yili insanoglu i¢in ¢ok 6zel bir yer tutmaktadir. Bu tarihte
Ingiltere’nin Oldham sehrinde jinekolog Patrik Steptoe, hayvan fizyologu Robert Edwards ve
ekip arkadaglari tarafindan IVF+ET yOntemi uygulanarak elde edilen gebeligin sonu¢lanmasi
ile ilk canli dogum olan Louise Brown’nin dogumu gergeklestirilmistir. Ancak bu biiytlik
basarinin yilardir slire gelen arastirmalarin ve hayvan caligmalarinin bir sonucu oldugu

unutulmamalidir.



Infertilite tedavisi i¢in yapilan ¢alismalara kronolojik olarak bakildiginda 1776
yilinda John Hunter ilk kez kocasinda hipospadias bulunan kadma esinin spermiyle suni
dolleme yaparak bu konuda yeni bir tedavi uygulayan kisi olmustur. Es spermi ile suni
dolleme sonucu ilk dogum ise 1790 yilinda Ingiltere’de gerceklesmistir. 1890 yilinda Walter
Heape tavsanlarda preimplantasyon evresindeki embriyolar1 tubal yikama ile elde elderek
bagka tavsan tiirline transferini gerceklestirmis ve saglikli yavrularin dogabilecegini
gostermistir. Bu uygulama TET, uygulamalarinin baslangict olmustur. 1949-1950°1i yillarda
Walter Heape’nin klasik tavsan ET modeli ¢iftlik hayvanlarindan kegi, koyun, buzagi, domuz
cinslerinde genetik olarak iistiin tiirlerin dogurtulmasi uygulamalarina yonlendirilmistir. 1959
yilinda M.C. Chang tavsanlarda oositin in vitro ortamda fertilize olabilecegini gdstermis ve
Walter Heape’nin transfer teknigini kullanarak IVF + ET uygulamasi sonrasi tavsanlardaki
ilk canli dogumu gergeklestirmistir. Hayvanlardaki gozle goriiliir bu basarilar 1960-1970’1i
yillarda insanlarda da bu yontemlerin uygulanmasi konusunda baskilar1 arttirmistir. 1973
yilinda Carlwood Melbourne ve ekibi iki kez IVF + ET yontemiyle gebelik elde etmis olsada
canli dogum gerg¢eklesmemistir. 1978 yilinda Patrik Steptoe, Robert Edwards ve
arkadaslarinin IVF+ET yontemiyle insanlardaki ilk canli dogumu gerc¢eklestirmesinden sonra
1980’11 yillarda sperm parametrelerindeki bozuklaga bagl infertilite nedenlerinin ¢dziimiinde
az sayida veya disiik motilitedeki spermlerin oositi fertilize edebilmesini kolaylastirici
yontemlerin gelistirilmesi konusundaki c¢alismalar yogunlastirilmistir. 1980’°lerin sonlari ile
1992 yillar1 arasinda bilim insanlar1 spermin ZP’ya baglanma ve penetrasyon bozuklugu olan
durumlarda mikroasiste fertilizasyon yolu ile ZP’y1 ge¢meyi ve sorunu bu yolla asmay1
amaglamislardir. Bunun igin PZD ve SUZI gibi mikroasiste fertilizasyon yontemlerini
uygulamislardir. Tek bir spermin SUZI uygulamasi sirasinda oolemma i¢ine kagmasi ile

tesadiifen olusan ICSI sonrasi basarili gebelik olusmas1 YUT e yeni bir boyut kazandirmistir
(52).

1.8.2. ENDIKASYONLARI VE UYGULANAN TEKNIiKLER

Bu zamana kadar uygulanmis olan yardimci iireme teknikleri, erkek ve disi lireme
hiicrelerinin dogal yollardan bir araya gelemedigi, agiklanamayan infertilite, idiyopatik erkek
infertilitesi ve cerrahi ya da medikal yontemlerle basarili olunamamis kadin veya erkege
bagl infertilite durumlarinda yaygin olarak kullanilmakta olan tekniklerileri igeren tedavi
yontemleridir. Giinlimiizde infertilite kliniklerinde uygulanmakta olan tipik yardiml lireme

siklusunun basamaklari su sekildedir:

1- GnRH agonistleri ile downregiilasyon



2- Gonadotropinlerle kontrollii KOH uygulamasi

3- HCG ile oosit matiirasyonu

4- Qositlerin toplanmasi

5- Sperm elde edilmesi (Dogal yollarla veya uygun yontemler kullanilarak)
6- IVF veya ICSI ile fertilizasyonun saglanmasi

7- In vitro embriyo kiiltiirii

8- Luteal destek veya endometriumun hazirligi i¢in progesterone kullanilmasi
9- Taze embriyo transferi ve fazla embriyolarin dondurulmasi

10- Gebeligin ilk ii¢ ayinda gebelik izlemi

YUT’de infertilite sorununu ¢dzmeye yonelik olarak infertilitenin siiresi, etiyolojisi ve
hastanin yas1 gibi bir¢ok faktér gz Oniine alinarak en avantajli olan teknifin secilip
uygulanmas1 amaglanmaktadir. Bu teknikler sadece spermin eldesi ve uygulanimi ig¢in
kullanildigr  gibi sperm, oosit ve/veya embriyolarin eldesi, maniiplasyonu ve

kriyoprezervasyonunda da kullanilmaktadir.
Bu amagla uygulanan teknikler sunlardir:

1) Perkiitan sperm aspirasyonu (PESA)

2) Testikiiler sperm aspirasyonu (TESA)

3) Mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu (MESA)

4) Testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE)

5) Ovulasyon induksiyonu + Intrauterin inseminasyon (OI+IUI)
6) in vitro fertilizasyon + Embriyo Transferi (IVF+ET)

7) ZD ve PZD

8) Subzonal Sperm Injeksiyonu (SUZI)

9) Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

10) Kriyoprezervasyon

1.8.2.1. INTRAUTERIN INSEMINASYON (IUI) :

En eski yardimci iireme teknigi olan IUI, spermin seminal plazmadan uygun yontem-

lerle ayristirilip hazirlandiktan sonra bir kateter araciligi ile direk olarak uterus kavitesine



aktarilmasidir. IUI’da fallop tiliplerine ¢ok sayida, hareketli, morfolojisi normal, fertilitesi
yiikksek spermin ulagmasi ve gebelik sansinin artirilmasi hedeflenir. 15 -20 dakika siiren,

anestezi gerektirmeyen agrisiz bir uygulamadir.

!
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Sekil 4: 1UI: Intrauterin Inseminasyon (53)

Semen o6rnegi 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi genellikle laboratuarda alinmaktadir.
Eger disarida alinip getirilecek ise viicut isisinda korunarak 1-2 saat iginde laboratuara
ulagtirilmalidir. IUI’da gebelik basarisinda 6nemli yer tutan sperm hazirlama yontemleri
dikkat edilmesi gereken bir konudur. TUI’da en ¢ok uygulanan sperm hazirlama ydntemleri:
standart sperm yikama yontemi, swim-up yontemi ve gradient yontemidir (54). Hareketli
sperm sayisinin yeterli oldugu kisilerde spermin standart sperm yikama yontemi ile basarili
bir sekilde hazirlanabilecegi, ancak semen kalitesinin diisiik oldugu olgularda gradient
yonteminin daha uygun olacagi bildirilmistir (54). Baska bir ¢alismada ise gradient
yontemiyle hazirlanan spermlerin swim up yontemine gore daha kaliteli oldugu rapor
edilmistir (55). Inseminasyon islemi sperm hazirlandiktan sonra en ge¢ 1 saat icinde
yapilmalidir. IUT daha ucuz bir yontem odugu icin hafif ya da orta siddette erkek faktoriine
bagl infertilite olgularinda, siklikla ilk basvurulan yardimci iireme yontemidir. Eger sonug
alinamazsa IVF veya ICSI ydntemi uygulanir (56). Infertilite siiresinin ¢ok uzun olmadigi 35
yas altindaki vakalarda, hazirlik sonrasi toplam motil sperm sayisinin 5 milyonun {izerinde
oldugu olgularda, IVF Oncesi diislinlilen bir tedavi segenegidir. Ayrica agiklanamayan
infertilite, minimal endometriozis, luteal faz defektleri, disparoni, vajinusmus, siddetli
hipospadias, retrograd ejakulasyon, bazi erektil disfonksiyon olgulari ve servikal faktore

bagl infertilite olgularinda da IUI teknigi kullanilmaktadir. IUI, siddetli hipospadias, erektil



disfonksiyon, ejekulasyon bozuklugu ve vajinusmus gibi olgularda over stimiilasyonu
yapilmadan kadinin dogal siklusunda uygulanabilmektedir (52). IUI’da en basarili sonuglar
total motil sperm sayis1 10 milyondan fazla ve normal sperm morfolojisi > % 4 oldugunda
elde edilmektedir (57,58). Semen hazirlandiktan sonra en az 1 milyon ileri hareketli spermin
elde edildigi ¢iftlere IUI 6nerilmektedir. Total motil sperm sayis1 1 milyondan az ve normal
sperm morfolojisi < % 4 ise basar1 sansi yok denecek kadar azdir [UI'in basar1 sans1 IVF’e
oranla ¢ok diisiiktiir. Bebek sahibi olma oran1 yaklagik olarak % 10-15’dir. Bir ¢ok infertilite
vakasinda yardimci iireme tekniklerinin ilk basamagini IUI olustursa da bu vakalarin ¢ogu

daha sonra IVF’e yonlendirilmektedir (59).

1.8.2.2. IN VITRO FERTILIZASYON (IVF)

IVF yontemi; erkek faktoriine bagli infertilite, immiinolojik infertilite, tubal
faktore bagl infertilite, endometriozis ve agiklanamayan infertilite gibi olgularda, yeterli
sayida ve kalitede oosit elde etmek i¢in yapilan kontrollii overyan hiperstimiilasyonu takiben
oositlerin toplanmasini, sperm elde edilmesini ve elde edilen spermlerin hazirlanarak in vitro
sartlarda fertilizasyonun gerceklestirilmesini iceren yardimei lireme teknigidir. IVF ile elde
edilen embriyolarin kiiltiirli uygun ortam ve mediumlarda transfer edilecegi doneme kadar
gerceklestirilir. Embriyolarin kalite smiflamasi yapilarak transfer edilecek olan embriyo
secilir ve bir kateter aracilifiyla uterusa transservikal yerlestirilir. Kadinin yasi, IVF
uygulamalarinin en 6nemli kisitlayici faktoriidiir. Yas artisiyla beraber over rezervlerindeki
azalmaya paralel olarak gebelik oranlar1 37 yasindan itibaren belirgin bir sekilde azalmakta
ve 45 yas lizerinde bu oranlar sifira kadar inmektedir. 40 yas tlizerinde kontrollii ovaryan
hiperstimulasyona olan yanitaki azalmaya bagli daha az sayida oosit elde edilmekte ve IVF
sonras1 transfer i¢in yeterli sayida embriyo bulunamamaktadir. IVF uygulamalarinin bir
dezavantaji %10 oraninda goriilen poliploidi durumudur. Biiyiik ¢ogunlugu dispermik
fertilizasyon ile olusmakta olan poliploidi, uygulamada postmatiir veya immatiir oosit
kullanimi ve fazla konsantrasyonda sperm kullanimi gibi nedenlere bagli olarak
goriilebilmektedir. Matiir oositlerin yaklagik % 75’nin IVF uygulamalar1 sirasinda fertilize
olmas1 ve fertilize olanlarin yaklasik % 85’nin de embriyoner gelism gostermesi
beklenmektedir (8). IVF yoOntemi insanlarda iiremeye yardimci yontemlerden biri olarak
reprodiiktif sorun- larin ¢oziimiinde kullanilmakla birlikte 6zellikle fertilizasyon ve erken
embriyonik gelisim gibi baz1 konularin aydinlatilmas1 amaciyla hayvanlarda yapilan bilimsel

arastirmalarda uzun yillardir uygulanmaktadir. Ayrica nesli tiikenmekte olan hayvanlarin



veya yiiksek verim 6zelligine sahip ciftlik hayvanlarinin iiremelerinin saglanmasi amaciyla

kullanilmakta olan bir yontemdir (37).
1.8.2.1.1. Kontrollii Overyan Hiperstimiilasyon (KOH) ve hCG Uygulamasi

Normal dogal sikluslarda sadece bir olgun oosit elde edilmekte hem IVF basarist sanst
diisiik olmakta hem de uygulama iptalleri ¢ok goriilmektedir. (60) Bu yilizden IVF tekniginde
ilk hedef fertlizasyon yetenegine sahip yeterli sayida oositin elde edilmesidir. Bunun igin her
hastaya kendi drumuna 6zel KOH protokolii uygulanir. Giinlimiizde uygulanmakta olan KOH
protokolleri, baglama zamani ve uygulama siirelerine gore isimlendirilen GnRH analoglar1 ve
gonodotropinlerin  kombinasyonuyla olusturulan uzun, kisa, ultrakisa, mikrodoz
protokolleriyle doz bagimli etki gosteren GnRH antagonistlerininde dahil oldugu antagonist
protokoliidiir. En ¢ok uygulanan KOH protokolii uzun protokoldiir (61). KOH’nun amaci en
az 1 tane 18 mm biiyiikliigiinde ve 3-4 tane de 14 mm’den biiyiik folikiil elde etmektir. KOH
sonrast USG takibinde yeterli say1 ve biiyiikliikte folikiil tespit edildiginde oosit matiirasyonu
ve ovulasyonun indiiklenmesi i¢in 5000 - 10000 IU hCG enjeksiyonu yapilir. hCG
enjeksiyonundan 34 -36 saat sonra oosit toplama islemine gegilir (62). KOH’nun en tehlikeli
komplikasyonu viicutta yaygin kapiller gecirgenligin oldugu siddetli hidrotoraks, dispne,
bobrek fonksiyon bozukluklari, koagulasyon bozukluklar1 ve abdominal distansiyonun
gortldiigi oliimciil olabilen overyan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS)’dur. IVF
sikluslarinda insidans1 % 1-10 arasinda degismekte, olgularin % 0,5-2 ’inde siddetli formu
goriilmektedir (63). YUTlerinde, yeterli sayida folikiil gelisiminin elde edilememesi ve
yiliksek prematiir ovulasyon oranlariin goriilmesi nedeniyle ovulasyon indiiksiyonunda en
sik kullanilan ajan olan CC’in tek basina kullanimi tercih edilmemekte gonodotropinlerle
kombine sekilde kullanimi tercih edilmektedir. (64). Glinlimiizde deneysel amagli yapilan
IVF, embriyo transferi ve gen transferi gibi pek ¢cok ¢aligmada da daha fazla sayida oosit elde
etmek icin folikiil sayisini1 ve gelisimini artiran, ovulasyonu saglayan gonadotropinler eksojen
yolla uygulanmaktadir. Bu amagla genellikle fare, sigan gibi memelilerde folikiil gelisimini
uyarmak ve siliperovulasyonu saglamak i¢in pregnant mare serum gonadotropin PMSG
kullanilmakta ve uygulamasindan 42-48 saat sonra ovulasyon indiiksiyonu i¢in hCG
uygulamasi1 yapilmaktadir. Bu uygulamalarda deney hayvanlarinin agirlhigi, yasi,
gonodotropinlerin uygulanma zamani ve seksiiel olgunluklar1 elde edilecek oosit sayisini

etkileyen onemli faktorlerdendir (65).

1.8.2.2.2. Oosit Toplama islemi (OPU)



OPU’daki temel hedef; gerck fertilizasyon gerekse transfer edilecek Kaliteli
embriyolarin elde edilebilmesi i¢in kullanilacak olan yeterli say1 ve 6zellikteki oositleri temin
etmektir. Ge¢mis yillarda genel anestezi altinda laparoskopi ile yapilmakta olan OPU iglemi
giinlimiizde transvaginal ultrasonografi (TVUSG) rehberliginde lokal anestezi ve IV
sedasyon altinda uygulanmaktadir. OPU’ya baslamadan 6nce mesane kateterle bosaltilmali,
vajen steril salin ile yikanmalidir. OPU’dan yaklasik 1 saat once profilaktik antibiotik
tedavisine baslanir. OPU uygulamasi kolay ve genellikle komplikasyonu az olan bir iglemdir.
KOH’nu takiben yapilan hCG enjeksiyonu oosit ile granuloza hiicreleri arasindaki hiicresel
iligkileri yikar. Ooplazmadaki kortikal graniiller perifere dogru go¢ etmeye baslar ve oosit I.
mayoz bolinmenin profaz evresini tamamlaylp 2.mayoz bdliinmenin metafaz evresine
gecerek bu evrede kalir. Bu gelismelerin sonucunda ¢ekirdek zar1 yikilir ve Lkutup cisimcigi
atilir. Tim bu olaylarin gerceklesmesi igin gerekli olan siire¢ 35-36 saattir. Bu yiizden OPU,
hCG enjeksiyonundan yaklagik 36 saat sonra yapilmaktadir. Transvaginal proba tutturulmus
klavuz ic¢inden ilerlitilen 16-17 G kalinliginda, 25-35 cm uzunlugunda aspirasyon ignesiyle
folikiiller en biliylik captakinden baslanarak yaklasik 100 mmHg vakum giicii ile 1sitilmig
steril tiipe aspire edilir. Elde edilen oositlerin yaklasik %30 kadar1 immatiirdiir. Metafaz-|
oositler, Lkutup cisimcigi atmamis ve korona hiicreleri daha yogun olarak gozlenir. Profaz-I
oositler ise tamamen immatiirdiirler, GV’leri ve nukleouluslar1 gériinmektedir. Yeterli say1 ve
biiytikliikte uygun folikiil bulunmasina ragmen aspirasyon ile oosit elde edilemeyen
durumlarda bos follikiil sendromu akla gelmelidir. Bu sendromun en sik nedeni hCG’nin
yanlis dozda ve yanls zamanda uygulanmasidir (66). Insanlarda yapilan uygulamaya benzer

sekilde biiyiikbas hayvanlarda da OPU islemi uygulanmaktadir.

1.8.2.2.3. Oosit Morfolojisinin Ve Maturasyonunun Degerlendirilmesi

OPU sonrasi laboratuvara getirilen aspirasyon materyali mikroskop altinda incelenir.
Aspirasyon materyali i¢indeki oositler, kan hiicreleri ve piht1 gibi kalintilardan arindirilarak
toplanir. Oositler yikama mediumunda birkag kez yikandiktan sonra morfolojik olarak
degerlendirip siuflamasi yapilir. IVF uygulamalar sirasinda fertilizasyon basarisizliginin
goriildiigii olgularda oositlerin morfolojik anomalilerinin oldugunun tespit edilmesi konuya
olan ilgiyi daha da artirmistir. Fertilizasyon basarisini artirmak i¢in IVF iglemine alinacak
oositlerin morfolojik olarak normal goriiniime sahip parlak renkli, oositi kesintisiz
cevreleyen, yuvarlak, renksiz, berrak goriintimli ZP, seffaf veya hafifce graniiler sitoplazma,

dar perivitellin aralik i¢cinde fragmente olmayan I. polar cisimle karakterize bir yapiya sahip



olmas1 gereklidir. Bu morfolojik ozelliklere sahip oositlerin metafaz-1l maturasyonunda
oldugu kabul edilmekte ve matiir oosit olarak tanimlanmaktadir (67). Korona-kiimiiliis
kompleksinin daha hafif ¢ikintili oldugu, germinal vezikiil ve I.polar cisimcigin bulunmadigi
oositler intermediate oositler olarak tanimlanmaktadir. Bu morfolojideki oositlerin metafaz-I
maturasyonunda oldugu kabul edilir. Metafaz-1 oosit uygun kiiltiir ortamin- da 1-24 saat
icinde 1. mayoz boliinmeyi tamamlar ve 1. kutup cisimcigi atilir. 3-5 saat sonra inseminasyon
veya injeksiyon yapilabilir. Immatiir oositler g¢evresinde, 1smsal yayilim gdstermeyen
kiimiiliis hiicreleri, genisleme gostermeyen kompakt korona hiicreleri ve germinal vezikiile
sahiptirler. Matiir oositlere gére daha kiiciik goriiniimlidiirler. Bu morfolojideki oositlerin
profaz-I maturasyonunda oldugu kabul edilir. Oosit biiylidiik¢e baslangicta gozlenen
germinal vezikiill kaybolmaya baslar. Germinal vezikiilin kayboldugunun gozlenmesi
mayozun tekrar basladigiin gostergesidir. Immatiir oositler uygun kiiltiir ortamlarinda 24
saat siireyle inkiibe edilirlerse % 80 oraninda metafaz-1, metafaz-1I asamalarini
tamamlayabilmektedirler (68). CCC hiicrelerin miktar ve dagilim diizenlerinin sadece
oositlerin maturasyonlar1 hakkinda bilgi vermekte oldugu morfolojisi konusunda yeterince

aydinlatict olmadigi bildirilmistir (Tablo 2)(8).

Tablo 2: Kiimiiliis korona kompleksine Gore Oosit Maturasyon Siniflamasi (8)

Kiimiiliis hiicreleri olmayabilir veya seyrektir, 1-3 sirali kalin ve
Grade-1 (A) T
yogun korona hiicreleri igerir.




Grade-2 (B) | Yogun goriintimlii kiimiiliis hiicreleri ve sikica bir arada bulunan

korona hiicreleri ile karakterizedir.

Grade-3 (C) | 3-4 mm capta gevsek dagilimli yaygin kiimiiliis hiicreleri ve 1sinsal

dagilimli korona hiicreleri vardir.

Grade-4 (D) Az sayida daginik kiimiiliis hiicreleri vardir. Korona hiicreleri

azalmaya baglamis olabilir ve daginiktir.

Tiim oogenez sirasinda oositin yeterliligi bir dizi siirece baglhdir fakat bunlarin son
basamagi oosit maturasyonudur. Vertebralilarda oosit 1.mayotik boliinmenin profazinda
haftalar, aylar veya yillar boyunca duraklar. Oosit maturasyonu mayozun kaldigi yerden
devam etmesi ile baglar. MPF duraksayan oositteki mayotik blogun ortadan kalkmasini
saglar. Oosit maturasyonunda gorev alan molekiiller ve yolaklar tiirler arasinda farklilik
gosterse de MPF nin rolii aynidir (8). Immatur oositte MPF’nin inaktif formda (Pre-MPF)
bulundugu bildirilmektedir (69). Immatiir oositte goriilmeyen ve bir protoonkogen olan c-
Mos’un, MPF’nin regiilasyonunda rol oynadig1 ve insan oositlerinde bulundugu belirtilmistir
(70).Konuyla ilgili yapilmis deneysel hayvan ¢alismasinda MPF aktivasyonunun germinal
vezikiiliin yikilimindan (GBVD) hemen 6nce ortaya ¢iktg1 ve I. mayotik boliinmenin sonunda
etkisinin kalktig1 daha sonra II. mayotik boliinmenin basinda tekrar ortaya ¢ikarak CSF’nin

MPF’yi sabitleyici etkisine bagli olarak fertilizasyona kadar ytiksek kaldig: bildirmistir (69).

Oositlerin maturasyon derecelerinin belirlenmesi hem in vitro maturasyon siirelerinin
hem de fertilizasyon islemine baslama zamaninin ayarlanmasi ic¢in temel kriterdir. Oosit
maturasyonunun tamamlanmasi oositin ovulasyon ve fertilizasyona hazir olmasini saglar.
Oosit maturasyonunun degerlendirilmesi; kiimiiliis hiicrelerinin morfolojisine veya I. kutup
cisimcigin varligina bakilarak yapilmaktadir. I. kutup cisim morfolojisinin yardimci iireme
teknikleri ile elde edilen embriyolarin kalitesinin belirlenmesinde belirte¢ olabilecegi one
striilmiistiir (71,72). Oosit maturasyonu, cekirdek ve sitoplazmik maturasyon siireclerini
icerir. Oositte, GBVD’yi takiben I.mayoz boliinmenin sonuglanmasiyla L.kutup cisimciginin
atilmas1 ve metafaz-II evresine ilerleyip fertilizasyona kadar bu evrede beklemesini igeren bu
stire¢ oositin ¢ekirdek maturasyonu olarak tanimlanmaktadir (52). Cekirdek maturasyonunun
tamamlanma siiresi tiire 6zgiidiir. Insanlarda 16-24 saatte tamamlanirken, ineklerde 24-48
saatte tamamlanmaktadir. Oositin ¢ekirdek maturasyonu, fertilizasyon oraninda artis ve

kaliteli embriyo elde edilebilmesi icin gerekli olan sitoplazmik maturasyonla birlikte



gergeklesmektedir (73). Sitoplazmik maturasyon sirasinda, perivitellin boslugun genislemesi

Grade-1 Cok genis yayilim gdsteren kiimiiliis hiicreleri,isinsal tarzda
yayilim gosteren korona radiata, bariz, ¢cok net goriilebilen zona

(Matiir veya . . ' .
pellusida, berrak, parlak, saydam bir ooplazma ve yaygin seilde bir

Preovulatuvar) araya toplanmis genislemis graniiloza hiicreleri gozlenir.

ve sekillenmesi, mitokondrilerin sayilarinin artmasi ve yapisal degisimleri, oolemmaya dogru
goc eden kortikal graniillerin golgi cisimciklerinden sentezi, endoplazmik retikulum ve
serbest ribozom sayilarinda artis, golgi kompleksindeki artisa bagli sitoplazmik viskozite
artist, lipid damlaciklarinin kiigilmeleri ve azalmalar1 merkezden perifere dogru yonelmeleri
gibi bazi degisikler goriilmektedir. Sitoplazmik maturasyonda mitokondrilerin 6nemli
gorevleri vardir. Hiicre i¢i metabolik olaylarda, farklilasma ve proliferasyon siireglerinde
mitokondriler anahtar rolii tistlenirler (74). Oosit maturasyonu konusunda yapilan bir baska
calismada, maturasyonun degerlendirilmesi ve oosit siniflandirilmasinin kiimiiliis hiicreleri,
korona radiata, ooplazma, ZP ve graniiloza hiicrelerinin oOzelliklerine gore yapildig

bildirilmistir. Bu sinflandirmada oosit ¢evre hiicrelerle birlikte degerlendirilmektedir (8).

Tablo 3: Oosit maturasyonunun Cevre Hiicrelerle Birlikte Degerlendirilmesi (8)



Grade-2 Yer yer koyuluklar igeren yaygin kiimiiliis hiicreleri, hafif

kompaktlagma sergileyen korona radiata ve yaygin graniiloza
( Kismen Matiir) ]
hiicreleri igerir.

Grade- 3 Eger varsa koyu ve kompakt kiimiiliis hiicreleri, bir arada bulunan

korona hiicreleri, goriilebiliyorsa ooplazmada germinal vezikiil ve
( immatiir )
kompakt dagilmamis graniiloza hiicreleri vardir.

Grade-4 Kiimelenme gosteren ve yaygin kiimiiliis hiicreleri, 1s1nsal yayilim
gosteren ve ¢ogu zaman heniiz kiimelenmeye baslamis irregiiler

( Postmatiir ) ) o )
korona radiata, belirgin goriilebilen ZP, hafif graniiler ve koyu
goriiniimlii ooplazma, kiigiik bir alana yayilan tam olarak

kiimelenme gdstermeyen graniiloza hiicreleri igerir.

Grade-5 Seyrek kiimiiliis hiicresi, eger varsa irregiiler dagilim gosteren

) kiimelenmis korona radiata hiicreleri, siklikla koyu renkli bigimsiz
(Atretik ) o
ooplazma, belirgin bir zona pellusida ve kii¢iik kiimeler seklinde

izlenen graniiloza hiicreleri vardir.

1.8.2.2.4. Oosit Maturasyonunda Kullanilan Mediumlar:

IVM’da kullanilacak olan medium hem c¢ekirdek maturasyonu hem de sitoplazmik
maturasyonun saglanmasinda etkili olmalidir. Serum, FSH, LH ve o6stradiol ilaveli Doku
Kiltir Medium-199 (TCM-199), Ham’s F-10, Eagle’in Minimal Essansiyel Mediumu ve
Chang’s mediumu, IVM’da yaygin olarak kullanilmakta olan mediumlardir (75). Ayrica
Ham’s F-12, Brinters BMOC-3, MEM, Menezo-B2, KRB, SFRE 199-2 ve Waymouth’s
mediumu gibi kiiltiir ortamlarina hormon (FSH, LH), serum (Oestrus cow serum, Fetal calf
serum), bikarbonat, piruvat, laktat ve antibiyotik ilaveleri yapilarak bir¢ok arastirmada
kullanilmigltir. Yapilan ¢alismalarda, glukoz, piruvat, laktat, BSA, EGF, FCS, HFF, HPF ve
bazi aminoasitlerin farkli miktar ve kombinasyonlarla mediumlara eklenmesiyle elde edilen
in vitro kiiltiir ortamlarinin oosit maturasyonu iizerine farkli etkilerinin oldugu goriilmis
sadece oosit maturasyonunu degil fertilizasyon oranlarini ve embriyonel gelisimi de
etkiledigi anlasilmistir (36,76). Mediumlarin optimal pH’sinin 7,2-7,4 osmolaritenin ise

280-300 mOsm arasinda olmasi istenir. Mediumlara pH indikatorii olarak genellikle fenol red



eklenmektedir. Uzun siireli, CO; icermeyen ortamda kalmasi muhtemel mediumlarda pH’1

dengelemek amaciyla HEPES kullanilabilmektedir (77).

1.8.2.2.5. In Vitro Maturasyon Islemi (IVM )

Laboratuvara getirilen aspirasyon materyalinde follikiil sivisi, oosit ve
cevresindeki hiicrelerle birlikte kan bulunabilir. Folikiil sivisi saman sarist rengindedir
Follikiil sivist i¢indeki oositler ¢iplak gozle goriilemeyebilir. Fakat kan igeren aspirasyon
materyali i¢indeki oositler ¢evresindeki hiicrelerle birlikte parlak gri-beyaz renkli yapiskan
yapistyla ciplak gozle kolayca secilebilir. Aspirasyon materyali laboratuvara getirildiginde
embriyolog tarafindan ¢iplak gozle kontrol edildikten sonra stereomikroskop altinda
incelenir. Bulunan oositler en kisa siirede kanli ortamdan kurtarilarak yikama mediumuna
alimmal1 ve birka¢ kez yikanmalidir. Yikama islemi sonrasi oositler HEPES tamponlu dis
ortam mediumuna almir ve hizlica maturasyon degerlendirilmesi yapilarak siniflandirilir.
Oositlerin maturasyon durumlarina gére matiir oositler i¢in 2-6 saat, immatiir oositler igin 12-
24 saat maturasyon mediumunda 37°C ve % 5 CO2’li inkiibatorde in vitro maturasyonlari
gerekir. Matur oositlere IVM uygulanmasinin sebebi; OPU isleminden 6nce yapilan hCG
enjeksiyonundan 38-40 saat sonra oositlerin tam matiir oldugunun kabul edilmesidir. OPU
islemi hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra yapildig1 i¢cin OPU ile elde edilen ve yapilan
siiflamada matiir olduklar1 kabul edilen oositlerin yaklasik olarak 2-6 saat in vitro
maturasyonunun yapilmasi gereklidir. Ancak OPU sonrasi in vitro maturasyonlar1 saglanan
bu oositlerin fertilizasyon sonrasi gelisim diizeyleri in vivo matiir hale gelmis oositlere oranla

daha diisiiktiir (78,79).

1.8.2.2.6. Semen Ozellikleri Ve Semen Analizinde Terminoloji
1.8.2.2.6.1. Semen

Semen (meni ya da ejekulat); seminal plazma, sperm, 16kositler, kontamine bakteriler
ve hiicresel artiklar igerir. Semen hacminin % 10 nunu spermler, % 90’nin1 seminal plazma
olusturur. Spermler, ejakiilatin ilk kisminda bulunurlar. Ejakiilatin sivi boliimiinii olusturan

seminal plazma ¢esitli salg1 bezlerinin (prostat bezi, epididimis, vas deferens, seminal vezikiil



ve lretral bezlerin) sekresyonundan olusan bir karigimdir ve mevsimsel farklilik gosterebilir.
Seminal plazmanin 1/3’i prostat sekresyonundan, 2/3’li seminal kese sekresyonundan olusur.
Seminal vezikiillerin ana sekretuar {irlinii olan fruktoz spremlerin temel besin kaynagidir.
Gri-beyaz veya mat-beyaz renkli, vizkdz, homojen goriiniimlii ejakulatin, prostat
salgilarindan kaynaklandigi diisiiniilen cinsel perhiz siiresine ve enfeksiyon varligina bagli
olarak degisebilen kendine has bir kokusu vardir. Sperm konsantrasyonu diisiikse daha az mat
goriiliir. Ejekulat eritrosit igeriyorsa kirmizi-kahverengi, uzun siireli cinsel perhiz veya
vitamin kullanimi1 varsa sar1 renkte goriilebilir (80,81). Erkek faktoriine bagli infertilite
olgularinda uygulanacak yardimci iireme tekniginin se¢iminde semen parametreleri temel
kriterleri olusturmaktadir. Semen analizi ve normal semen parametrelerinin standardizasyonu
icin WHO diinyada en ¢ok kullanilan referans kitaplar haline gelen. “WHO laboratory
manual for the examination and processing of human semen” adli kitab1 yayinlamistir. Bir
onceki basimi 1999 yilina ait olan kitabin besinci basimi 2010 yilinda yapilmis ve semen
analizinde bir¢cok parametrenin normal araliklari degistirilmistir. WHO 2010 kitabindaki
normal degerler, toplam sekiz iilkede bir yillik evlilik siiresinde esleri hamile olan 900’iin

iizerinde fertil erkegin semen Ornekleri incelenerek saptanmistir.

1.8.2.2.6.2. Normal Semen Parametreleri :

Semen analizi, WHO 2010 kriterleri dikkate alinarak donanimli laboratuarlarda
deneyimli kisiler tarafindan en az iki kez yapilmalidir. iki 6rnek arasinda gegen zaman en az
1 hafta, en fazla 3 hafta olmalidir. Sonuglar birbirinden ¢ok farkli ise tiglincii bir
degerlendirme yapilmasi gerekir Fertilite basarisinda tiim parametrelerin klinik 6nemi
olmakla birlikte gebelik oranlarini etkileyen en onemli parametre toplam hareketli sperm

sayisidir (82).

Tablo 4: 1999 ve 2010 WHO kriterlerine gére normal semen paremetreleri (82,83).

PARAMETRE WHO 1999 WHO 2010

Semen Hacmi (ml) ) 15

Toplam Sperm sayist (Ejakulat ) 40 milyon 39 milyon ( 33-46 milyon)

Sperm Sayisi / ml 20 milyon 15 milyon ( 12-16 milyon))

Toplam Hareketli Sperm (atb+c) | > 9% 40




Toplam  Progressif ~ Hareketli

. 0, 0,
(‘atb, Ileri hareketli spermler ) > %50 > %32
Vitalite ( Canli Sperm ) > % 75 > %58
Sperm Morfolojisi (Normal form) > % 15 >%4
pH >7.2 >7.2
Peroksidaz (+) Lokosit / ml < 1 milyon < 1 milyon

1.8.2.2.6.3. Semen Analizinde Terminoloji :

e Normozoospermia: Normal semen

e Aspermia: Semen olmamasi

e Azoospermia: Semende sperm olmamasi

e Oligozoospermia: Semende sperm konsantrasyonunun 20 mil/ml den az. olmasi
e Teratozoospermia: Normal morfolojideki spermlerin %50’den az olmasi

e Asthenospermia: ileri progresyon 3. ve 4. derecede olan spermler %50°den az

1.8.2.2.7. Semen Orneginin Toplanmasi

Semen Ornegi 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi steril sartlarda miimkiinse bu amagla
diizenlenmis sperm verme odalar1 kullanilarak mastiirbasyonla, toksik madde igermedigi
kanitlanmis steril kaplara alinmalidir. Ejakulatin tamaminin 6rneklem kabina alinmasina
dikkat edilmeli, ornek toplanmasi sirasinda krem ya da kayganlastirict bir madde
kullanilmamalidir. Yapilan arastirmalarda kisa siireli cinsel perhizde semendeki sperm
sayisinin az oldugu, uzun siireli cinsel perhizde ise sperm motilitenin diisiik oldugu
gozlenmistir. Semen Grnegi laboratuvar disinda toplanmissa laboratuvara getirilirken 20-37°C
arasinda tutulmali ve bir saat i¢inde laboratuvara ulastirmalidir. Semen toplanmasi i¢in 6zel

kondomlar kullanilabilmektedir ancak lateks kondomlar kullanilmamalidir (82).

1.8.2.2.8. Sperm Hazirlama Yontemleri

OPU islemi yapilmadan once erkekten mastiirbasyon yoluyla semen 6rnegi alinir. Eger

ejekiilatta sperm yoksa MESA, TESA, PESA, TESE gibi cerrahi yontemler kullanilarak



sperm elde edilmeye c¢alisilir. Ayrica daha dnceden dondurularak saklanmis olan spermlerde
cozdiirme islemi sonrasi kullanilabilmektedir. Spermin fertilizasyon yetenegi kazanabilmesi
icin kapasitasyon siirecini tamamlamasi1 gerekmektedir. Sperm kapasitasyonu cinsel iligki
sonrasi 5-6 saat i¢cinde kadin genital kanalinda tamamlanir. Dogal iliski sirasinda sperm
servikal mukus icerisinden gecerken seminal plazmadan fizyolojik bir filtrasyon ile ayrilir. in
vitro sartlarda spermin kapasitasyonunun gerceklesebilmesi i¢in semende bulunan
dekapasitan faktorlerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in IVF islemi Oncesi
uygulanan sperm hazirlama islemi sirasinda kullanilmak tizere glukoz kalsiyum, piruvat,
heparin, laktat, albumin serum veya folikiiller siv1 igeren uygun mediumlara ihtiya¢ duyulur.
BWW, Hams F-10, HTF gibi soliisyonlar sperm hazirlamada kullanilmaktadir. Sperm bu
sollisyonlarla yikanarak semenden ayrilir ve uygun sartlardaki kisa siireli inkiibasyon ile disi
ireme kanali olmadan in vitro ortamda da kapasitasyonunu gerceklestirebilir. Sperm
hazirlama yontemlerinin primer amaci, semen i¢indeki spermi, seminal plazma ve kontamine
bakterilerden kurtarmak, semen Ornegindeki gerek morfolojik gerekse hareket oOzellikleri
acisindan en iyi olan spermleri ayirt edebilmek ve bunlarin kapasitasyonuna yardimeci
olabilmektir. Bu amagla giinlimiizde sperm hazirlanmasinda basit yikama, swim-up, swim-
down, density garadient centrifugation (yogunluk farki ve santrifiij) ve filtrasyon (glass-wool)

yontemleri uygulanmaktadir (82,84).

1.8.2.2.8.1. Basit Yikama Yontemi

Konik tiip igerisinde 1/2 voliim oraninda sperm yikama mediumu ile karistirilan likefiye
olmus semen 300 g'de, 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki supernatant kisim atildiktan sonra
Iml medyum eklenerek 300 g'de, 3 dakika birkez daha santrifiij edilir. Santrifiij sonras: tliptin
ist kisminda kalan supernatant atilir ve dipte kalan pellet 0,5 ml medium ile resiispanse
edilerek kullanilir. Ileri derecede oligozoospermi olgularinda sadece 1 kez santrifiij
yapilmalidir. Bu teknikle yiliksek sperm konsantrasyonu elde edilebilir ancak motilite orani
yiiksek degildir. Pellet icerisinde hiicresel artiklar ve 6lii spermler kalabileceginden yalnizca
sperm hiicrelerinin izolasyonunu saglar. En basit sperm hazirlama yontemidir. Bu yontemin
avantaji ¢abuk ve ucuz olmasidir ancak yardimci iireme tekniklerinde tek basina yikama

yontemi uygulamasi tercih edilmez.(83)

1.8.2.2.8.2. Swim-down Yontemi



Bu yontemde konik tiip igerisine dansitesi seminal sividan daha fazla olan bir
soliisyon konulur. Yikama asamasindan gegirilen semen Ornegi bu soliisyonun iizerine
katmanlandirilip 37°C de 1 saat siireyle %5 CO2’li ortamda 45° egimli pozisyonda inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonunda dipteki sivinin 3/4’ii pipetle alnarak sayim yapilir ve

inseminasyon i¢in kullanilir (8).

1.8.2.2.8.3. Swim-up Yontemi

Bu yontemde esas amag, hareketli sperm hiicrelerinin hareketsiz olanlardan
ayrilmasini saglamaktir. icinde 1,2 ml medyum bulunan konik tiipiin dip kismma 1 ml semen
ornegi dagilmayacak sekilde yerlestirilerek 37°C de 1 saat siireyle %5 CO2’li ortamda 45°
egimli pozisyonda inkiibe edilir. Hareketli spermler bu siiregte yiizerek tiipiin {ist kismina
ulasirlar. Inkiibasyon sonunda iistteki 1 ml ‘lik medyum + hareketli spermlerden olusan
slispansiyon pipetle alinir ve lizerine 2 ml medyum eklenerek 300 g’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasi pellet 0,5 ml medyumu ile tekrar siispanse edilerek kullanima hazir
hale getirilir. Swim-up yonteminde ¢ok miktarda progresif hareketli sperm elde edilmekle
birlikte sperm sayisinda 6nemli dlgiide diisiis goriillmektedir. Bu yontemin dezavantaji ileri
derecede oligozoospermi ya da astenozoospermi olgularinda yeteri kadar sperm elde

edilememesidir (83).

1.8.2.2.8.4. Gradient Yontemi

Yogunluk farki ve santrifiijii temel alan yOntemin uygulamasinda ilk kullanilan
soliisyon ficol olmustur. Daha sonralar1 polivinilprolidon kapli silika partikiillerden olusan
perkol kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde temel amac, canli spermlerin, 6lii olanlardan
ayrilmasidir. Olii spermlerin agirliklar1 canli olanlardan daha az oldugu igin, yogunluklari
farkli iki tabaka olusturarak bunlar1 ayirmak miimkiindiir. Bunun i¢in %80 ve %40’lik veya
%90 ve %45°lik 1’er ml perkol yogunlugu fazla olan altta olacak sekilde konik tiip icine
yerlestirilerek 2 katman olusturulur. Konik tiiplin en iist kismina yine katman olusturacak
bicimde 1ml ejakiilat yayilarak 300-400g’de 15-30 dakika siireyle santrifiigasyon yapilir.
Santrifiij islemi sonras1 6lii sperm hiicreleri iki perkoll katmani arasinda kalir, tiipiin dibinde
progresif hareketli sperm yoniinden zengin pellet toplanir. Supernatant kisim atildiktan sonra

pellet pipetle alinir, 5 ml medium eklenerek 200g’de 4-10 dakika santrifiij edilir. Santrifiij



sonrasi dipte kalan pellet 0.5 ml medium ile resiispanse edilerek kullanilmaya hazir hale
getirilir (83). Ayrica bu yontemde %90, %70 ve %50'lik gradient soliisyonu kullanilarak 3
tabakali uygulama da yapilabilir.

1.8.2.2.8.5. Filtrasyon Yontemi:

Filtrasyon yonteminin temel prensibi; 6lii, anormal membrani olan, yavas hareketli
veya hareketsiz spermlerin yiizeylere yapisma 6zelliginin kullanilmasidir. Hiicre artiklarinin
ve yabanci hiicrelerin uzaklastirilmas: ve progresif hareketli spermlerin ayrigtirilmasi
hedeflenir. Sperm, glass wool (cam yiinii) veya polisakkarit (sephadex) taneciklerinden
olusturulan katmanlardan filtre edilir (85,86). Bu yontemde 15 mg glass-wool, 1 mm’lik
enjektor tabanindan 3 mm yiikseklikte olacak sekilde yerlestirilerek 2 kez medium ile yikanir.
Bu sirada 37°C’de likefiye olmus ejakulat 1/1 oraninda medium ile diliie edilerek 1600
rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edilir. Ustteki siipernatan atildiktan sonra pellete 0,5 ml
medium eklenir ve daha onceden mediumla yikanmis olan glass-wool iizerine konularak
filtrasyon islemi tamamlanana kadar 37°C’deki %5 CO’li inkiibatorde bekletilir. Inkiibasyon
islemi sonrasi glass wool katmanlari 0,2 ml mediumla tekrar yikanir ve elde edilen filtrat
kullanilir. Glass-wool filtrasyon yonteminin uygulamasinda farkli sekillerde dizayn edilmis
glass-wool katmanlari olusturulabilmektedir (87).

Bu yontemin kolay hazirlanabilir olmasi, yeterli sayida progresif hareketli sperm elde
edilebilir olmasi gibi olumlu yonleri olmakla birlikte pahali olmasi, spermlerde hasar
olusabilmesi, spermler arasinda cam yiini lif artiklarinin bulunabilmesi gibi olumsuz
yonleride vardir. Sperm hazirlama yontemleri arasinda hangi yontemin en iyisi oldugu
konusunda tam bir goriis birligine heniiz varilamamistir. Hastaya ve yapilacak uygulamaya
(IUI, IVF veya ICSI) gore sperm hazirlama metodunun segilmesi tavsiye edilmekle birlikte
(88) giintimiizde en ¢ok uygulanmakta olan yontemler swim-up ve gradient (perkoll)
yontemidir. Ancak unutulmamalidir ki her yontemin kendisine gore avantajlar1 oldugu gibi

dezavantajlarida vardir.

1.8.2.2.9. IVF Uygulamasi ve Embriyo Gelisimi

Basarili bir IVF uygulamasinda temel kosul, oosit maturasyonun saglanmasi,

uygulamada kullanilacak nitelikte spermlerin hazirlanarak en uygun zamanda inseminasyon



isleminin yapilmasidir. Bunun i¢in KOH’nu takiben yapilan OPU islemi sonrasi elde edilen
ve yikama mediumuna alinan oositler, maturasyon degerlendirmesi yapildiktan sonra uygun
kiltir ortamlarinda inkiibatore alinirlar. Matiir oositler ortalama 3-4 saat, immatiir oositler
12-24 saat siireyle inkiibe edilirler. Oositlerin maturasyon derecelerinin belirlenmesi
inseminasyonun dogru zamanda yapilabilmesi acisindan Onemlidir. Matiir oositlerde
inseminasyon iglemi, OPU’dan 3-4 saat sonra yapilirken, immatiir oositlerde daha geg
yapimaktadir. Postmatiir oositlerde ise inseminasyon igleminin hemen yapilmasi tavsiye
edilmekte, diger oositlerle birlikte yapilmasi halinde dejenere olabilecegi veya poliploidi
goriilebilecegi belirtilmektedir. Inseminasyon IVF uygulamasmin en énemli asamalarindan
birisidir. Kullanilacak olan spermin motilitesi, morfolojisi ve sayisi fertilizasyon basarisinda
direkt etkilidir. Inseminasyondan 2 saat dnce semen Ornedi toplanir ve degerlendirmesi
yapildiktan sonra uygun bir yontemle sperm hazirlama islemi gerceklestirilir. Motilite ve
konsantrasyon degerlendirmesi yapilarak 37°C’deki %5 CO>’li inkiibatérde en az 30 dakika
inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda, maturasyonlarini tamamlamalar1 i¢in daha Onceden
inkiibatore alinmis olan oositler inkiibatérden c¢ikartilir. Maturasyon durumlar1 tekrar
degerlendirilerek dnceden hazirlanan ve inkiibatorde bekletilen inseminasyonun yapilacagi
kiiltiir ortamima aktarilirlar. Inseminasyon isleminden hemen &nce spermler inkiibatdrden
cikartilarak tekrar degerlendirilir. Inseminasyonda kullanilacak miktar, oosit basma 50000
motil sperm/ml olacak sekilde hesaplandiktan sonra micropipetle alinir ve oositlerin iizerine
yavasca birakilarak inseminasyon islemi tamamlanir. inseminasyon islemi sonrasi oosit ve
spermlerin bulundugu kiiltiir kab1 uygun sartlardaki inkiibatore kaldirilir. Klasik IVF
uygulamalarinda inseminasyondan 16-20 saat sonra, inkiibatorden ¢ikarilan ve HEPES veya
MOPS tamponlu medium i¢ine alinan oositlere 190 mm capli steril ince pipetler yardimiyla
dekoronizasyon (oositin kiimulus-korana-kompleksinden temizlenmesi) islemi yapildiktan
sonra fertilizasyon kontrolii yapilir (52). Oosit sitoplazmasinda erkek ve disi proniikleusun
goriilmesi, I. ve II. polar cisimcigin saptanmasi, fertilizasyonun gercgeklestigini gosteren
bulgulardir. IVF uygulamalarinda immatiir veya postmatiir oosit kullanimi, inseminasyonda
kullanilan spermlerin in vitro kapasitasyonlarin1 gerceklestirememis olmasi, kullanilacak olan
sperm miktarinin yanlis hesaplanmasi ve inkiibatdr sartlarinin uygun olmamasi gibi
durumlarda fertilizasyon gergeklesmeyebilir. Fertilizasyonun inseminasyondan 48 saat sonra
gozlenmesi, gecikmis fertilizasyon olarak tanimlanir ve bu sekilde gelisen zigotlarin
embriyonik gelisim potansiyellerinin diisiik oldugu belirtilmektedir (8). Fertilizasyon
kontrolii HEPES tamponlu medium i¢inde yapiliyorsa oositler 5 dakika sonra yeni mediuma

aktarilmahidirlar. MOPS tamponlu medium daha uzun siire dis ortamda calisma olanagi



saglamaktadir. Fertilize olmus oosit embriyo kiiltiiriinde kullanilacak olan mediumla en az 2
kez yikandiktan sonra kiiltiir vasatina alinir (52). Inseminasyondan 20-34 saat sonra disi ve
erkek proniikleuslarin birlesmesi ile singami olusur. Bunu takiben ortalama 35,6. saatte
sitoplazmanin ikiye boliinmesiyle zigot iki blastomerli embriyo haline gelisir. Kiiltiir
mediumunda bulanan embriyolar inseminasyondan ortalama 45,5-45,7 saat sonra 4
blastomerli, 54,3-56,4 saat sonra 8 blastomerli asamaya gelirler. Embriyonun bdoliinmesi
sirasinda her yeni boliinme sonrasi olusan blastomerler bir 6ncekinden kiigiiktiir bu yiizden
embriyo hacminde bir artis goriilmez. Blastomerlerin boliinmesi sirasinda asenkronizasyon
olabildigi i¢in 5 ve 7 blastomer iceren embiyolarda goriilebilmektedir. Blastomerlerin herbiri
totipotent Ozelliktedirler ve embriyoyu olusturacak herhangi bir dokuya ait hiicrelere
farklanabilirler. Insanlarda, embriyonun dért blastomerli evreden sekiz blastomerli evreye
gecisi sirasinda maternal genomun etkinligi sona erer ve embriyonik genom aktivasyonu
baslar (8). Embriyonik genomik aktivasyonun baslama zamani tiirler arasinda farklilik
gosterir. Kara kurbagasinda blastula, farede 1-2 hiicre, sigirda 9-16 hiicre asamalarinda (89)
domuzda 4 hiicre asamasinda (90) embriyonik genomik aktivasyon baslar. Fertilizasyondan
sonraki 4. gilinde, blastomerler arasinda gevsek ve siki baglarin olustugu embriyonun
kompaktlagsmaya basladigi doneme morula dénemi adi verilir. Morula evresinde hiicreler
arasinda kavite olustugu zaman embriyo blastosist adini alir. inseminasyondan sonraki 5.-
7.glinlerde in vitro blastosist gelisimi goriiliir. Kavitasyon ilerledik¢e blastomerlerin
kutuplagsmasiyla ICM ve TE olarak adlandirilan iki farkli hiicre grubu belirginlesmeye baslar,
embriyo erken blastosist adin1 alir. Blastosist hacim olarak biiyiir, genislemeye baslar ve
genisleyen blastosist (expanded blastosist) adini alir. Genisleyen blastosistin ZP’da agilan
delikten fitiklasmasina hatching, 6-7.glinlerde tamamen disar1 ¢ikmasiyla olusan blastosiste
ise hatch olmus blastosist denir (8). YUT ile elde edilen embriyolarm gelisim siirecleri,
boliinme hizlari, morfolojik 6zellikleri, gerek embriyo kalitesi ve implantasyon
potansiyellerinin belirlenmesinde gerekse klinik gebelik basarisinin artirilmasinda etkili olan

dikkate alinmasi1 gereken faktorlerdir.

1.8.2.3. ZONA DRILLING (ZD) VE PARSIYEL ZONA DiSSEKSiYONU (PZD)

ZP, bilesiminde siilfatlanmis glikoproteinler bulunan, fertilizasyon ve embriyo
gelisiminde c¢ok sayida fonksiyonu olan aselliiler bir yapidir. Fertilizasyondan sonra zona
pelliisidanin ana gorevi embriyonun biitlinliigliniin korunmasidir. Gerek fertilizasyon i¢in oosit
icine yapilacak girisimler gerekse embriyo i¢ine yapilacak tani amacl girisimlerde bu

glikoprotein yapinin delinmesi gerekmektedir (91,92).



ZD teknigi ilk kez 1986 yilinda Gordon ve Talasky tarafindan uygulanmistir. ZD’in
insan infertilitesinde ilk kullanim alanm1 spermin ZP’yi kolayca ge¢mesini saglayacak
uygulamalara yonelik olmustur. Giiniimiizde ise en ¢ok kullanim alan1 PGT amaci ile yapilan
blastomer biyopsileridir. Daha sonraki yillarda ZD tekniginden yararlanilarak ucu sivri bir
mikropipet yardimi1 ile ZP’da diiz, ince bir yarik agilmasina dayanan PZD teknigi
gelistirilmistir. YUT’leri agisindan PZD uygulamasinin amacit ZP’da mikromaniiplasyonla
mekanik olarak suni bir delik olusturup fertilizasyon igin oosite ait bir engeli ortadan
kaldirmaktir. Bu teknikte oosit holding pipet tarafindan sabitlenir ve saat 1 hizasindan ¢ok sivri
uclu bir mikropipet oosite sokularak saat 11 hizasindan ¢ikartilir. Daha sonra holding pipet
gevsetilerek oosit serbestlestirilir. Mikropipete takili olan oosit holding pipet iizerinde birkag
kez ileri geri hareket ettirilip ZP iizerinde kesi olusturularak delik acilir. Oosit bu islemden
sonra sperm soliisyonunun igine birakilir. Bdylece sperm i¢in oositteki en 6énemli engel olan
ZP daha kolay asilmis olur. PZD uygulamasi sonras1 fertlizasyon ve gebelik oranlarimin diisiik
olmas1 ve ICSI teknigiyle daha basarili sonuglar elde edilmesi nedeniyle giinlimiizde PZD

teknigi infertilite tedavilerinde kullanilmamaktadir (93,94).
1.8.2.4. SUBZONAL SPERM ENJEKSIYONU (SUZI):

Erkek infertilitesi agisindan alternatif bir tedavi segenegi olan SUZI, ZP’ya
baglanmadan mikromaniiplator araciligi ile bir veya birka¢ spermin zona altina, perivitellin
araliga yerlestirildigi iiremeye yardimci bir tekniktir. Tek bir spermin, oolemma ile fiizyonu
sonras1 erkek proniikleus olusturabilme orani % 14’diir. Bu yilizden fertilizasyon oraninin
arttirilabilmesi i¢in daha fazla sayida sperm kullanilmasi gerekmektedir. Ancak olusabilecek
polispermi riski gbzoniine alindiginda uygulanacak sperm sayisinin 20’den az olmasina dikkat
edilmelidir. Ciinkii 20 civarinda sperm uygulamasinda polispermi oran1 %50’yi gegebilir. ik
kez SUZI uygulamasi yapilacak olgularda sperm sayist en fazla 8’le sinirlandirilmalidir.
Genellikle boyle durumlarda 3-7 arasi sperm yeterli olmaktadir. Eger SUZI uygulamasi i¢in
cok sayida oosit varsa veya Onceki uygulamada basarisiz olunmussa 8’den fazla sperm
denenebilir. SUZI uygulamasi sirasinda spermler ICSI’deki gibi PVP icine konulmaz. SUZI
yontemiyle ilk canli dogum Mann tarafindan farelerdeki ¢aligmalarda elde edilmistir. Sonraki
yillarda insanlarda da ¢ok sayida canli dogum gerceklesmistir. Sigirlarda sinirli sayida SUZI
caligmasi yapilmis ve fertilizasyon oranlar diisik bulunmustur. SUZI teknigi kullanilan sperm
sayilarina bagl polispermi riski, istenilen fertilizasyon oranlarinin elde edilememesi ve ICSI
uygulamalarinin yaygin olarak hayata ge¢mesine bagli olara, daha cok fertilizasyon i¢in

gerekli mekanizmalarin aydinlatilmasi amaciyla kullanilmistir (95,96).



1.8.2.5. INTRASITOPLAZMIK SPERM ENJEKSIYONU (ICSI)

Mikromaniplatdr yardimiyla enjeksiyon pipeti igerisine alinan tek bir spermin, ZP ve
oolemma bariyerlerinden mekanik olarak gegirilerek dogrudan oosit sitoplazmasina aktarilmasi
olan ICSI yontemi giliniimiizde siddetli erkek infertilitesinde en etkin yardimci tireme
teknigidir. ICSI yontemi ile elde edilen ilk canli dogum tavsanlarda bildirilmis daha sonra fare
ve sigirlarda canli dogum gergeklestirilmistir (97). Yapilan ¢alismalarda sigir oositlerinin ICSI
slirecine fare ve tavsan oositlerine oranla daha az duyarli oldugu, sperm enjeksiyonu sonrast
s1g1r oositlerinin ancak %2’sinin aktive olmasi nedeniyle elde edilen canli embriyo oranlarinin
diger tirlerden daha diisiik bulundugu belirtilmistir (98). ICSI teknigi ile sadece basi olan
spermler, hareketsiz, 6lii veya kusurlu spermler kullanilarak kapasitasyon ya da akrozom
reaksiyonuna gerek kalmadan fertilizasyonun saglanabildigi bildirilmistir (96). Biiyiikbas
hayvanlarda ICSI teknigi kullanilarak yapilan bir c¢alismada in vitro sartlarda maturasyonu
saglanan oosit sitopldzmasina 6lii sperm enjekte edilerek embriyo gelisiminin saglandigi, bu
embriyonun transferi sonrasi saglikli, canli ve normal bir buzaginin dogdugu belirtilmistir (99).
ICSI tekniginin avantaji sonuglarinin kullanilan spermin sayisi, motilitesi ve morfolojisine
bagli olmamasidir. Bu yontemin en dnemli komplikasyonu uygulama sirasinda olusabilecek
oosit hasaridir. Insanlarda ICSI teknigi kullanilarak ilk elde edilen gebelik 1992 yilinda
gergeklestirilmistir (100).

Giliniimlizde ICSI teknigi ile elde edilen basarili sonuglar teknigin endike oldugu
durumlar disinda da uygulanmasina ve asir1 kullanimina neden olmaktadir. Travmatik bir islem
olan ICSI tekniginin insanlarda yaklasik 20 yillik bir ge¢mise sahip oldugu diisiiniiliirse
yontemin giivenligi klinik arastirmalar ile tam anlamiyla test edilene kadar endikasyonlar

cercevesinde uygulanmasina dikkat edilmelidir.

Tablo 5: ICSI Endikasyonlari (101-103).

Daha onceki klasik IVF denemelerinde fertilizasyon basarisizligi goriilen olgular

Epididimal veya testikiiler sperm 6rneklerinin kullanimi gereken durumlar

Siddetli Oligo-Astheno-Teratozoospermi varligi

Yiiksek titrede antisperm antikor varligi

Kotii stirvi gosteren dondurulmus sperm kullanilmasi1 gereken olgular

Hiperstimiilasyon sonucu geligen oosit sayisinin < 3 oldugu durumlar




Young sendromu

Immotil Silya Sendromu

CSl isleminde kullanilan spermler taze ejakulattan uygun sperm hazirlama yontemleriyle elde
edilebildigi gibi PESA, TESA, TESE ve mikrocerrahi ile MESA gibi cerrahi yontemler
kullanilarak testis veya epididimisden de elde edilebilmektedir. Ayrica daha Once
dondurulmus olan spermlerde uygun sartlarda ¢ozdiiriildiikten sonra ICSI isleminde
kullanilmaktadir. ICSI isleminde kullanilan oositler Lkutup cisimcigi goriinen metafaz-1l
evresindeki matiir oositlerdir. ICSI islemine baslamadan Once aspirasyon yontemi ile
toplanan ve en az 2 kez yikama yapilan oositlerin matiir olup olmadiklarini anlamak i¢in
oositi cevreleyen kiimiiliis hiicreleri enzimatik yolla oositten uzaklastirilir ve ILkutup
cisimcigi kontrol edilir. Matiir oositler segilerek petri kabinda damlacik seklinde hazirlanmis
olan medyuma aktarilir. Spermin hareketini yavaslatarak pipete ¢ekilmesini kolaylastirmak
amaci ile kullanilan spermlerin konulacagi PVP damlacik seklinde ayni petri igerisinde
oositlerin bulundugu damlacigim karsisma hazirlanir. Igerisine spermler konularak
damlaciklarin tizeri mineral yag ile kapatilir. Oosit holding pipetle tutularak I.kutup cisimcigi
saat 6 veya 12 yoniinde olacak sekilde sabitlenir. Mikroenjeksiyon isleminde kullanilan
normal morfolojiye sahip, motil sperm mikroenjeksiyon pipetine alinir. Sperm, pipetin ucu
ile boyun kismina yakin bir bolgede immobilize edilir. Kuyruga dogru pipet ucu ileri geri
hareket ettirilerek sperm kendi etrafinda dondiiriiliirken ani bir hareketle kuyrugun kivrilarak
kirilmasi ve sperm membraninin zedelenmesi saglanir. Daha sonra mikroenjeksiyon pipetiyle
saat 3 yoniinde ZP ve oolemma asilarak ooplazma igine yavasca girilir ve ¢ok az miktarda
ooplazma aspire edilir. Mikroenjeksiyon pipeti igerisinde ooplazmanin ve geriye dogru
hareket eden spermin goriilmesi oolemmanin asildiginin gostergesidir. Ooplazmanin igine
girildiginden emin olununca aspire edilen ooplazma ve spermin geri verilmesiyle islem
tamamlanir. Mikroenjeksiyon sonrasi oositler 3 kez pipetlenerek Hepes'li soliisyonda
temizlendikten sonra uygun medium ve inkiibator sartlarinda fertilizasyon amaciyla 12-18
saat slireyle inkiibatore kaldirilir. ICSI uygulamasi sirasinda insan ve fare oositlerinde
herhangi bir aktivasyon islemine gerek duyulmaksizin embriyo ve canli dogum elde
edilebilirken sigir oositlerinde aktivasyon igslemi uygulanmadan ancak %?2 oraninda embriyo
elde edilebildigi, sigirlarda ICSI uygulamalarinda normal fertilizasyon olaymin (proniikleer
formasyon) gerceklesebilmesi i¢in oosit aktivasyon yontemlerine ihtiya¢ duyuldugu

bildirilmistir (98,104).



1.8.2.6. EMBRIYO KALITESININ DEGERLENDIRILMESi VE EMBRiYO
TRANSFERI

1.8.2.6.1. Embriyo Kalitesinin Degerlendirilmesi :
Yardimci tireme teknikleri ile elde edilen embriyolar bulunduklar1 evreye 6zgii bazi

paremetreler dikkate alinarak degerlendirilirler.

Tablo 6: Farkli evredeki embriyolarin degerlendirme paremetreleri (8).

EVRELER PARAMETRELER

= Proniikleuslarin pozisyonu ve boyutu

Proniiklear Evre = Niikleolar Prekiirsor Body’nin sayisi,
biiyiikligi, dagilimi

= Kutup cisimciklerinin yerlesimi

= Sitoplazmik halonun varlig

= Erken boliinme

= Boliinme hiz1

Boliinme Evresi = Blastomer biiytikliigii

= Fragmantasyon derecesi

= Blastomerlerin nuklear 6zellikleri

= Sitoplazmik goriiniim

= Perivitellin alan ve zona pellusida 6zellikleri

= Erken kompaktlasma

= Blastosel biiyiikligi
Blastosist Evresi = ¢ hiicre kitlesinin 6zellikleri

* Trofoektodermal hiicrelerin 6zellikleri




YUT’leri uygulamalarinda basarinin gergek gdstergesi eve gotiiriilen canli bebek oranidir.
Basarili sonuglarin alinmasinda en kritik faktor transfer edilecek olan embriyonun kalitesidir
(105). Gerek IVF gerekse ICSI uygulamalari ile elde edilen embriyolarin kalitesi; transfer
edilecek embriyonun bulundugu giine uygun hiicre sayisina sahip olup olmadigina, hiicrelerin
esit bliylikliikte olup olmamasina, sitoplazmik 6zelliklerine, fragmantasyon varligi ve bunun
embriyo hacmine gore oransal yiizdesine bakilarak degerlendirilmektedir (38). Veeck, L.L.
fragmantasyon oranlart ve blastomer Ozelliklerine gore embriyo kalitesini 5 alt birimde

siiflamistir (106).

Tablo 7: Fragmantasyon oranlar1 ve blastomer biiyiikliigline gére embriyo kalitesinin

siiflamasi (106).

Grade-1 | Fragmantasyon igermeyen,

Esit biiyiikliikte blastomerlere sahip embriyolar

Grade-2 | %10 oraninda fragmantasyon igeren,

Esit biiyiikliikte blastomerlere sahip embriyolar

Grade-3 | Degisen oranlarda fragmantasyon igeren ve

Farkl1 biiytikliikte blastomerlere sahip embriyolar

Grade-4 | %10 ‘dan fazla fragmantasyon igeren ve esit biiyiikliikte veya

Farkl1 biiytikliikte blastomerlere sahip embriyolar

Grade-5 | %50 ‘den fazla fragmantasyon igeren ve

Farkl1 biiytikliikte blastomerlere sahip embriyolar

Fragmantasyon oranlar1 dikkate alinarak yapilan embriyo kalite siniflamasinda,
embriyolarin iyi, orta ve zayif kalite olmak lizere 3 grupta degerlendirildigi bildirilmistir
(107).



Tablo 8: Fragmantasyon oranlarina gore embriyo kalite siniflamasi (107).

IYI KALITE (Grade-1) Fragmantasyon igermeyen, esit say1 ve biiyiikliikte
blastomere sahip embriyolar

ORTA KALITE (Grade-2) , o
Embriyo hacminin %30’undan az fragmantasyon

iceren embriyolar

ZAYIF KALITE (Grade-3) Embriyo hacminin %30’undan fazla fragmantasyon

iceren embriyolar

Fragmantasyon, canli olmayan hiicre artiklaridir. Fragmantasyon arttikga, embriyo kalitesi
(grade) diiser ve gebelik sansi azalir. Ancak unutulmamalidir ki morfolojik olarak iyi kaliteli
embriyo, her zaman saglikli bir bebek i¢in ideal genetik ve biyokimyasal icerigi
gostermeyebilir. Embriyolarin kalitelerine gore smiflandirilmasi sadece transfer edilecek
embriyolarin belirlenmesinde degil ayn1 zamanda dondurularak saklanacak olan embriyolarin

se¢ciminde de 6nemli bir kriterdir.
1.8.6.2.2. Embriyo Transferi (ET) :

IVF ve ICSI gibi yardimci tireme teknikleriyle elde edilen embriyolarin steril bir
kateter araciligiyla uterusa birakilmasina ET denir. Uygun sartlardaki inkiibatorde kiiltiir
edilen embriyolar transfer giinii inkiibatorden ¢ikarilarak son bir kez daha degerlendirilir. Bu
sirada 2 saat siireyle etiivde 1sitilan transfer katateri etiivden ¢ikartilir ve 1 ml transfer
medyumu ile yikanir. Kateterin ucuna Hamilton enjektorii takilarak 6nce hava, ardindan SpLL
medyum ve tekrar hava cekildikten sonra kiiltiir petrisi icinde bulunan embriyolar yaklasik
10puL medyum ile katatere ¢ekilir. Daha sonra 10 pL hava cekilerek kateterin iki ucunda hava
bulunmasi saglanir. Kataterin iki ucunda bulunan hava transfer sirasinda embriyolarin hava
basinciyla rahatga uterus bosluguna verilmesini saglar. Katater, ultrasonografi esliginde
yavasca serviksden gecirilerek uterus bosluguna ulasilir ve embriyolar birakilir. Embriyo
transferi genellikle inseminasyondan yaklasik 40-48 saat sonra embriyo 2-8 hiicre
asamasinda iken yapilmakla birlikte proniikleer fazdan, blastosist olusumuna kadar herhangi

bir donemde de yapilabilmektedir (108). Blastosist transferinin klinik gebelik oranlarini



belirgin bir sekilde arttirdigini iddia eden yayinlar oldugu gibi anlamli bir farklilik olmadigini
bildiren yayinlarda vardir (109,110). Embriyolarin ge¢ donem transferlerinin en biiyiik
avantaji, daha iyi gelisim gosteren embryolarin secilebilmesine olanak saglamasidir. Ancak
embriyolarin biiyiilk bir bdliimiiniin uzayan in vitro kiiltiir siirecinde blastosist evresine
gelememesi ve dejenere olmasi nedeniyle transfer isleminin daha erken donemlerde
yapilmast gerektigini savunan goriislerde vardir. Son yillarda ¢ogul gebelikleri 6nlemek
amaciyla transfer edilen embriyo sayisina getirilen kisitlamalar nedeniyle transfer edilecek
olan embriyonun se¢imi daha da 6nem kazanmistir. Embriyo transferinde embriyonun evresi
ve kalitesi, embriyo transfer teknigi ve endometriyal reseptivite transfer sonrasi gebelik

basarisini etkileyen dnemli parametrelerdir (8).
1.8.2.7. Kriyoprezervasyon ve Kriyoprotektanlar

Hiicrelerin ve dokularin canliliklarin1 kaybetmeden, kriyoprotektanlar kullanilarak
diisiik  sicakliklarda  dondurulup  saklanmasma  kriyoprezervasyon denir (111).

Kriyoprotektanlar dondurma-¢oziindiirme islemlerinde hiicrelerde olusabilecek
zararlar1 6nlemek amaciyla kullanilan toksik etkileri olabilen kimyasal maddelerdir. Hiicreye
penetrasyon kapasitelerine gore hiicre membranindan gecebilen (Permeabl) intraselliiler
kriyoprotektanlar ve hiicre membranindan gecemeyen (Non-Permeabl) ekstraselliiler
kriyoprotektanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar (8). Intraselliiler kriyoprotektanlar, hiicre igi su
ile yer degistirir ve dehidrasyonu saglar. Donma ve c¢oziinme siirecinde hiicre i¢i buz
kristallerinin olusumunu engelleyerek hiicre yapisinin korunmasini saglarlar (112). Dondurma

soliisyonlarinin igerisinde en az bir tane intraselliiler kriyoprotektan bulunmalidir (113).

Ekstraselliiler Kkriyoprotektanlar tek baslarina kriyoprotektan olarak kullanilmazlar hiicre
membraninindaki fosfolipidlerin stabilizasyonunu ve kontrollii dehidrasyon olusumunu
saglarlar (8). Diger kriyoprotekranlarla birlikte kullanilmalari halinde ozmotik degisiklige
bagli sivi gecisinde etkili olup, ¢6zme esnasinda hiicresel sismeyi engelleyerek hiicrede

olusabilecek zarar1 en aza indirmeye caligirlar (113).

Tablo 9: Hiicre membranindan gecebilme 6zelliklerine gore kriyoprotektan cesitleri (112-
115).



Farkli hiicrelerin ve farkl: tiirlere ait embriyolarin kriyoprotektanlara yanit1 da farklilik

g0s

Permeabl intraselliiler Non-Permeabl Ekstraselliiler teri
Kriyoprotektanlar Kriyoprotektanlar r
Dimetilsiilfoksit (DMSO) MAKROMOLEKULLER SAKKARITLER Kri
yop

Gliserol Dekstran Glukoz rez
Etilen Glikol (EG) Ficoll 70 Siikroz e
asy

Propilen Glikol (PROH) Mannitol Trehaloz ond
2,3 Biitanediol Polivilinilprolidon Raffinoz a
kull

Dimetilasetamid (DMA) Bovin serum albumin(BSA) | Galaktoz aml
an

sollisyonun igerigi, dengeye ulasma siiresi ve dengeye ulastig1 sicaklik degerleri 6nemlidir ve
her hiicre tipi i¢in farklidir (116). Kriyoprezervasyona bagli ortaya ¢ikan patolojilerde baglica
faktorler; donma hasari, ozmotik stres, buz kristallerinin etkileri ve Kkriyoprotektan

toksisitesidir (117).
1.8.2.7.1. Embriyo Kriyoprezervasyonu

Embriyo kriyoprezervasyonu insanlarda iiremeye yardimci yontemlerin basar1 sansini
arttiran, ¢iftlik ve laboratuar hayvanlarinda deneysel amacli biyomedikal ¢aligsmalarin
yapilabilmesine, iistlin genetik niteliklerin gelecek kusaklara aktarilarak hayvan islahinin

saglanmasina ve nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunmasina olanak saglayan YUT dir (113).

Giliniimiizde kriyoprezervasyon yontemi yardimci lireme merkezlerinde in vitro
sartlarda elde edilen transfer fazlasi embriyolarin uygun sekilde saklanabilmesi amaciyla
sikca kullanilan bir ydntem olarak uygulanmaktadir (118). Ozellikle son yillarda klinik
uygulamalarda ¢ogul gebeliklerin dnlenebilmesi i¢in transfer edilecek olan embriyo sayisina
getirilen kisitlamalar kriyoprezervasyon yontemlerinin gelistirilmesi yoniinde yapilan
aragtirmalarin artmasina neden olmustur. Embriyo kriyoprezervasyonu, memelilerde
reprodiiksiyonun kontroliinde &nemli bir rol oynamaktadir. YUT’lerinde dondurulmus

embriyolarin kullanimimin en biiyiik avantaji uterin polip varlii, endometrial kavite iginde



stv1 birikimi, kotii kalitede endometriyum, transfer oncesinde olusan vajinal kanamalar, OHSS
gibi taze embriyo transferinin kontrendike oldugu vakalarda uygulanabilmaesi ve kadina
KOH uygulamasina gerek kalmadan bir kez daha embriyo transferi sansi vermesidir (119).
Spermin gliserol ile basarili bir sekilde dondurulmasi embriyo kriyoprezervasyonu
arastirmalarinin  yapilmas1 i¢in bir baslangic olusmustur (120). ilk basarili embriyo
kriyoprezervasyonu islemi fare embriyolarinda gerceklestirilmis (1), ilerleyen yillarda
insanlarda ve farkli hayvan tirlerinde de uygulanmistir (121-124). Embriyo
kriyoprezervasyonu zigot asamasinda, erken boliinme déneminde ve blastosist asamasinda
uygulanabilmektedir. Zigotlarda, kriyoprezervasyon islemi inseminasyondan 20-22 saat sonra
proniikleuslarin  halen ayrik oldugu belirgin ve net olarak gozlenebildigi donemde
yapilmalidir. Kriyoprezervasyon iglemi boliinme donemindeki embriyolarda uygulanacak ise
hiicreler esit biiyiikliikte olmali ve sitoplazmik fragmantasyonun %?20’nin altinda olmasina
dikkat edilmelidir. Blastosist asamasinda dondurulacak embriyolarin belirgin blastosel
kavitesine sahip olmasi, sikica kiimelenmis i¢ hiicre kitlesi ve diizenli bir trofoektodermal

hiicre tabakasi icermesi gerekmektedir (8).

Embriyo kriyoprezervasyonunun baglica hedefi dondurma isleminden sonra
¢ozdiiriilen embriyolarda yiiksek canlilik oranlarinin saglanmasidir (125). Kriyoprezervasyon
sonrasi ¢Ozdiirtilen klivaj donemi (2. ve 3. giin) embriyolarda canlilik ve gelisime devam etme
olasilig1 saglam kalan blastomer sayisina baglidir. Blastomerlerin tamami saglam kalmais ise
embryolarin yasama ve gelisime devam etme olasiligi taze embriyolarinki ile aymidir.
Pronuklear dénemde uygulanan kriyoprezervasyonda bu degerlendirme hem morfolojik
olarak hem de ¢oziilme sonrast boliinme oranina bakilarak yapilirken blastosist asamasindaki

embriyolarda 37°C’da reekspanse olup olmamalarina gore yapilmaktadir (8).

Embriyo kriyoprezervasyonu alaninda ¢ok sayidaki gelismeye ragmen, embriyo
kriyoprezervasyonunun yapilacagi optimal gelisim evresiyle iliskili heniiz bir uzlasmaya
vartlmamistir. Proniikleer evre, bolinme (klevaj) evresi veya blastosist evrelerinde
dondurulan insan embriyolarindaki IVF-ET sonuglarmni karsilastirilan bir ¢alismada;
implantasyon, klinik gebelik, ¢oklu gebelik, ikiz gebelik ve erkek/kiz oranlarinda ii¢ evre
arasinda bir fark goriilmemistir. Bulunan tek fark, c6zme sonrasindaki sagkalim orani olup, 3.
giin embriyolarinda 1. giin embriyolar1 veya blastosistlere gére sagkalimin daha diisiik oldugu

bildirilmistir (126).



Bir bagka ¢alismada, zigot, 2. giin ve 3. giin evrelerinde dondurulup-¢6ziindiiriilen
embriyolarin transferi sonras1 implantasyon, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinda bir

fark saptanmadig1 bildilmistir (127).

In vitro sartlarda elde edilen embriyolarda dondurma-¢dzdiirme islemi sonrasi canlilik
oranlarinin in vivo embriyolara gére daha diisilk olmasi bunlarin kriyoprezervasyona karsi
daha duyarh olduklarim1 géstermektedir (3,128). Embriyolarin dondurma-¢oziindiirme sonrasi
canlilik oranlarinda, uygulanan dondurma ve ¢ézdiirme hizina, embriyolarin biiyiikliikleri ve
gelisim evrelerine, hiicrelerin gegirgenlik &zelliklerine, kullanilan kriyoprotektanlarin
toksisiteleri ve ozmotik 6zelliklerine bagh olarak tiirler arasinda bazi farkliliklar goriildiigi
billdirilmistir (129,130). Kriyoprezervasyon, embriyolarin hiicresel organizasyonu iizerine
yikict etkilere neden olabilmektedir. Kriyoprezervasyon sonrasi, membran lipid ve
proteinlerinde destabilizasyon ve denatiirasyon, hiicre ici organellerde fonksiyon kayiplari,
ZP’da fraktiirler, hiicrenin yapisal biitlinliigiinde rol oynayan mikrofilaman, mikrotiibiil ve
arafilamanlarin olusturdugu hiicre iskeletinde hasar olusumu goriilebilmektedir (131).
Bunlarin sonucunda, serbest radikal olusumu, ATP sentezinde azalma, hiicrelerin metabolik

fonksiyonlarinda bozulma, apoptoz (132) ve nekroz (132,133) gelisimi olabilmektedir.
1.8.2.7.2. Kriyoprezervasyon Yontemleri :

Giliniimiizde yardimci tlireme merkezlerinde ve deneysel calismalarda embriyo
kriyoprezervasyonu igin Geleneksel Yavas Dondurma (Slow Freezing), Camsi Yapida
Dondurma (Vitrifikasyon) ve Hizli Dondurma (Rapid Freezing) yontemleri yaygin olarak

uygulanmaktadir (112,134-136).
1.8.2.7.2.1. Geleneksel Yavas Dondurma (Slow Freezing)

Slow freezing yontemi embriyolarin daha az konsantrasyonda kriyoprotektanlar
kullanilarak programlanabilir dondurma cihazi yardimiyla yavas, kademeli olarak
donduruldugu kriyoprezervasyon teknigidir. Dondurulan embriyolar -196°C’deki sivi azot
icinde ¢ozdiriilme islemine kadar saklanabilmektedir. Bu amacla insanlarda ilk uygulanan ve
her evredeki embriyolarda kullanilabilen kriyoprotektan DMSO’dur (137,138). Blastosist
asamasindaki embriyolarin dondurul-masinda gliserol’iin (139), zigot ve erken béliinme
donemindeki embriyolarda ise ¢ogunlukla PROH (140) kullaniminin tercih edildigi

goriilmektedir.

Slow freezing yontemi sirsiyla su asamalardan olusur (113):



1) Dondurulacak embriyolarin oda 1sisinda artan konsantrasyonlarda permeable,
intraselliiler kriyoprotektanlar ile osmotik dengesinin saglanmasi (Ekilibrasyon) ve

dondurma islemi i¢in tasiyicilara (payetlere) cekilmesi,

2) Soguk soku hasarini1 azaltmak icin kristalizasyon sekillenmeden buz kristallerinin
olusumunun -5°C ile -7°C arasinda indiiklenerek kontrollii olarak baslatilmasi

(Seeding),

3) Embriyolarin, kontrollii bir bigimde embriyo dondurma cihaziyla -30 °C ile -70°C’ler
arasindaki bir sicakliga gelinceye kadar dakikada 0,2°C - 2 °C olacak sekilde

kademeli olarak yavas yavas sogutulmast,

4) Istenilen sicakliga ulasilinca embiyolar1 igeren payetler -196°C’deki sivi azot icine

daldirilarak saklanmasi.

Dondurma islemi sirasinda olusan kiigiik buz kristalleri daha biiyiik buz kristallerine
doniisim  egilimindedir. Bunun Onlenebilmesi amaciyla yavas sogutma oranlari
uygulanmakta ve biiylik buz kristallerine doniisiim engellenmeye c¢alisilmaktadir. Slow
freezing yonteminde uygulanan seeding islemi buz kristallerinin kontrolsiiz bir sekilde
olusumunu engelleyerek ekstraseliiler ortama sivi gecgisi i¢in yeterli siireyi saglar.
(Cozdiiriilme sonras1 embriyo canlilifi i¢in dikkat edilmesi gereken Onemli bir agamadir
(141). Cozdiirilme islemi igin embriyolar1 igeren tastyicilar (straw, plastik pipet) siv1 nitrojen
tankindan ¢ikartilarak oda 1sisinda 10 saniye bekletildikten sonra 25-28°C’deki su banyosuna
konularak 15-20 saniye burada tutulur. Bu siirenin sonunda embriyolar tastyicilardan
cikartihir  ve rehidrasyonun saglanmasi amaciyla 15-20 dakika siireyle azalan
konsantrasyondaki kriyoprotektanlardan gecirildikten sonra yikanir. Cozdiiriilen embriyolar

transfer zamanina kadar kiiltiir medyumunda bekletilir (142).

1.8.2.7.2.2. Vitrifikasyon

Hiicre, doku ve organlarin, yiiksek konsantrasyonda kriyoprotektanlarla hazirlanan
viskozitesi artirilmis vitrifikasyon sollisyonlar1 kullanilarak hizli sogutma oranlar ile buz
kristalizasyonu olusmadan cam benzeri bir yapida dondurulmasidir. Viskozitenin yogun
olmas1 yontemin basarisin1 dogrudan etkiler. Hiicre igerisinde camsi bir goriiniim elde edilir.
Vitrifikasyon soliisyonlarindan gegirilen hiicre ve dokular sivi azot igerisine alinir ve hizli

sogutma ile dondurularak ¢ozdiiriilecegi zamana kadar saklanir (143).



Vitrifikasyon soliisyonlari, yiiksek konsantrasyondaki kriyoprotektanlarin embriyo {lizerindeki
zararli etkilerini elimine etmek igin permeabl ve nonpermeabl iki veya daha fazla
kriyoprotektanin birlikte kullanimi ile hazirlanmalidir (144).

Vitrifikasyon soliisyonlarinda kriyoprotektan olarak ilk yillarda DMSO ve gliserol
kulanilmistir. ilerleyen yillarda diisiik toksisiteli olmalar1 nedeniyle bunlarm yerine 1,2-
propanediol, propilen glikol ve EG gibi kriyoprotektanlarin kullanimi tercih edilmeye
baslanmistir (145).  EG, yiiksek permeabilite 6zelligine sahip olmasi ve ¢dzdiirme sonrast
dogrudan embriyo transferine imkan vermesi nedeniyle biiyiikbas hayvan endiistrisinde
siklikla kullanilmakta olan bir kriyoprotektandir (146).

Vitrifikasyon isleminde kullanilan kriyoprotektanlar az miktarda ve yiiksek
konsantrasyonda oldugundan oda 1sis1 gibi yiiksek bir sicaklikta hizla buharlasarak embriyo
icin toksik seviyeye gelebilir. Vitrifikasyonda uygulanan sogutma hizi kriyoprotektan
sollisyonunun miktariyla ters orantilidir. Kriyoprotektan soliisyonunun miktar1 ne kadar az ise
stvi azot igerisindeki sogutma orani da o kadar hizli olur (147). Bu nedenle embriyoda
olusabilecek toksik ve osmotik hasarin Onlenebilmesi i¢in vitrifikasyon isleminde ¢ok hizl
davranilmasina, kriyoprotektanlarin yliksek konsan-trasyonda diisiik hacimde kullanilmasina
ve sogutma istlarinin artirilmasina dikkat edilmektedir (148).

Embriyolarda vitrifikasyon teknigi ilk olarak 0,25 ml’lik plastik pipetler (straw)
kullanilarak yapilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan uygulamalarda embriyolarin
vitrifikasyonu naylon halkalar, 1sitilarak cekilmis acik pipetler (open pulled straw, OPS),
kriyoloop ve kriyotop adi verilen farkli embriyo tasiyicilari, elektron mikroskop gridleri ve
stv1 azot igerisine kismen batirilmig alimiinyum folyo ile kapli metal cisimler kullanilarak

yapildig bildirilmistir (149).

1.8.2.7.2.3. Hizli Dondurma Yontemi:

Bu yontemde embriyolar, 2M-4,5M’lik permeable kriyoprotektanlardan birinin
0.25M-0,5M’lik impermable kriyoprotektanlardan biriyle karistirllmast ile olusturulan
solisyonunda dondurulur (113). Embriyolar, dondurma soliisyonu igerisinde kisa bir siire

dengelendikten sonra tasiyicilara aktarilarak dogrudan siv1 nitrojen igerisine koyulur.

1.8.2.7.3. Cozdiirme Islemi :



Cozdirme isleminde embriyolari igeren tasiyicilar sivi azot tankindan ¢ikartilarak 10
saniye oda 1sisinda bekletildikten sonra 37°C’deki su banyosu igine daldirilir ve 10 saniye
beklendikten sonra sudan c¢ikartilarak iyice kurulanir. Kriyoprotektanlarin embriyodan
uzaklastirma islemi ya tek asamada ya da 3 asamada yapilir. Tek asamada yapilan
kriyoprotektan uzaklastirmasinda genellikle ¢6ziindiirme isleminden hemen sonra payetler
elle sallanarak payet igndeki soliisyonlarin karismasi saglanir ve embriyolarin direkt transferi
gerceklestirilir. Eger bu yontem uygulanmayacaksa embriyolar tastyicidan alinarak
kriyoprotektanlarin  zararli etkilerini Onlemek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki
sakkaritlerden gegirilerek kriyoprotektif maddelerin hiicre dismna c¢ikmasi saglanir.
(Cozdiirilme igleminin de dondurma islemi gibi ¢ok hizli yapilmasina dikkat edilmelidir.
Cozdiiriilen embriyolar transfer zamanina kadar kiiltir medyumunda bekletilebilir (113).
Vitrifikasyon yontemi ile dondurulan embriyolarda ¢ozdiiriilme sonrasi canlilik oranlari
karsilastirildiginda, blastosist asamasinda dondurulan embriyolarda c¢o6zdiiriilme sonrasi
canlilik oranlarinin bolinme doneminde dondurulup ¢ozdiiriilen embriyolara gore daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (150,151). Maliyet acisindan daha uygun olmasi, daha kisa
stirede ve cihaz kullanimina gerek kalmadan yapilabilir olmasi, daha az ekipmana ihtiyag
duyulmasi nedeniyle uygun c¢alisma alanlarinda rahat¢a uygulanabilir olmasi vitrifikasyon

yonteminin 6nemli avantajlarindandir (152).

BOLUM - 11
GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun 25/02/2011 tarih
ve 2009-025 say1li onayi ile gergeklestirilmistir.

2.1. DENEYSEL GEREC VE YONTEM
2.1.1. DENEYSEL GEREC VE MALZEMELER

e Inek Overi

e Dondurulms Boga Spermi Payetleri



Termos Kap

Kurutma Kagidi

% 0,9’luk NaCl

Tuzlu Fosfat tamponu (PBS)
Penisilin

Amfoterisin-B

21 Gauge’luk steril igne ucu
Lastik pistonlu 10 ml’lik enjektor
50 ml’lik falkon tiip

90 mm’lik petri kaplar1

35 mm’lik petri kaplar1

Pasteur pipeti

Konik tiipler

10ul’lik transfer pipet
Stereomikroskop

Santrifiij Cihazi

Inkiibator

TCM 199 OMM

LH flakon

FSH flakon

OCS

TL Sperm Kapasitasyon Mediumu
BSA

Toz Piruvat

Toz Heparin

TL Fertilizasyon Mediumu
BME Amino Asit Soliisyonu
MEM Non-Esansiyal Amino Asit Soliisyonu
Sentetik OvidukSivisi (SOF)
Na-Piruvatsiz Kiiltiir Mediumu
Siikroz iceren EG

Slow freezing cihazi

Vitrifikasyon Kkiti



o Kopiik Kutu
o Goblet

e Cane Holder
e Plastik payet

e -196°C’de s1v1 azot igceren saklama tanki

2.1.2. DENEYSEL YONTEM :

Calismada kullanilacak olan 4 hiicreli inek embriyolarinin eldesi amaciyla disi gamet
(oosit) kaynagi olarak mezbahaya kesime getirilen 4-8 yas araligindaki saglikli Holstein cinsi
ineklerin overleri, erkek gamet (sperm) kaynagi olarak ise ticari satigi yapilan payetlerde
dondurulmus Holstein cinsi boga spermleri kullanildi. Farkli seferlerde toplanan overlerden
laboratuar ortaminda folikiil aspirasyon yontemi ile oositler elde edildi. Bu oositler arasindan
ZP’s1 saglam, cevresinde siki sekilde 4 ve daha fazla kiimiiliis hiicre kat1 ile sikica cevrili,
kumlu bir ooplazma goriintiisiine sahip oositler segilerek IVM islemleri uygulandi. Matiir
oositler secilerek IVF islemlerine alind1 ve 4 hiicreli embiyo olusana kadar kiiltiirii yapildi.
Elde edilen 4 hiicreli embriyolardan embriyo gradeleme kriterlerine gore iyi kalitede olan
1120 embriyo c¢alismaya dahil edildi. Bu embriyolardan kriyoprezervasyon islemi
uygulanmayan 350 adet embriyo ile kontrol grubu, slow freezing yontemi uygulanan 385 adet
embriyo ile slow freezing grubu ve vitrifkasyon yontemi uygulanan 385 adet embriyo ile
vitrifikasyon grubu olmak {izere 3 ¢alisma grubu olusturuldu.

Kontrol grubunu olusturmak i¢in farkli seferlerde toplam 118 adet overden folikiil
aspirasyon yontemiyle 766 adet oosit aspire edildi. Bunlar arasindan ZP’s1 saglam, ¢evresinde
sik1 sekilde 4 ve daha fazla kiimiiliis hiicre kat1 bulunan 671 adet oosite IVM islemleri
uygulandi. In vitro sartlarda maturasyonlar1 gerceklesen 572 adet matiir oosit IVF islemlerine
alind1 ve 4 hiicreli embiyo olusana kadar kiiltlirii yapildi. Elde edilen 368 adet 4 hiicreli
embriyodan embriyo gradeleme kriterlerine gore iyi kalitede olan 350 adet embriyo secilerek
kontrol grubu olusturuldu. Slow freezing grubunu olusturmak i¢in farkli seferlerde toplam
130 adet overden aspirasyon yontemiyle 840 adet oosit aspire edildi. Bunlar arasindan ZP’s1
saglam, cevresinde siki sekilde 4 ve daha fazla kiimiiliis hiicre kat1 bulunan 749 adet oosite
IVM islemleri uygulandi. in vitro sartlarda maturasyonlar: gerceklesen 650 adet matiir oosit

IVF islemlerine alindi ve 4 hiicreli embriyo olusana kadar kiiltiirii yapildi. Elde edilen 420



adet 4 hiicreli embriyodan embriyo gradeleme kriterlerine gore iyi kalitede olan 385 adet
embriyo secilerek slow freezing grubu olusturuldu. Vitrifikasyon grubunu olusturmak igin
farkli seferlerde toplam 126 adet overden aspirasyon yontemiyle 817 adet oosit aspire edildi.
Bunlar arasindan ZP’s1 saglam, ¢evresinde siki sekilde 4 ve daha fazla kiimiiliis hiicre kati
bulunan 720 adet oosite IVM islemleri uygulandi. In vitro sartlarda maturasyonlari
gerceklesen 618 adet matiir oosit IVF islemlerine alind1 ve 4 hiicreli embriyo olusana kadar
kiiltiirii yapildi. Elde edilen 405 adet 4 hiicreli embriyodan embriyo gradeleme kriterlerine
gore 1yi kalitede olan 385 adet embriyo secilerek vitrifikasyon grubu olusturuldu.

Kontrol grubundaki 350 adet embriyodan; 10 tanesi Hoesct ve PI boyamasi sonrasi
fluoresan mikroskop incelemesinde kullanildi, 100 tanesi blastosist olusumu igin kiiltiire
edildi, 230 tanesi transmisyon elektron mikroskop (TEM) ile inceleme yapilabilmesi igin
histolojik takip islemleri sonrasi epona gomiilerek epon bloklar olusturuldu, 10 tanesi ise
konfokal mikroskop incelemesinde kullanildi. Blastosist gelisimi i¢in kiiltiire edilen 100 adet
4 hiicreli embriyodan 22 adet blastosist elde edildi ve bunlardan 10 tanesi Hoesct ve PI
boyamasi sonrasi fluoresan mikroskop incelemesinde kullanildi.

Vitrifikasyon grubunu olusturan 385 adet 4 hiicreli embriyo farkli seferlerde
vitrifikasyon yontemi ile dondurularak 1 giin siireyle -196 °C’deki siv1 azot i¢inde saklandi.
Cozdirme islemleri sonrast morfolojik olarak ZP’si saglam biitiinliigii korunmus, 370 adet
embriyo tespit edildi. Bunlardan: 10 tanesi Hoesct ve PI boyamasi sonrasi fluoresan
mikroskop incelemesinde kullanildi, 100 tanesi blastosist olusumu i¢in kiiltiire edildi, 250
tanesi TEM incelemelerinin yapilabilmesi icin fiksasyon ve takip islemleri sonrasi epona
gomilerek epon bloklar olusturuldu, 10 tanesi ise konfokal mikroskop incelemesinde
kullanilda.

Slow freezing grubunu olusturan 385 adet 4 hiicreli embriyo farkli seferlerde slow
freezing yontemi ile dondurularak 1 giin siireyle -196 °C’deki sivi azot i¢inde saklandi.
Cozdirme islemleri sonras1 morfolojik olarak ZP’si saglam biitiinliigii korunmus 362 adet
embriyo tespit edildi. Bunlardan: 10 tanesi Hoesct ve PI boyamasi sonrasi fluoresan
mikroskop incelemesinde kullanildi, 100 tanesi blastosist olusumu icin kiiltiire edildi, 242
tanesi TEM incelemelerinin yapilabilmesi icin fiksasyon ve takip islemleri sonrasi epona
gomiilerek epon bloklar olusturuldu, 10 tanesi ise konfokal mikroskop incelemesinde
kullanilda.

Her grup i¢in epon bloklardan 0,5 pm’luk vel um’luk yar1 ince kesitler alindi. 1 p’luk

kesitler Azur IlI-Metilen Blue-Basic Fuksin ve Toluidine Blue boyalari ile boyanarak i1sik



mikroskobunda incelendi. 0,5 um’luk kesitler uygun protokollerde boyandiktan sonra TEM

ile incelendi.

2.1.2.1. Oositlerin Eldesi:

IVF isleminde kullanilmak amaciyla disi gamet kaynagi olarak mezbahaya kesime
getirilen 4-8 yas araligindaki saglikli Holstein cinsi ineklerin overleri kullanildi. Overler
kesimi takiben i¢inde tagima vasati bulunan termoslara konularak en fazla 3 saat icinde
laboratuara getirildi. Tasima vasat1 olarak Penisilin (50-100 IU/ml) ve Amfoterisin-B (50
ng/ml) eklenmis 1s1s1 30°C’ye ayarlanmig steril PBS kullanildi. Tagima vasati her ¢alismada
taze olarak hazirlandi. Laboratuvara getirilen overler kan ve tasima vasatindan uzaklastiriimak
amaciyla 2 kez % 0,9’luk NaCl ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra
aspirasyon islemine gecildi. Aspirasyon islemi amaciyla ucuna 21 gauge’lik steril igne takilmis
lastik pistonlu 10 ml’lik enjektor kullanildi. Aspirasyon islemi overler {izerinde bulunan 2-10
mm ¢apli follikiillerden gerceklestirildi. Elde edilen follikiil sivist 50ml’lik falcon tiiplerinde
toplandi. Toplanan follikiil sivisinda bulunan kiimiiliis oosit komplekslerinin dibe ¢okmesi i¢in
tiipler oda 1s1snda 20 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda folikiil sivis1 ig¢inde tiipiin dibine
coken kiimiiliis oosit kompleksleri Pasteur pipet yardimiyla alinarak alt kisimlar1 disaridan
bistiiri ile 1zgara deseni seklinde ¢izilen 90x15 mm’lik petri kaplarina alindi. 90x15 mm’lik
petri kaplar1 stereomikroskop altinda incelendi. ZP’si saglam, ¢evresinde siki sekilde 4 ve daha
fazla kiimiiliis hiicre kat1 ile sikica g¢evrili, kumlu bir ooplazma goriintiisiine sahip oositler
10ul’lik transfer pipet yardimiyla toplanarak daha Onceden hazirlanan ve inkiibatorde
bekletilen i¢inde maturasyon mediumu bulunan 35 ml’lik petri kaplarina aktarildi. Daha sonra
arka arkaya 2 kez daha aynt medyumu igeren 35 ml’lik petri kaplarina aktarilarak yikama
islemi yapilan oositler maturasyon islemine alindi. Dejenere ve etrafinda 4’den az kiimiiliis

hiicre kat1 bulunan oositler ¢alismaya dahil edilmedi.



Sekil 5. Inek ovaryum dokusunun laboratuara transferi folikiiler aspirasyon ve oosit
eldesi. Ok isareti elde edilen oositleri gdstermektedir.

Sekil 6.0Over folikiil aspirasyonu sonrast maturasyon islemine alinan oositler (X4-10-
20-40 Biiyiitme)

2.1.2.2. Oositlerin In Vitro Maturasyonu :

Oositlerin maturasyonu i¢in her uygulamada Sul/ml FSH, 5 pl/ml LH ve 50 pl/ml
Ostrus inek serumu (OCS) ilave edilen TCM 199 (Minitube:19990/0010) kullanilds.

Maturasyon soliisyonlar1 her uygulamada taze olarak hazirlandi. IVM’si yapilacak oositler,



onceden hazirlananarak inkiibatorde bekletilen maturasyon soliisyonunda ii¢ kez yikandiktan
sonra her bir goziinde 400 pul maturasyon soliisyonu bulanan 4’1l petri kaplarina 40’ar tane
olmak tizere aktarildi. 4’lii petri kaplar1 oositlerin maturasyonunun saglanmasi amaciyla 24
saat siireyle % 5 CO2’li, 39°C’deki inkiibatére konuldu. Bu silirenin sonunda oositler
inkiibatorden c¢ikarildi ve mikroskop altinda maturasyon kontrolleri yapildi. Kiimiiliis
ekspansiyonu ve perivitellin boslukta birinci kutup hiicresi goriilerek matiir olduklari
belirlenen oositler secildi ve fertilizasyon islemine gecildi.

OCS Hazirlamist: Ostrus donemindeki ineklerden aliman kan drneklerinin 4°C’de 4000
devirde 10 dakika santrifiijju sonrasi agiga cikan serumun 65°C’de 30 dakika inaktive
edilmesiyle hazirlandi ve alikotlanarak -20°C’de kullanima hazir halde saklandi.

LH Stok Hazirlamsi: 1 adet LH (Sioux Biochemical INC-725) flakon igine 10 ml %
0,9’luk NaCl eklenerek hazirlandi ve alikotlanarak -20°C’de kullanima hazir halde saklandi.

FSH Stok Hazirlamisi: 1 adet FSH (Sioux Biochemical INC-715) flakon i¢ine 10 ml %
0,9’luk NaCl eklenerek hazirland: ve alikotlanarak -20°C’de kullanima hazir halde saklandi.

2.1.2.3. Spermlerin Hazirlanmasi

IVF isleminde kullanilmak amaciyla erkek gamet kaynagi olarak ticari satis1 yapilan
payetlerde dondurulmus spermler kullanildi. -196°C derecede depolanan donmus sperm
payetleri IVF’ nun yapilacagi giin ¢ikarildi ve 38°C derecedeki su banyosunda 20 saniye
tutularak c¢ozdiiriildii. Payetler iyice kurulandiktan sonra uclar1 kesilerek konik santrifii
tiiptine spermler bosaltildi. Spermlerin kapasitasyonu i¢cin TL Medium for Sperm Cell
Capacitation (Minitube: 19990/0020) i¢ine 6mg/ml BSA ve 50 pl/ml piruvat eklenerek

hazirlanan medium kullanildi.

Piruvat stok hazirlamisi: 11 mg Piruvat (Sigma P-4562) + 5 ml NaCl

Islemden 1 saat énce hazirlanan ve inkiibatorde bekletilen mediumdan konik tiipler
icerisine 1‘er ml konuldu. 100’er pl sperm, medium igeren tiiplerin diplerine yerlestirildi ve
tiipler 1 saat siireyle inkiibatorde 45° aciyla kapaklari tam kapatilmadan bekletidi. 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda medium iginde yiizerek tiiplin iist kismina ulasan hareketli spermleri
almak i¢in pipet yardimiyla mediumun iist kismindan yaklasik 900 pl alinarak bos santrifiij

tiipline aktarild1 ve 2400 rpm‘de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonras iistte kalan



kisim pipetle alinarak atildi. Tiipilin alt kismina ¢dken spermlerden Sul alinarak 95 pl ¢esme

suyu ile karistirildi. Bu karisimdan 10 pl alinarak Thoma laminda sperm sayimi yapildi.

Sekil 7. Sperm hazirlanmasi ve inseminasyon islemi.

2.1.2.4. Oositlerin In Vitro Fertilizasyonu

Fertilizasyon medyumu olarak igerisine 6mg/ml BSA; (Sigma A-3311), 10 pl/ml
pyruvat ve 30 ul/ml Heparin eklenerek hazirlanan TL Fertilization Medium (Minitube:



19990/0030) kullanildi. Fertilizasyon mediumu her uygulamada taze olarak hazirlandi. Sperm
kapasitasyon mediumu ile ayni zamanda hazirlanan fertilizasyon mediumu sperm hazirlama

islemi tamamlanana kadar inkiibatdrde bekletildi

Sperm hazirlama igslemi sonrasi oositler fertilizasyon islemi i¢in hazirlandi. 24 saat
siireyle maturasyon mediumu i¢inde inkiibatorde bekletilen oositler ¢ikartilarak en az 3 kez
fertilizasyon mediumunda yikandi. Oositler yikama sonrasi her bir goziinde 400 pl
fertilizasyon mediumu bulunan 4’li petrilere her bir gozde 40’ar tane olacak sekilde
yerlestirildi. Daha oOnce hazirlanmis olan santrifiij tlipli i¢indeki spermden sonug
konsantrasyonu 1.10° sperm/ml olacak miktarda sperm alinarak i¢inde oositlerin bulundugu 4
g0zIl petrilerin her bir goziine ayn1 miktarda eklendi. Petriler fertilizasyonun gerceklesmesi

i¢in 24 saat siire ile %5 CO-’li 39°C’deki inkubatore alindi.

Heparin Stok Hazirlamisi: 1mg Heparin (Sigma H-3149)+5ml Fertilizasyon mediumu

2.1.2.5. Embriyolarin In Vitro Kiiltiirii

24 saatlik fertilizasyon siirecinin sonunda kiiltiirli yapilacak zigotlar inkiibatorden
alinarak icerisinde 1 ml kiiltlir mediumu bulunan santrifiij tiiplerine alindi. Kiiltiir mediumu
olarak icerisine 40 pul/ml BME Amino Acids Solution (Sigma B-6766), 10 ul/ml MEM Non-
Esansiyal Amino Acids Solution (Sigma M-7145), 50 ul/ml OCS ve 0,363mg/ml pyruvat
(Sigma P-4562) eklenerek hazirlanan SOF (Synthetic Oviduct Fluid) Culture Medium without
Na-Piruvat (Minitube: 19990/0040) kullanildi. Kiiltiir mediumu her uygulamada taze olarak
hazirlandi. Santrifiij tiipleri icindeki zigotlar 3 dakika vortekslenerek gevrelerindeki hiicrelerin
ayrilmasi saglandi. Santrifiij tiipiinden alinan zigotlar iginde kiiltiir mediumu bulunan 35
ml’lik petri kaplarina aktarilarak yikandi. Zigotlar, yikama islemi sonrasi her bir géziinde 400
ul kiiltiir mediumu bulunan 4’1 petrilere her bir géze 40’ar tane olacak sekilde yerlestirildi.
Petriler, 4 hiicreli embriyo olusana kadar % 5 CO», % 5 O, ve 39 °C’ye ayarlanmis inkiibatore
konuldu.

Her 3 grupta blastosist asamasina kadar kiiltlirii yapilan embriyolar i¢in ayn1 kiiltiir

mediumu ve ayni inkiibator sartlart kullanildi.

2.1.2.6. Embriyolarin Kriyoprezervasyonu:



Elde edilen 4 hiicreli embriyolardan, embriyo gradeleme kriterlerine gore iyi kalitede
olan 770 adet embriyo slow freezing ve vitrifikasyon yontemleri uygulanak payetler icerisinde
donduruldu. Payetler, embriyolarin ¢ozdiiriilecekleri zamana kadar-196°C’de sivi azot igeren

tanklarda saklandi.

2.1.2.6.1. Slow Freezing Yontemi :

Embriyolarin, slow freezing yontemi ile dondurulmasinda, dondurma soliisyonu olarak
siikroz iceren EG soliisyonu (Vigro Ethlene Glycol Freeze (with Sucrose) Plus, Bioniche)
kullanildi. Slow freezing islemi Consarctic CL-5500 cihaz ile yapildi. -196°C’deki sivi azot
dondurma isleminin yapilacagr kaba konuldu ve slow freezing cihazi agilarak -0,6°C’ye
gelene kadar beklendi, cihaz -0,6°C’ye ulastiginda dondurma islemine basland:. inkiibatdrde
4 hiicreli evreye kadar kiilture edilen embriyolar, inkiibatdrden ¢ikarildi ve mikroskop altinda
10’arlt gruplar seklinde toplanarak PBS’e alindi. Bu arada 3 ml, dondurma soliisyonu
enjektorle ¢ekildi ve steril filtreyle filtre edilerek 35mm’lik petri kabina aktarildi. PBS ig¢inde
10’arl1 gruplar halindeki embriyolar, ayni1 sekilde 10’arli gruplar halinde dondurma soliisyonu
icine alindi. Soliisyon i¢indeki embriyolar 1 payette 10 embriyo olacak sekilde payetlere
cekildi. Embriyolar payetlere alinirken su sira izlendi; payetlere 6nce dondurma soliisyonu,
sonra hava, sonra 10 adet embriyo ardindan tekrar hava ve en sona tekrar dondurma
soliisyonu c¢ekildi ve payetlerin tipasi1 takilarak kapatildi. Payetler slow freezing cihazinin
dondurma kabina yerlestirildi ve 4 dakika sonra seeding islemi yapildi. Daha sonra slow
freezing cithazinin run diigmesine basildi ve cihazin -35°C’ye kadar her 1 dakikada 1s1y1 0,5°C
disiirerek payetler iginde bulunan embriyolar1 dondurmasi saglandi. Cihazin derecesi -
35°C’ye gelince payetler cihazdan ¢ikarild1 ve ¢ozdiiriilecegi zamana kadar, -196°C’deki sivi

azot tankinda saklandi.



Sekil 8. Slow Freezing yonteminin uygulanmasi

2.1.2.6.2. Vitrifikasyon Yontemi :

Embriyolarin, vitrifikasyon yontemi ile dondurulmasinda Bovipro Vit-Kit
(Minitube, 19500/1000) vitirifikasyon kiti kullanildi.

Vitrifikasyon islemine baslamadan Once vitrifikasyon kiti i¢inde yer alan tim
mediumlar (Holding Medium (HM), Equilibration Medium-A, Equilibration Medium-B,
Vitrifikasyon Mediumu (VM) ve Diliisyon Mediumu (DM) ) oda 1sisina getirildi. Kit i¢cinde
yer alan 5 gozli petrilerin tizerindeki gozler numaralandirildi ve gézlere hangi mediumlar
konulduysa isimleri yazildi.

Embriyolarin ¢ekilecegi payetlerin iizerine nereye kadar DM, nereye kadar hava
cekilecedi isaretlendi. Kopiik kutunun igine yliksekligi yaklagsik 15 cm olacak sekilde s1vi azot
konuldu. Goblet-Cane Holder aparati, kopiik igindeki sivi azottan 2,5cm yukarida olacak
sekilde kopiik kutu iizerine asildi ve sivi azotun goblet i¢ine girmemesine dikkat edildi.
Kopiik kutu igindeki s1v1 azot seviyesi diistiikce sivi azot eklenerek bu mesafe her zaman 2,5
cm olacak sekilde ayarlandi. Vitrifikasyon yontemi ile dondurulacak olan embriyolar her

uygulamada inkiibatorden cikarilarak 5’erli gruplar halinde PBS i¢ine alindi. 5 gozlii petrinin



1. goziine 1 ml HM, 2. goziine 1 ml Equilibration Medium-A, 3. géziine 1 ml Equilibration
Medium-B, 5.gbziine ise 1ml DM konuldu. PBS i¢indeki embriyolar 5’erli gruplar halinde
once 1.goze (HM igine) alinarak yikandi. Bu sirada embriyolarin ¢ekilecegi payete once,
isaretlenmis olan yere kadar 5.gozden DM ardindan yine isaretlenmis olan yere kadar hava
cekildi. 1.gozdeki embriyolar 2.g6ze (Equilibration Medium-A i¢ine ) alindi ve burada 5
dakika tutuldu. Bu siirenin sonunda 2.gdzden alinan embriyolar 3.géze (Equilibration
Medium-B i¢ine ) aktarilarak 5 dakika tutuldu. 5 dakika tamamlanmadan bos olan 4.g6ze her
embriyo i¢in 30 pl VM damla seklinde konuldu. 5 dakika dolunca 3.g6zdeki embriyolar tek
tek 4.gozdeki damlalara aktarildi. 4.gézde damla seklindeki VM i¢inde bulunan embriyolar
VM ile birlikte 1 dakika iginde tek tek daha dnceden DM ve hava g¢ekilmis olan payetlere
alind1 ve iizerlerine 6dnce ayni miktarda hava sonra ayni miktarda DM’u ¢ekilerek tipalari
kapatildi. Payetler 1 dakika siire ile Goblet-Cane Holder aparati i¢ine konularak buhar fazinda
sogutulduktan sonra aparattan ¢ikartilarak ¢ozdiiriilecegi zamana kadar -196°C’deki siv1 azot

tankinda saklandi.

Sekil 9. Vitrifikasyon yonteminin uygulanmast

2.1.2.7. Embriyolarin Cozdiiriilmesi:



Bir giin siireyle -196°C’deki sivi azot tankinda saklanan payetler ¢ozdiirme
uygulamalar1 sirasinda digart ¢ikarildi. Oda sicakliginda 10 saniye bekletildikten sonra
37°C’deki sicak su banyosuna alindi ve 10 saniye bekletildi. Payetler sicak su banyosundan
c¢ikartilarak kurulandi.

Payetler sallanarak soliisyonlarin karigmasi saglandi. Payetler kesilerek 35 mm’lik
petri kaplarma bosaltildi ve 10 dakika dengelenmesi icin beklendi. Bu siirenin sonunda

¢Ozdiiriilen embriyolar kiiltiir mediumuna alinarak yikandi.

2.2. MIKROSKOPIK GEREC VE YONTEM

2.2.1. Isik Mikroskop Gere¢ ve Yontem

2.2.1.1. Isik Mikroskobik Gerec

e Toluidin Blue (Sigma T3260-25gr)
e Boraks (Merck Art.6303)

e Azur-11 (Sigma)

e Metilen Blue (Difco)

e Basic Fuksin

e Gliserol
e Metanol
e Distilesu
e PBS

e Isik mikroskobu (Olympus BX-51 light microscope)
e Dijital kamera (Olympus C-5050)

2.2.1.2. Isik Mikroskobik Yontem



Toluidine Blue ve Azur Il —Metilen Blue—Basic Fuksin ile boyanarak 1sik
mikroskobunda incelenen kesitler epon bloklardan Reichert, Austria Nr.313864

ultramikrotomda 1 pm kalinlikta polilizinli lamlara alind1 ve boyama islemlerine gecildi.

2.2.1.2.1. Boyama
2.2.1.2.1.1. Toluidine Blue Boyama

Gereg:

1) Stok Soliisyonu:

Toluidin Blue...0,1 gr
Boraks.............. 1 gr

Distile su.......... 50 cc

Hazirlana bu karisim bir giin bekletildi.
2) Calisma Soliisyonu:

Calisma soliisyonu, stok soliisyonunun distile su ile 1:1 oraninda seyreltilmesi
ile elde edildi. Stok soliisyondan 30 cc alinip tizerine 30 cc distile su ilave edilerek

caligma soliisyonu hazirlandi.
Yontem:

Preparatlar 65°C’deki etiivde, hazirlanan bu ¢alisma soliisyonu ile 1-2 dakika boyandi.

Akarsuda yikanan preperatlar kurutularak tizerine bir damla entellan damlatildi ve kapatildi.
2.2.1.2.1.2. Azur l1- Metilen Blue — Basic Fuksin Boyama :
Gereg :
1) Stok — A Soliisyonu:
0,130 gr Metilen Blue
0,020 gr Azur-II
10 ml Gliserol

10 ml Methanol



30 ml PBS
50 ml Distile su

Hazirlanan karisim hava almayacak sekilde kahverengi sisede oda 1sisinda saklanir.
2) Soliisyon — A :

Boyamanin yapildigi giin Stok — A Soliisyonunun 1:5 distile su ile diliie

edilmesiyle hazirland1 ve buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
3) Stok — B Soliisyonu :
0,1 gr Basic Fuksin
100 ml % 50°1ik Etanol
Hazirlanan karisim hava almayacak sekilde kahverengi sisede oda 1sisinda saklanir.
4) Soliisyon — B :

Boyamanin yapildigi giin Stok — B Soliisyonunun 1.20 distile su ile diliie

edilmesi ile hazirlandi ve buzdolabinda + 4 °C’de saklandi.
* Yontem :

= Soliisyon—A ve Sollisyon—B, iki ayr1 salede 55°C’deki etiivde 1sitildi.

= Preperatlar 6nce Soliisyon—A’ya alind1 ve 2 saat bekletildi.

= Soliisyon—A i¢inden ¢ikartilan preperatlar ¢cesme suyunda yikandi.

= Preperatlar Soliisyon—B i¢ine alind1 ve 40 dakika bekletildi.

= (Cesme suyuna daldir ¢ikar yapilarak yikanan preperatlar oda i1sisinda
kurutuldu.

= Preperatlar iizerlerine entellan damlatildiktan sonra kapatildi.

2.2.2. Elektron Mikroskobik Gerec¢ Ve Yontem
2.2.2.1. Elektron Mikroskobik Gereg:

e Cacodylate (Sigma C-0250)
e Glutaraldehit (% 25°1lik )(Merck 8.20603.1000)



e Toz Paraformaldehit (Merck 1.04.005.1000)
e Osmium tetroksit- OSO,4 (Sigma 05500)

e Propilenoksit (Merck 8.07027.1000)

e Epon 812 (Fluka 45345)

o DDSA (Fluka 45346)

o MNA (Fluka 45347)

e DMP 30 (Fluka 45348)

e Kursun nitrat (Merck Art. 7396)

e Uranil asetat (Electron Microscopy Sciences 22400)
e NaOH (Merck 1.06462.5000)

e BEEM 036 kapsiil

e 3,05 mm ¢aph G 200 Gilder grid

e FEtiiv (Heraeus FB420)

e Reichert, Austria Nr.313864 ultramikrotom

e Libra 120 Plus Transmisyon Elektron mikroskop (Carl Zeiss)

2.2.2.2. Tampon Ve Fiksatifler:
2.2.2.2.1. 0,2 M Cacodylate Tamponu :
* 9,6 gr Cacodylate
* 150 cc distile su
2.2.2.2.2. Fiksatifler:

1-) (0.1M) Cacodylate Tamponlu % 2’lik Glutaraldehyde % 2’lik

Paraformaldehyde Fiksatif soliisyonu:
* 8 cc % 25’lik glutaraldehit
* 25 cc % 8’lik paraformaldehit
* 17 cc distile su

* 50 cc 0.2M’lik cacodylate tamponu



2-) % 8’lik Paraformaldehit Soliisyonu :
* 40 gr Paraformaldehit (Merck, 1.04.005.1000)
* 500 cc Distile suda ¢oziiliir.

58-60 °C’de 30 dakika karistirilarak ¢oziinmesi kolaylastirilir. Sogutulur, siiziiliir ve
pH’17,2-7,4 arasina getirilir.

3) Osmium Tetroksit (Postfiksasyon i¢in):

1 gr toz Osmiyum Tetroksit 50 cc. distile su i¢inde c¢ozdiiriiliir. 1:1 oraninda

cacodylate tamponu ile diliie edilerek postfiksasyon isleminde kullanilir.
2.2.2.3. Elektron Mikroskobik Yéntem:
2.2.2.3.1. Fiksasyon:

Embriyolar (0.1M) Cacodylate Tamponlu % 2’lik Glutaraldehyde soliisyonunda 24 saat fikse
edildi. Cacodylate tamponunda 1 giin bekletildi Osmium Tetroksit ile 30 dakika postfiksasyon
yapildi. Postfiksasyon islemi i¢in 1:1 oraninda hazirlanan osmium tetroksit (OsO4) +
Cacodylate tampon karisimi kullanildi ve 151k gérmemesi i¢in karanlik ortam saglandi.
Postfiksasyon sonrasi embriyolar Cacodylate tamponunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra

dehidratasyon islemine gecildi.
2.2.2.3.2. Dehidratasyon :
* % 50 Alkol’ de 5 dakika, 4°C’de,1000 rpm’de santrifiij edildi.
* % 50 Alkol’de 5 dakika, 4°C’de,1000 rpm’de santrifiij edildi.
* % 70 Alkol’de 5 dakika, 4°C’de, 1000 rpm’de santrifiij edildi.
* % 95 Alkol’de 5 dakika, 4°C’de,1000 rpm’de santrifiij edildi.

* % 100 Alkol’de 5 dakika, 4°C’de,1000 rpm’de santrifiij edildi.

% 100 Alkol’de 5 dakika, 4°C’de,1000 rpm’de santrifiij edildi.

Alkol serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi



* 1:1 oraninda % 100 Alkol- Propilenoksit’te,

10 dakika 4°C’de 1000 devirde santrifiij edildi.
»  Saf propilenoksit 10 dakika 4°C’de 1000 devirde santrifiij edildi.
»  Saf propilenoksit 10 dakika 4°C’de 1000 devirde santrifiij edildi

Propilenoksit uygulamalar1 ile seffaflastirma islemi tamamlandi. Daha sonra

embriyolar temiz tiiplere alindi.
*  2:1 oraninda propilenoksit + Epon karigiminda
30 dakika 4°C’de 1000 devirde santrifiij edildi.
*  1:2 oraninda propilenoksit + Epon karisiminda
30 dakika 4°C’de 1000 devirde santrifiij edildi

Santrifiij sonrasi embriyolarin {izerindeki pellet pipetle alinarak atildi.
Embriyolara DMP-30’suz Epon karisimi konuldu ve embriyolarin dibe

¢Okmesinin saglanabilmesi igin 1 gece buzdolabinda 4 °C de bekletildi.
2.2.2.3.3. Gomme :

* Buzdolabinda bekletilen embriyolar dibe ¢oktiikten sonra,iizerlerine

% 1,5 oraninda DMP-30 igeren epon karisimi eklenerek BEEM 036
kapsiillere gomiildii.

« Kapsiiller, 37 °C’deki etiivde 24 saat tutuldu.

« Etiiv 15151 45°C ye yiikseltildi ve 24 saat tutuldu.

« Etiiv 1151 60°C ye yiikseltildi ve 24 saat tutuldu.

* Etiivden ¢ikarilan kapsiiller, tamamen sertlesmesi ve kesime hazir hale

gelmesi i¢in oda 1s1sinda 3 giin bekletildi.

2.2.2.3.4. Kesit Alma:

Reichert, Austria Nr.313864 ultramikrotom ile elektron mikroskop incelemeleri

icin 0,5 pm kalinlikta kesitler alind1.

2.2.2.3.5. Boyama:



2.2.2.3.5.1. Uranil Asetat Hazirlanmasi :
* Uranil Asetat .......... 3,75 gr.
eDistilesu................ 50 cc.

250 ml’lik erlenmayer kabina 50 cc. kaynatilmis-sogutulmus distile su 3,75
gr. uranil asetat konur ve 15 dakika karistirilir. Erlenmayer parafilm ile kapatilir. En
az 1-2 saat buzdolabinda bekletilir. 15 ml.lik konik santrifiij tiipiine 5 ml etanol ve 5
ml stok soliisyonundan konulur , 1800 devirde + 4°C ‘de 20 dakika soguk santrifiij

yapilir. Siipernatan boyamada kullanilir.
2.2.2.3.5.2. Kursun Boyasi1 Hazirlanmasi:
* Kursun nitrat (Pb(NO3)2) .......cceiivininnnnn. 1,33 gr.
* Sodyum sitrat C0H5Na307.5,5 H20 ........... 2,137 gr.

50 ml. siseye 30 ml. kaynatilmis distile su konur. Kursun nitrat+sodyum
sitrat ikisi bir arada karistirilir. Uzerine 8 ml. 1 N NaOH eklenir. Toplam hacim 50
ml. distile suyla tamamlanarak stok soliisyonu hazirlanir. 15 ml.’lik santrifiij tiipline
10 ml. stok soliisyonu konurlur ve sogutmali santrifiijjde 1800 devirde 20 dakika

santrifiij yapilir. Stipernatan boyamada kullanilir.
2.2.2.3.5.3. Kesitlerin Uranil Asetat ile Boyanmast:

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan boya kaplarina yetecek miktarda
konur igerisine parlak yiizey yukari, mat yiizey asagi gelecek sekilde gridler
yerlestirilir ve lizeri kapatilir. 9,5 dakika bekletildikten sonra gridler pens yardimiyla

cikarilip distile su ile yikanir ve kurumaya birakilir.
2.2.2.3.5.4. Kesitlerin Kursun ile Boyanmasi:

Gridler kuruduktan sonra ikinci boyama olan kursun boyamasma gecildi.
Onceden hazirlanmis olan 4 mm’lik disci mumlu petri kutularma grid sayisi kadar
damlatilan kursun boyasi lizerine gridler mat tarafi soliisyona temas edecek sekilde
yerlestirildi. Havadaki karbondioksiti almasi i¢in hazirlanmis olan petri kutusunun
bir kenarina sodyum hidroksit (NaOH) konuldu. 20 dakika sonunda gridler boyadan
cikarilip yikandi.



Biitiin bu islemlerden sonra gridler Carl Zeiss Libra 120 plus Tranamission
Elektron Mikroskopta incelenerek degerlendirildi ve gerekli fotograflar degisik
biiyiiltmelerde ¢ekildi.

2.2.3. Floresan Mikroskop Gere¢ Ve Yontem
2.2.3.1. Floresan Mikroskobik Gereg:
e PBS
o PVP
e Triton X-100
e Propidium lodide (PI, Sigma P4170)
e Hoescht 33258 (Sigma B2883)
e Toz Paraformaldehit (Merck 1.04.005.1000)
e Gliserol
e 4 Gozli Petri (4-Well Plate)
e Lam-Lamel (Menzel-Glose Polysine-25x75x1 mm & Surgipath

Precleaned)

2.2.3.2. Floresan Mikroskobik Yontem

2.2.3.2.1. Soliisyonlarin Hazirlanmas: :

1) PBS Soliisyonu

NaH2P0O4.H20 ---------- 4.8 gr
NaCl ---------------mm-—- 7,8gr
Distile Su --------------- 1000 ml (pH: 7.2)

2) PBS/PVP Soliisyonu Hazirlanmas: :
1 ml 0,1 M PBS iginde 1 mg PVP olacak sekilde hazirlanir.

3) %00,5 Triton X-100 Hazirlanmasi :
Triton-X 0,1 M PBS iginde sonug¢ konsantrasyonu % 0,5 (v/v) olacak

sekilde dilitie edilerek hazirlandi.



4) PI Stok Soliisyonunun Hazirlanmas: :

5)

6)

7)

8)

2,5 mg/ml stok PI hazirlandi ve kullanima kadar +4°C’de saklandi.

PI Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi :

Sonug¢ konsantrasyonu 100pg/ml olacak sekilde, 1 ml PI stok soliisyonu,
25 ml % 0,5 Triton X-100 soliisyonu ile karigtirilarak hazirlandi.
Hazirlanan soliisyon boyama sonrasi tekrar kullanim amciyla +4°C’de 3

hafta siireyle karanlikta saklanabilir.

Hoescht Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi:
Sonug konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 25 mg Hoescht 2,5 ml

distile suda ¢6zdiiriildii ve kullanima kadar +4°C’de saklandi.

% 4’liik Paraformaldehit Soliisyonu :

20 gr Paraformaldehit (Merck, 1.04.005.1000), 500 ml distile suda 58-
60°C’de 30 dakika karistirilarak ¢oziliir. Daha sonra sogutulup, siiziilerek

pH 7 2-7,4 arasinda olacak sekilde ayarlanir

Hoescht Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi :

Hoescht Stok Soliisyonu 1/1000 oraninda %4 paraformaldehit ile

karigtirilarak hazirlandi. Hoescht boyama soliisyonu boyamanin yapilacagi

giin hazirlanir ve boyama sonrasi atilir tekrar kullanilmaz.

2.2.3.2.2. Boyama:

* 4-Well Plate’in 1. goziine 500 pl PI boyama soliisyonu, 2. 3. ve 4.

gozlerine 500 pl PBS/PVP soliisyonu konularak 39°C’de 10 dakika

hotplate’te 1s1t1ld1.

* Embriyolar kiiltiir mediumundan alinarak 1.géze yerlestirildi ve 30

saniye bekletildi. Embriyolar 1.gézden alinarak sirasiyla PBS/PVP iceren 2.

3. ve 4. gozlerden gegirilerek yikandi.



* Hoescht boyamasi i¢in 1. géziinde 50 pl Hoescht boyama soliisyonu,

2. 3. ve 4. gozlerinde ise 500 ul PBS/PVP soliisyonu bulunan baska bir 4-
Well Plate hazirlandi.

Embriyolar, birinci 4-Well Plate’den alinarak, hazirlanan ikinci 4-Well
Plate’in 1. goziine yerlestirildi ve 15 dakika beklendi.

* Embriyolar 1. gézden alindi ve sirasiyla PBS/PVP igeren 2. 3. 4.
gozlerden gecirilerek yikandi.

*Yikama islemi sonrasi embriyolar lam iizerine yapistirilan film

kaplama materyalinin gozenekleri icine alindi ve Zeiss Axiovert 200M

Floresan mikroskop ile incelenerek goriintiileme iglemleri yapilda.

Sekil 10.Floresan Boyalar, takip ve kullanilan bilgisayar yazilimi



Sekil 11. Axiovert 200M model Floresan mikroskop ve analiz sirasindaki goriiniim.

2.2.4. Konfokal Mikroskop Gere¢ ve Yontem:
2.2.4.1. Konfokal Mikroskop Gereg:

e PBS

e Toz Paraformaldehit (Merck 1.04.005.1000)

e Glisin

e YBB

e Mouse Monoclonal anti-o-Tibiilin Antibody (Sigma Clone B-5-1-
2)

o Phalloidin Tetrametilrhodamin B isotiyosiyonat (Sigma, P1951)

e Goat Anti-Mouse 1gG (H&L) Fluorescein Conjugated,
Secondary Antibody (Chemicon, AP124F )

o DAPI

e Vectashield hard set (Vector Laboratories USA; H1000)



e Lam-Lamel (Menzel-Glose Polysine-25x75x1 mm & Surgipath
Precleaned Adhesive 00210 White, Unilab Lamel 24x 50 mm)

e Selo Bant

e Tirnak Ojesi

e Isik Mikroskobu (Olympus BX-51 light microscope)

e 10 pl Transferpettor Fixed-Volume (Brand; 701858 ),

e 10 pl Transferpettor pipet ucu (Brand;701902)
e Konfokal Mikroskop (Leica TCS SP5)

Sekil 12. Konfokal mikroskopi i¢in hazirlik, boyama ve kapatma islemleri

2.2.4.2. Konfokal Mikroskop Yontem :

2.2.4.2.1. Yolanda Bloklama Soliisyonunun Hazirlanis::

* 5 ml NaCl

« 1,5 ml HEPES/KOH (pH= 7,4)
« 200 ul MgCl

« 25 ul EGTA/ NaOH

* 200 pl Triton-X

* 1,1 ml Fish Skin Jelatin

« 29 BSA



» 92 ml Distile su

2.2.4.2.2. Boyama :

Kiiltiir mediumundan alinan embriyolar;

* 2x5 dakika PBS icinde yikandi.

* 10 dakika 20 mM Glisin iceren PBS’e alind1.

* 2 x 5 dakika PBS i¢inde yikandh.

« 10 dakika % 0,3 Triton X-PBS Soliisyonunda bekletildi.

» 2 saat YBB i¢erisinde inkiibe edildi.

*Mouse monoklonal anti-o-Tiibiilin ~ antibody  ve Phalloidin
Tetramethylrhodamine B isothiocyanate son konsantrasyonlar1 1:2000
oraninda olacak sekilde YBB ile diliie edidildi ve embriyolar 2 saat bu
sollisyonda karanlik ortamda primer antikor ile inkiibe edildi.

* 4 kez YBB ile yikandi.

* 1 saat karanlik ortamda sekonder antikor ile inkiibe edildi

* 6 kez YBB ile yikandu.

* 2 kez PBS ile yikandi.

* 10 dakika % 4 PFA’l1 PBS’e alind1.

* 2 kez PBS ile yikand.

* DAPI 2,5 pg/ml olacak sekilde PBS ile diliie edildi.

* Embriyolar 8 dakika hazirlanan DAPI ile boyandi.

* 2x5 kez PBS ile yikandi.Bu sirada lam {izerine yapistirilan selo bant’ta 151k
mikroskobu altinda embriyolarin yerlestirilecegi oluklar olusturuldu.

« Embriyolar damla seklinde hazirlanan Vectashield igine alind1 ve 1 dakika
icerisinde goriintiileme asamasi icin oluklar igerisine yerlestirilerek {izerleri
lamelle kapatildi. Lamel c¢evesine tirnak ojesi siiriildii ve kurumasi i¢in
beklendi.

* Hazirlanan preperatlar Leica TCS SP5 model konfokal mikroskopta
incelenerek degerlendirildi ve gerekli fotograflar degisik biiyiiltmelerde
cekildi.



Sekil 13. Leica TCs SP5 model konfokal mikroskopta goriintii eldesi.

2.3. istatiksel Yontem:

Calismada elde edilen veriler ortalama+standart hata hesaplanarak sunuldu. Embriyolara ait
Zona Pellusida kalinliklar agisindan gruplar arasi farkin anlamliliginin analizinde bagimsiz
ornekler i¢in nonparametrik bir test olan Kruskal Wallis testi kullanildi. Anlamlilik esigi
0.001 olarak degerlendirildi. P degeri 0.001’in altinda g6zlendiginde posthoc analiz uygulandi
ve hangi iki grup arasinda anlamh farklilik oldugu Mann Whitney U testiyle analiz edildi.
Slow Freezing ve Vitrifikasyon gruplarina ait ZP kalinliklar1 arasindaki farkin test
edilmesinde de direkt Mann-Whitney U testi uygulandi. Tiim analizler SPSS 11.00 programi
kullanilarak yapildi.

BOLUM I11



BULGULAR:
3.1. Oosit Aspirasyon ve IVM Bulgulari:

Calisma gruplarini olusturacak embriyolarin eldesi i¢in mezbahaya kesime getirilen
Holstein Cinsi 4-8 yas araligindaki saglikli ineklerden farkli seferlerde toplanan toplam 374
overden laboratuar ortaminda folikiil aspirasyon yontemi ile over basina ortalama 6,47 00Sit
aspire edilerek toplam 2423 adet oosit elde edildi. Aspire edilen oositlerden 3 ve daha fazla
kiimiiliis hiicre tabakasina sahip olan 2140 adet oosit IVM islemine alind1 ve 1840 matiir oosit

elde edilerek maturasyon oraninin % 85,98 oldugu tespit edildi.

Tablo 10: Calismada kullanilan over ve oosit sayilari.Maturasyon ve over basina diisen oosit

orani.
Aspire , ..
. Over basina IVM’na Matiur Maturasyon
Kullanilan Edilen N . .
Gruplar . diisen oosit Alinan Oosit  Orani
Over Sayisi  Oosit .
Orani Oosit Sayisi  Sayist (%)
Sayisi
Kontrol 118 766 6,49 671 572 85,24
Slow Freezing 130 840 6,46 749 650 86,78
Vitrifikasyon 126 817 6,48 720 618 85,83
TOPLAM 374 2423 6,47 2140 1840 85,98

3.2. In Vitro Kiiltiir ve Kriyoprezervasyon Bulgulari:

Farkl1 serilerde fertilizasyon islemine alinan toplam 1840 matiir oositten, fertilizasyon

islemi sonrasi kiiltilir periyodunu takiben 1193 adet 4 hiicreli embriyo elde edildi.

Tablo 11: Matiir Oositlerin Fertilizasyon Sonrast Béliinme Orani

Fertilizasyona Alinan 4 Hiicreye Ulasan Boliinme Orani
Gruplar
Matiir Oosit Sayisi Embriyo Sayisi



Kontrol 572 368 64,33

Slow Freezing 650 420 64,61
Vitrifikasyon 618 405 64,53
TOPLAM 1840 1193 64,49

Blastosist gelisimi amaciyla kiiltiirii yapilan konrol grubuna ait 100 adet embriyodan 22
adet blastosist, slow freezing grubuna ait 100 adet embriyodan 1 adet gelistigi belirlendi. Slow
freezing yontemi ile dondurulan 385 adet embriyonun ¢ézdiiriilmesi sonrasi morfolojik olarak
embriyo biitiinligii korunmus, 362 adet embriyo tespit edildi. Bu embriyolardan blastosist

gelisimi i¢in kiiltiirii yapilan 100 adet embriyodan 1 adet blastosist gelistigi saptandi.

Vitrifikasyon yontemi ile dondurulan 385 adet embriyonun ¢dzdiiriilmesi sonrasi
morfolojik olarak embriyo biitiinliigli korunmus, 370 adet embriyo tespit edildi. Bu
embriyolardan blastosist gelisimi igin kiiltire edilen 100 adet embriyodan 3 adet blastosist

gelisimi izlendi.
3.3. Isitk Mikroskop Bulgular::

Caligmada kullanilacak 4 hiicreli inek embriyolarinin eldesi amaciyla folikiil
aspirasyonu yontemi ile toplanan oositlerin 151k mikroskobu altinda yapilan incelemesinde,
gri-beyaz renkli yapiskan yapi Ozelligi gosteren kumlu bir ooplazma goriintiisiine sahip
etrafinda farkli sayida kiimiiliis hiicre katmani iceren, ZP’s1 intakt, farkli boyutlatda oositler
gozlemlendi. Bazi oositlerin ¢iplak oldugu etrafinda oositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicre
katmaninin olmadig1 dikkati ¢ekti. Maturasyon islemine alinan ositlerde maturasyon kontrolii
amaciyla yapilan 151k mikroskobu incelemesinde kiimiiliis ekspansiyonu gozlemlendi. Oositi
kesintisiz ¢evreleyen, yuvarlak, renksiz, berrak goriiniimlii ZP, seffaf veya hafifce graniiler
kumlu goriiniime sahip sitoplazma ve dar perivitellin aralik i¢inde fragmente olmayan I. kutup
cismine sahip matur oositler izlendi. Matur oositlerin IVF islemini takiben yapilan kiiltiir
islemi sonucu elde ettigmiz embriyolarin 151k mikroskobu ile yapilan incelemelerinde; genis
subzonal araliga sahip, intakt ZP ile ¢evrili, sinirlar1 diizgiin fragmantasyon icermeyen esit
biiyiikliikte 4 adet blastomer yapisi iceren embriyo yapilari gozlemlendi. Kriyoprezervasyon

islemi icin kriyoprezervasyon soliisyonlar1 i¢ine aliman embriyolarin 15tk mikroskop



incelemesinde; Embriyoyu olusturan blastomer yapilarinin merkeze dogru biiziistiigi,
blastomerler ve ZP arasinda genis bosluklarin olustugu, blastomerlerin yuvarlak
goriiniimlerinin kayboldugu, blastomerlerin ZP’ye bakan yiizeylerinin kiintlestigi goriildii.
Dondurulan embriyolarin ¢dzdiirme islemini takiben yapilan 151k mikroskop incelemesinde;
kriyoprezervasyon soliisyonu iginde biiziisen embriyolarin heniiz tam ekspanse olmadigi, bazi
blastomerlerin dejenere oldugu, slow freezing grubundaki embriyolarda daha fazla sayida

olmak {izere her iki gruptada bazi embriyolarin ZP’sinde kirilmalar oldugu goézlemlendi.

Sekil 15. Dort hiicreli inek embriyosu (X20-40 Biiyiitme)



Sekil 16. Inek blastosistlerinin goriiniimii (X100 Biiyiitme)

Sekil 17.Slow Freezing soliisyonu igindeki embriyolarin goriiniimii (X40-100

Biiyiitme)



Sekil 18.Vitrifikasyon soliisyonu i¢indeki embriyolarin gériiniimii (X40-100
Biiytitme)

Sekil 19. Slow Freezing islemi sonrasi ¢ozdiiriilen embriyolarin goriiniimii (X10-20-

40 biiyiitme)
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Sekil 20. Vitrifikasyon islemi sonrasi ¢ozdiiriilen embriyolarin goriintimii (X20-40

biiylitme)

Sekil 21. Slow Freezing islemi sonrasi ¢ozdiiriiliip blastosist agamasina gitmeyen

embriyolarin goriiniimii (X20-40 biiyiitme)



Sekil 22. Vitrifikasyon islemi sonrasi ¢ozdiiriiliip blastosist asamasina gitmeyen

embriyolarin goriiniimii (X10-20-40 biiyiitme)

Her 3 calisma grubuna ait 1um’luk yari ince epon kesitlerin Azurll-Metilen Blue—Basic
Fuksin ve Toluidine Blue boyalari ile boyanarak 11k mikroskobunda yapilan incelemelerinde;
Kontrol grubu embriyolarinin sinirlart belirgin, fragmantasyon icermeyen, esit biiyiikliikte
blastomer yapilar1 igerdigi, blastomerler arasinda genis subzonal alanlarin bulundugu,
blastomerleri ¢evreleyen ZP’nin sinirlariin belirgin oldugu gozlemlendi. Farkli kesitlerde
blastomer yapilart i¢inde konturlar1 diizgiin, yuvarlak goriinimlii niikleus yapilar1 ve
sitoplazma i¢inde dagiik bir sekilde yer alan farkli biiytkliiklerde c¢ok sayida lipid
damlaciklari izlendi (Sekil 19A1-A2-A3- Sekil 20A1-A2-A3).

Slow freezing ve vitrifikasyon grubu embriyolarinin incelemesinde; bazi
embriyolarda blastomer sinirlart belirgin olarak goriilmekle birlikte genel olarak blastomer
sinirlarinda  diizensizlesme, embriyolar1 olusturan blastomerlerde fragmantasyon ve/veya
dejenerasyonlar goriildii. Slow freezing grubuna ait embriyolarin ZP kalinliklarinin TEM
incelemelerinde yapilan Olg¢iimlerle uyumlu olarak vitrifikasyon grubuna ait embriyolara
kiyasla daha kalin oldugu gozlemlendi. Slow freezing grubuna ait embriyolardaki subzonal
araliklarin vitrifikasyon grubundakilere kiyasla daha dar oldugu goriildii. Slow freezing grubu

embriyolarinda daha fazla olmakla birlikte her iki gruba ait embriyolarda sitoplazma iginde



yer yer vakuoalizasyonlar, interblastomer ve subzonal araliklarda hiicresel atiklar goriildii.
Farkli kesitlerde kesit diizlemine bagl olarak blastomer yapilari i¢inde konturlar1 diizgiin,
yuvarlak goriiniimlii niikleus yapilari izlendi. Blastomer yapilari igerisinde daginik sekilde yer
alan farkl biiyiikliiklerde ¢ok sayida lipid damlaciklar1 goriildi (Sekil 23 B1-B2-B3-C1-C2-
C3, Sekil 24 B1-B2-B3-C1-C2-C3).



Sekil 23. Toluidin Blue ile boyali kontrol ve calisma grublarina ait embriyolarin
goriinimleri A1-A3: Kontrol, B1-B3: Slow freezing, C1-C3: Vitrifikasyon (X40-100
Biiytitme)

Sekil 24. Azur 1I- Metilen blue- Basic fuksin ile boyali kontrol ve ¢alisma grublarina
ait embriyolarin goriinimleri Al1-A3: Kontrol, B1-B3: Slow freezing, C1-C3:
Vitrifikasyon (X100 Biiyiitme)



3.4. Transmisyon Elektron Mikroskop Bulgular:

Kontrol grubuna ait embriyolarin TEM incelemesinde; Konturlart diizgiin ve belirgin,
yuvarlak goriiniimlii ve bazal tarafa dogru eksantrik yerlesimli 6kromatik niikleus ile niikleus

zarina ait ¢ift membran yapisi goriilmektedir.

Sitoplazma i¢inde yer yer matlir mitokondri yapilar1 ve 6zellikle periniiklear bolgede
olmak tizere ¢ok sayida daginik sekilde bulunan, yuvarlak veya ovoid sekilli, kristalar1 periferal
yerlesimli, dens matriks i¢cinde vakuole sahip, baslik seklinde (hooded) yap1 igeren gelismekte
olan immatiir mitokondriler gozlenmektedir. Niikkleusun dis zariyla devam eden bir zar
tarafindan ¢evrelenmis, biiyiik cogunlugu gelismekte olan birbirlerinden ayrilmis gibi goriilen,
yassi Ustiiste dizilmis kese seklinde GER sisternalari ve zarin sitozolik tarafinda izlenen
poliribozomlar dikkati ¢ekmektedir. Gelisim asamasinda, mitokondrilere eslik etmekte oldugu
goriilen yar1 saydam, vezikiiler diiz endoplazmik retikulum yapilari izlenmektedir. Hizli gelisen
yada farklilasan hiicrelerde genellikle sitoplazma i¢inde bulunan, niiklear zar yapisindan
tiredigi diistiniilen kromatinden yoksun, nuklear por kompleksine (NPC) benzer yapidaki ¢ok
yogun bicimde paketlenmis por kompleksleri ile yassilasmis membran sisterna yiginlarindan
olusan anulate lameller goriilmektedir. Sitoplazma icinde dagimik yerlesimli biiylik diizensiz
yuvarlak gbriiniimlii, elektron yogun sekonder lizozomlar ve ¢ok daha kiiclik goriiniimlii primer
lizozomlar izlenmektedir. Blastomerler arasinda baglantt kompleklerinin olusmadigi ve
interselliiler aralikta birbirlerine kenetlenmis kisa kiit mikrovillus yapilarinin bulundugu dikkati

cekmektedir.

Interselliiler aralikta yer alan hiicresel debris yapilarini igeren elektron yogun vezikiiler
debris cisimcigi gozlemlenmektedir Blastomer membranina yakin endositoz ve ekzositozda

gorevli kiigiik, tek tek daginik yerlesimli, kapl vezikiiller (coated vezikul) izlenmektedir.

Organellere eslik eden sitoplazma i¢inde daha yogun olmak iizere, blastomer zarinin
altinda da goriilmekte olan yuvarlak diizgilin ¢eperli, transfers kesitlerinde uzun ince goriinlimli
mikrotiibiil yapilar1 dikkati ¢ekmektedir. Mikrovillus yapilarmin iskeletini olusturan ve
blastomer zarina dayaniklilik veren transfers kesitlerde noktasal, longutidanal kesitlerde kirik

gortiniimlii mikrofilaman yapilar1 blastomer membrani altinda gériilmektedir.

Blastomer membrani ile ZP arasinda igerisinde, cesitli sekillerde ve biiylikliikte
sitoplazmik pargaciklar ve hiicresel atiklar bulunan subzonal aralik goézlemlenmektedir.

Embriyoyu olusturan blastomer yapilarini ¢evreleyerek embriyoyu saran, koruma ve blastomer



kaybin1 onleme gibi fonksiyonlar1 olan yiizey siirlar1 diizgiin, homojen yapili ZP
goriilmektedir (Sekil 25-29).

TEM incelemesi sirasinda 15 embriyoda her embriyo i¢in 3 farkli yerden ol¢iilerek elde
edilen ortalama ZP kalinliklarinin vitrifikasyon ve slow freezing grubu embriyolarina goére daha

kalin oldugu dikkati cekmektedir.

Sekil 25. Kontrol grubuna ait TEM Goriintiisii (N, Niikleus, Mit, mitokondri, Ger; Graniilli
Endoplazmik Retikulum)



Sekil 26. Kontrol grubu TEM goriintiisii (rib, Ribozom, AL, Annulat lamel, fmmit, immatiir
mitokondri, Ger; Graniillii Endoplazmik Retikulum)

Sekil 27. Kontrol grubu TEM goriintiisii (Zp, Zona pellucida, Liz, Lizozom, Immit, immatiir
mitokondri, Mmit; Matiir mitokondri)



Sekil 28. Kontrol grubu TEM goriintiisii (BL, Blastomer, Liz, Lizozom, Immit, immatiir
mitokondri, Der, Diiz endoplazmik retikulum, ISA4, Interseliiler aralik, Vdc, Vezikiiler debris

cisimcigi, Miv, Mikrovillus)

Sekil 29. Kontrol grubu TEM goriintiisii (Zp, Zona pellusida, Liz, Lizozom, Immit, immatiir
mitokondri, SZA, Subzonal aralik)



Slow freezing grubuna ait embriyolarin TEM incelemesinde; konturlar1 diizensiz
niikleus zar ile gevrili periferal yerlesimli heterokromatin odaklara sahip 6kromatik niikleus

yapist izlenmektedir.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, sitoplazma iginde yer yer matiir ve immatiir
mitokondrilere ilave olarak periferal kisimlarinda elektron yogun matriks yapisi ile santral
kisimlarinda krista ve matriks yapisinda silinmelerin  goriildiigii ¢cok sayida dejenere
mitokondriler gozlemlenmektedir. Sitoplazma iginde yer yer elektron yogun lizozomlar,
vezikiiller, mitokondrilere eslik etmekte olan seffaf, dilate, endoplazmik retikulum sisternalari,

annulate lamel yapilar1 ve lipid damlaciklart gériilmektedir (Sekil 30-34).

Kontrol gubuyla karsilagtirildiginda subzonal araligin daraldigi ve daralan subzonal
aralikta hiicresel atiklarin bulundugu izlenmektedir. TEM incelemesi sirasinda 15 embriyoda
yapilan Sl¢iimler sonucunda; her embriyo i¢in 3 farkli yerden olciilerek elde edilen ortalama ZP
kalinligiin kontrol grubuna kiyasla daha az, vitrifikasyon grubuna gore ise daha fazla oldugu
goriilmistlir. Mikrofilaman yapilarinin blastomer membranina yakin bolgelerde daha fazla
yogunlastigi, sitoplazma iginde dagmik bir sekilde bulundugu, gozlemlenmektedir. Genel
olarak kontrol ve vitrifikasyon grubu ile karsilastirildiginda mikrofilaman yapilarinin azaldig
izlenmektedir. Kontrol gruplarinda organeller etrafinda yogun bir sekilde izlenmekte olan
mikrotubiil yapilariin bu grupta yogunlugunun azaldigi ve blastomerlerin ZP’ya komsu

bolgelerinde daha fazla bulundugu dikkati ¢gekmektedir.



Sekil 30. Slow freezing grubu TEM goriintiisti (Np, Niikleus, Dmit, Dejenere mitokondri, Hkr,

Heterokromatin odaklar )

Sekil 31. Slow freezing grubu TEM goriintiisii (Der, Diiz endoplazmik retikulum, Dmit,
Dejenere mitokondri, AL, Annulat lamel)



Sekil 32. Slow freezing grubu TEM goriintiisii (N, Niikleus, Dmit, Dejenere mitokondri, Liz,

Lizozom)

Sekil 33. Slow freezing grubu TEM goriintiisii (N, Niikleus, Dmit, Dejenere mitokondri, Liz,

Lizozom)



Sekil 34. Slow freezing grubu TEM goriintiisii (Zp Zona pellusida, Dmit, Dejenere mitokondri,
SZA Subzonal aralik)

Vitrifikasyon grubuna ait embriyolarin TEM incelemesinde; ovoid goriiniimlii, santral
olmayan yerlesimde, i¢ ve dis membranlart belirgin, 6kromatik niikleus yapisi izlenmektedir.
Niikleus membranlarinin genis kivrimlar gosterdigi, icinde niikleoplazma oldugu diisiiniilen ve
dis zarin dilatasyonu sonucu gelistigi goriilen blep yapisi dikkati ¢ekmektedir. Sitoplazma
icinde daginik bir sekilde bulunan matiir mitokondrilerle birlikte, morfolojik olarak ovoid
goriinimde olmayan diizensiz sekilli, yer yer kristalarda ve matrikste silinmeler goriilen, i¢ ve
dis zar dilatasyonlar1 gézlenen dejenere mitokondriler ile krista gelisimleri geri kalismis, baglik
yapilar1 igeren, matriks i¢inde vakuollere sahip immatiir mitokondriler izlenmektedir.
Sitoplazma i¢inde daginik bir sekilde yerlesimli gosteren biiyiik diizensiz yuvarlak gortiniimlii,
elektron yogun sekonder lizozomlar, daha kii¢lik goériinlime sahip primer lizozomlar, dilate
anulate lamel yapilari, vezikiiller, dejenere mitokondrilere eslik eden dilate DER yapilart ve

biytikli kiigiiklii lipid damlaciklart izlenmektedir (Sekil 35-39).

Blastomer membran1 ve ZP arasinda yer alan igerisinde sitoplazmik parcaciklar ve
hiicresel atiklar bulunan subzonal araligin slow freezing grubu embriyolarina kiyasla daha
genis oldugu ve kontrol grubu embriyolarina benzerlik gosterdigi gozlemlenmektedir.
Blastomer membranina komsu boélgelerden ZP’ya paralel subzonal araliga dogru uzanan

mikrovillus yapilarmin dagilimmin bozuldugu, buna bagli olarak mikrofilaman yapilarinin



kontrol grubu embriyolar ile karsilastirildiginda relatif azalma gosterdigi dikkati ¢cekmektedir.
Blastomerler igerisindeki gozlemlenen mikrotubiil yapilarinin sitoplazma igerisinde daginik bir
sekilde bulundugu, blastomerlerin periferine dogru yogunlugunun azaldig1 izlenmektedir. ZP
kalinliginin incelenmesi amaciyla 15 embriyoda yapilan dl¢iimler sonucunda; her embriyo i¢in
3 farkli yerden oOl¢iilerek elde edilen ortalama ZP kalinliginin kontrol ve slow freezing grubuna

kiyasla daha az oldugu goriilmektedir.

Sekil 35. Vitrifikasyon grubu TEM goriintiisii (N Niikleus, Der, Diiz endoplazmik retikulum,
Ger, Graniilli endoplazmik Retikulum, rib, Ribozom, Lip, Lipid damlacigi, B, Blep yapisi)



Sekil 36. Vitrifikasyon grubu TEM goriintiisii (Dmit, Dejenere mitokondi Der, Diiz
endoplazmik retikulum, AL, Annulat lamel, Lip, Lipid damlacig)

Sekil 37. Vitrifikasyon grubu TEM goriintiisii (Dmit, Dejenere mitokondi Der, Diiz
endoplazmik retikulum, AL, Annulat lamel)



Sekil 38. Vitrifikasyon grubu TEM goriintlisii (Der, Diiz endoplazmik retikulum, BL
Blastomer, SZA, Subzonal aralik, Zp Zona pellusida, Vdc, Vezikiiler debris cisimcigi, Isa

Interseiiler aralik, Miv, Mikrovillus)

Sekil 39. Vitrifikasyon grubu TEM goriintiisti (Lip Lipid damlacigi, SZA, Subzonal aralik, Zp
Zona pellusida, , Miv, Mikrovillus)



3.5. Floresan Mikroskop Bulgular

Her 3 c¢alisma grubundan alinan 10’ar adet embriyoda Hoechst ve Pl ile
boyama sonrasi yapilan Floresan mikroskop incelemesinde kontrol grubuna ait embriyolarin
Hoechst boyasi ile boyandigi, PI ile boyanmadigi ve blastomerlere ait niikleuslarin mavi
renkte floresan verdigi ve embriyolarin canli oldugu goriildii. Slow freezing ve vitrifikasyon
gruplarinda yapilan incelemede embriyolarin hem PI hem de Hoechst boyasi ile boyandig,
blastomerlere ait niikleuslarin mavi ve kirmizi renkte flouresan verdigi, fragmantasyon
icermedigi izlendi ve embriyolarin O6li oldugu goriildii. Kriyoprezervasyon sonrasi
cozdiiriilerek blastosist asamasina kadar kiiltlirii yapilan vitrifikasyon ve slow freezing
grubuna ait embriyolarin floresan mikroskop incelemesinde blastosistlerin hem PI hem de
Hoechst boyasi ile boyandigi, blastosist’e ait TE ve ICM hiicre sayilarinin kontrol
grubundakilere kiyasla azaldigi izlendi. TE ve ICM’deki hiicre azalisinin vitrifikasyon

grubuna kiyasla slow freezing grubunda daha fazla oldugu goriildii (Sekil 40-41).

Sekil 40. Calisma gruplarinin Hoescht, PI ile floresan boyanmalari (A Kontrol grubu, Al
Hoescht boyamasi, A2: Pl boyama, A3: Her iki goriintiiniin merge edilmesi. B. Slow freezing
grubu B1 Hoescht boyamasi, B2: Pl boyama, B3: Her iki goriintiiniin merge edilmesi. C.
Vitrifikasyon grubu. C1 Hoescht boyamasi, C2: Pl boyama, C3: Her iki goriintiiniin merge
edilmesi)



Sekil 41. Blastosistlerin Hoescht, PI ile floresan boyanmalari (A1-A3.Kontrol grubu, Al
Hoescht boyamasi, A2: Pl boyama, A3: Her iki gériintiiniin merge edilmesi. B1-B3. Slow
freezing grubu B1l: Hoescht boyamasi, B2: Pl boyama, B3: Her iki goriintiiniin merge
edilmesi.C1-C3. Vitrifikasyon grubu. C1 Hoescht boyamasi, C2: Pl boyama, C3: Her iki
goriintlinlin merge edilmesi)

3.6. Konfokal Mikroskop Bulgulari

Kontrol grubu embriyosuna ait konfokal mikroskop incelemesinde TEM goriintiileri ile
uyumlu genis subzonal araliga sahip, intakt ZP ile cevrili, sinirlart diizglin fragmantasyon
icermeyen esit biiyiikliikte 3 adet blastomer yapis1 i¢ceren embriyo goriilmektedir. Blastomerler
icerisinde DAPI ile boyanan, santral olmayan yerlesimli niikleus yapilar izlenmektedir.
Embriyo hiicre iskleti aktin ve tiibiilin komponentleri agisindan incelendiginde; embriyoya ait
Aktin yapilarmin genel olarak blastomerler icerisinde daginik bir sekilde bulundugu 6zellikle
komsu blastomerlere bakan ylizeydeki blastomer membranlarinin altinda ve niikleus ¢evresinde
daha yogun floresan 1s1ma yaptigr goriilmektedir. Embriyoya ait tiibiilin yapilarinin
blastomerler iceresinde yaygin dagilim gosterdigi, primer olarak niikleus yapisi igerisinde ve
ZP’ ye bakan yiizeydeki blastomer membranlarina yakin bolgelerde daha yogun floresan 1s1ma

yaptig1 dikkati cekmektedir.



Slow freezing grubu embriyosuna ait konfokal mikroskop incelemesinde; kontrol
grubuna kiyasla daha dar subzonal aralia sahip, sinirlar1 diizgiin ZP ile ¢evrili 1 adet
fragmante blastomer, 1 adet membran biitiinliigii bozulmus dejenere blastomer ve 1 adet
normal goriiniimde blastomer olmak iizere farkli biiyiikliiklerde 3 adet blastomer igeren
dejenere embriyo yapisi goriilmektedir. Blastomerler arasi interselliiler alanda kontrol ve
vitrifikasyon grubuna kiyasla belirgin olarak genisleme goriildiigii ve blastomerler arasi
interselliiler alanda yer alan dejenere blastomer pargalarinda aktin ve tiibiilin agisindan floresan

pozitif goriiniimiin bulundugu dikkati ¢ekmektedir.

Blastomerler igerisinde DAPI ile boyanan, santral olmayan yerlesimli niikleus yapilar
gozlemlenmektedir. Embriyo hiicre iskeleti aktin ve tiibiilin komponentleri agisindan
incelendiginde; Aktin yapilarinin genel olarak blastomerler igerisinde daginik bir sekilde
bulundugu, sitoplazma i¢inde bazi bolgelerde yogunlasirken bazi bolgelerde azaldigi fragmente
blastomerde silinme gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle blastomerler aras1 interselliiler alana
komsu bolgelerdeki blastomer membraninin altinda daha fazla aktin yapilar1 goriilmekte ve bu
bolgelerde daha yogun floresan 1s1ma izlenmektedir. Kontrol grubunda belirgin olarak goriilen
niikleus ¢evresindeki aktin yogunlagmasinin bu grupta daha az oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Kontrol ve vitrifikasyon grubu ile karsilastirildiginda embriyoya ait aktin yapilarinin
yogunlugunun belirgin bir sekilde azaldigi izlenmektedir. Tiibiilin yapilarinin ise blastomerler
icinde daginik bir sekilde yer aldig1 6zellikle niikleus yapisi icerisinde ve blastomerlerin ZP’ye
komsu bolgelerinde daha yogun floresan 1s1ma yaptigi izlenmektedir. Fragmante ve dejenere
blastomerde yer yer tiibiilin yapilarinda silinme gézlemlenmektedir. Kontrol ve vitrifikasyon
grubu ile karsilastirildiginda embriyoya ait tiibiilin yapilarimin yogunlugunun belirgin bir

sekilde azaldig1 dikkati gekmektedir.

Vitrifikasyon grubu embriyoya ait konfokal mikroskop incelemesinde; kontrol grubuna
kiyasla daha dar subzonal araliga sahip, sinirlar1 diizgiin ZP ile ¢evrili, 1 adet membran
biitlinliigli bozulmus dejenere blastomer ve 2 adet normal goriinlimde blastomer olmak iizere
farkli biylikliikklerde 3 adet blastomer igeren dejenere embriyo yapist goriilmektedir.
Blastomerler arasi interselliiler alanin kontrol grubuna kiyasla c¢ok biiyiik, slow freezing
grubundan ise belirgin olarak ¢ok kiiciik oldugu ve interselliiler alanda yer alan dejenere
blastomer parcalarinda aktin ve tiiblilin agisindan floresan pozitif goriinlimiin bulundugu
dikkati ¢ekmektedir. Blastomerler icerisinde DAPI ile boyanan, santral olmayan yerlesimli
niikleus yapilar1 goézlemlenmektedir. Embriyodaki hiicre iskletine ait aktin ve tiibiilin

komponentleri incelendiginde; aktin yapilarinin genel olarak blastomerler igerisinde daginik bir



sekilde bulundugu, 6zellikle interselliiler alana komsu blastomer bdlgelerinde kompaktlastigi
ve bu bolgelerde daha yogun floresan 1s1ma yaptigi gozlemlenmektedir. ZP’ye komsu
blastomer boélgelerinde ise aktin yapilarinda silinme goriilmekte ve bu bolgelerde daha az
floresan 1s1mma izlenmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda aktin yapilarinin
yogunlugunun daha az, slow freezing grubu ile karsilastirildiginda ise daha fazla oldugu
gozlemlenmektedir. Tiibiilin yapilarmin blastomerler icerisinde daginik sekilde bulundugu,
genel olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha az slow freezing grubuyla
karsilagtirildiginda daha fazla yogunluk gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Kontrol ve slow
freezing grubunda goriilen ZP’ye komsu blastomer bolgelerindeki tiibiilin yogunlugu bu grupta
goriilmemektedir. Tibiilin yapilar1 6zellikle niikleuslarda daha yogun floresan vermekte

blastomer periferlerinde ise tiibiilin silinmeleri izlenmektedir (Sekil 42).

Her gruba ait orneklerde konfokal mikroskop incelemesi sirasinda embriyolarda
derinlemesine hacimsel Z eksen tarmasi yapildi. Niikleus, aktin ve tiibiilin yapilar1 sadece
kendilerine ait renkler dikkate alinarak tarandi ve siyah beyaz goriintiiler elde edildi . Bu
goriintiileme sirasinda embriyonun ZP’si, blastomerleri icerisinde bulunan lipid damlaciklari,
vezikiiller ve diger organellere ait oldugu disiiniilen yapilarin topografik goriintiileri

gozlemlendi (Sekil 43).



Sekil 42. Calisma gruplarina ait tiibiilin ve aktin ile floresan boyali preparatlarin konfokal
mikroskopta goriiniimii (A1-A3.Kontrol grubu, Al Aktin boyama, A2 Her iki goriintiiniin
merge edilmesi. (Niikleuslara mavi renk DAPI tarafindan verilmektedir), A3, Tiibiilin
boyama, B1-B3. Slow freezing grubu B1 Aktin boyama, B2 Her iki goriintiiniin merge
edilmesi:, B3, Tiibiilin boyama, C1-C3. Vitrifikasyon grubu. C1 Aktin boyama, C2,Her iki
goriintlinlin merge edilmesi: C3, Tiibiilin boyama)



Sekil 43. Caligma gruplarina ait tiibiilin ve aktin ile floresan boyali preparatlarin konfokal
mikroskopta Z ekseni boyunca tarama modiiliinde goriinimii (A-A1-A2.Kontrol grubu, A,
DAPI ile niikleus taramasi, Al, Tibiilin taramasi;, A2, Aktin taramasi:. B-B1-B2. Slow
freezing grubu B, DAPI ile niikleus taramasi, B1 Tiibiilin taramasi:, B2, , Aktin taramasi:, C-
C1-C2. Vitrifikasyon grubu C, DAPI ile niikleus taramasi, C1, Tiibiilin taramasi:, C2, Aktin
taramast)

3.7. Istatiksel Bulgular
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Sekil 44. 4 hiicreli biliylikbas hayvan embriyolarinda kriyoprezervasyonun ZP kalinlig
iizerine etkisinin ¢alisma gruplari arasinda karsilagtirilmasi. n:15; Kontrol ve Slow freezing
gruplan kiyaslandiginda: P< 0.001, Kontrol ve vitrifikasyon gruplar1 kiyaslandiginda: P <
0.001, Slow freezing ve Vitrifikasyon gruplari kiyaslandiginda: p=0.004.

BOLUM IV

TARTISMA:



YUT ile elde edilen memeli embriyolariim kriyoprezervasyonu reproduktif
biyoteknoloji uygulamalart agisindan 6nemi her gegen giin artarak yayginlasan bir
yontemdir. Giliniimiizde kriyoprezervasyon, endiistriyel hayvancilikta, deney
hayvanlar1 ile yapilan g¢alismalarda ve Ozellikle son yillarda ¢ogul gebeliklerin
Onlenebilmesi icin transfer edilecek olan embriyo sayisina getirilen kisitlamalar
nedeniyle transfer fazlasi embriyolarin dondurularak saklanmasi amaciyla yardimci
tireme merkezlerinde sik¢ca uygulanan bir yontem olarak yerini almistir. Basarili
embriyo kriyoprezervasyonuyla ilgili ilk ¢alismalar Whittingham ve arkadaslarina

aittir ve fare embriyolarinda yapilmistir (1).

Arastirmacilar, embriyo kriyoprezervasyonu ile iliskili gerekli reproduktif
tekniklerin  gelistirilmesi ~ siirecinde  laboratuar ve ¢iftlik hayvanlarindan
yararlanmiglardir. Bu  ¢alismalarda  farkli  kriyoprezevasyon  yoOntemlerinin
gelistirilmesi, kriyoprezervasyonun etkilerinin belirlenmesi, kriyoprezervasyon sonrasi
cozdiiriilen farkli evrelerdeki embriyolarda gelisim siireclerinin incelenmesi ve
kriyoprezervasyon basarisint artirmada etkili olabilecek faktdrlerin tespit edilmesi
amaciyla arastirmalar yapildigi Dbelirtilmekte ve simdiye kadar, embriyo
kriyoprezervasyonu uygulanmis 40 civarinda tiiriin oldugu bildirilmektedir (149).
Memeli embriyolarinda kriyoprezervasyonun ilk hedefi ¢ézdiirme isleminden sonra
transfer edilecek canli embriyo oraminin artirilmasidir. In vitro sartlarda elde edilen
embriyolarin gerek yardimer tireme merkezlerinde gerekse endiistrriyel hayvancilikta
uygulamasii simirlayan 6nemli faktorlerden biri de bu embriyolarda goriilen

kriyoprezervasyon sonrasi diisiik sagkalim oranlaridir.

Giliniimiizde embriyo kriyoprezervasyonunda slow freezing ve vitrifikasyon
yontemleri  yaygin  olarak  kullanilmaktadir ~ (149).  Bununla  birlikte
kriyoprezervasyonun embriyo iizerinde olumsuz etkilerinin bulundugunu bildiren pek
cok yaym mevcuttur. Bu yayinlarda kriyoprezervasyonun etkilerinin; tiirler arasinda
degistigi, embriyolarin kalitesine, dondurma sirasinda bulunduklar1 evreye,
kriyoprezervasyon islemi sirasinda kullanilan kriyoprotektanlara, uygulanan yonteme
ve embriyolarin in vivo veya in vitro olusuna bagli olarak farkliliklar gosterdigi

belirtilmistir (112,153-155 ).

Bu tez calismasinda, kriyoprezervasyonun etkilerinin incelenebilmesi amaciyla
oncelikle in vitro sartlarda kaliteli embriyo elde edilebilmesi amaglanmis ve bunun

icin calismanin belirli bir standartta yapilmasina dikkat edilmistir. Bu standartin



saglanabilmesi i¢in ayni cins ve yas araligina sahip saglikli inecklere ait overler
calismaya dahil edilmis, fertilizasyon igsleminde ticari olarak satis1 yapilan kontrolleri
yapilmig ayni cins bogalara ait donmus spermler kullanilmigtir. Overlerin
hazirlanmasi, oosit aspirasyonu, IVM ve IVF, Kkiiltiir, kriyoprezervasyon ve ¢ozdiirme
islemleri bireysel etkilerin karismamasi ve sonuglarin etkilenmemesi amaciyla ayni
aragtirmact tarafindan gercgeklestirilmis her uygulama sirasinda aymi teknikler

kullanilmistir.

In vitro sartlarda kaliteli embriyo elde edilmesinde &nemli faktdrlerden biri
oosit maturasyonudur. Oositlerin IVM’si amaciyla kullanilan mediumlarin, IVF ve
sonraki embriyonik gelisim oranlarii 6nemli derecede etkiledigi yapilan bircok
calismada gosterilmistir (156-158). Inek oositlerinin maturasyonunda, bikarbonat
tampon sistemlerinin kullanildig1 temel fizyolojik tuzlardan olusan basit mediumlar ve
basit medium igeriklerine aminoasit, piirin ve vitamin gibi maddelerin ilave edilmesi
ile hazirlanan kompleks mediumlar kullanilmaktadir. Kompleks maturasyon
mediumlarindan en yaygin olarak kullanilan1t TCM-199’dur (159). Greve ve Madison
oosit maturasyonunda %10 oraninda FCS katkili TCM-199 mediumu kullanimi
sonrast maturasyon oraninin %80 oldugunu belirtmislerdir (160). MacCallum ve
arkadaglart oosit maturasyonunda TCM-199 mediumunu hicbir katki maddesi
eklemeden kullanmigslar ve 18 saatlik inkiibasyon sonunda maturasyon oraninin %39
oldugunu bildirmislerdir (161). Leibfried-Rutledge ve arkadaslar1t TCM-199’a LH,
FSH ve 0Ostrojen gibi ¢esitli hormonlarin eklenmesi ile maturasyon oraninin %90’a
yiikseldigini belirtmislerdir (162). Greve ve arkadaslar ise yaptiklari ¢aligmada %20
oraninda Ostrus inek serumu eklenmis TCM-199 mediumu kullandiklarini ve elde
ettikleri oosit maturasyon oraninin %83 oldugunu ifade etmislerdir (163). Bu tez
calismasinda over folikiillerinin aspirasyonu sonucu Brackett ve Zuelke (164)’nin tarif
ettigi yonteme gore secilerek IVM islemine alinan oositler Sul/ml FSH, 5 pul/ml LH ve
50 pl/ml OCS ilave edilen TCM 199 mediumunda 24 saat inkiibe edilerek matiire
edildi. Yapilan maturasyon kontroliinde kiimiiliis ekspansiyonu ve perivitellin boslukta
birinci kutup hiicresinin bulunup bulunmadigina bakilarak oosit matiirasyon oraninin
%85,98 oldugu belirlendi. Tez ¢alismasinda elde edilen maturasyon oraninin %20
oraninda OCS eklenmis TCM-199 mediumu kullanan Greve arkadaslarinin
sonuclarindan yiiksek oldugu goriildii. Caligmada kullanilan medium daha az OCS
icermesine ragmen daha fazla maturasyon orani elde edilmesi mediuma ilave edilen

LH ve FSH’mn Leibfried-Rutledge ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda da belirttigi gibi



oosit maturasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Calismada elde
edilen maturasyon oraninin, maturasyon mediumu olarak %10 oraninda FCS katkili
TCM-199 mediumu kullanan Greve ve Madison’un maturasyon sonuglar1 ile
karsilastirildiginda daha fazla oldugu goriildii. Bu sonuglara bakilarak OCS’nin oosit
maturasyonunda FCS’den daha etkili olabilecegi diisiintildii.. Memeli preimplantasyon
embriyo kiiltiirlerinde, serum siklikla besiyeri ic¢in sabit azot kaynagi olarak
kullanilmakta ve biiylime faktorleri, agir metal selatlar1 gibi embriyonik gelisim i¢in
faydali olan ¢esitli maddeler icermektedir. Bu nedenle, sigir embriyo kiiltiirleri siklikla
serum eklenen mediumlarda yapilmaktadir (165). Oositlerin IVM siirecine olumlu
katkilar1 olan serumun, inek embriyo gelisimi {izerine bifazik etkisi oldugu
unutulmamalidir. Serum ilk yariklanma bdliinmesini inhibe ederek (166) erken donem
embriyo gelisimini azaltir (167) blastosist gelismesini de stimiile eder (168).
Bulgularimiz arasinda yer alan 4 hiicre asamasina kadar yapilan kiiltiir siirecindeki %
64,49’luk bolinme oraninin kiitlir mediumuna ilave ettigimiz BSA’ya bagh
olabilecegini akla getirmektedir. Yapilan calismalarda in vitro embriyo eldesi
amaciyla kiltiir ortamina serum eklenmesinin metabolik ve morfolojik sapmalara
neden olabildigini bildiren yayinlar mevcuttur (169,170). In vivo elde edilen inek
embriyolarinda standard kriyoprezervasyon yontemleriyle yliksek sagkalim oranlari
elde edilirken, in vitro gelistirilen embriyolar i¢in sagkalim oranlarmin diisiik
bulundugu ve bunlarin kriyoprezervasyona karsi daha duyarl olduklar1 gosterilmistir
(171). Bu durumun in vitro embriyo eldesinde kullanilan kiiltiir mediumlarina eklenen
seruma bagli oldugu belirtilmis ve serum iceren mediumlarla kiltiiri yapilan
embriyolarin sitoplazmalarinda biiyiiklii kii¢tiklii yogun lipid damlaciklarinin olustugu
ve bunlarin kriyoprezervasyona duyarliligi artirdign ileri siiriilmistir (172).
Intraselliiler lipidlerin rolii tam olarak anlasilmamakla beraber bazi arastirmacilar
gerek embriyo gerekse oosit i¢indeki intraselliiler lipidlerin gelismekte olan oosit ve
embriyo i¢in bir eneji kaynagi olarak kullanildigin1 ve hiicre boéliinmesi i¢in lipid
kaynagi olarak gerekli olduklarini iddia etmislerdir (173,174). Romek ve arkadaglar
intraselliiler lipid igeriginin embriyonun gelisim evresine bagli oldugunu ve morula
evresinden sonra belirgin bir azalma gosterdigini belirtmis, buna bagli olarak da erken
gelisim evrelerinin ileri evrelere kiyasla diisiik 1s1 derecelerine daha duyarli hale

geldigini ifade etmislerdir (175).

Yapilan baska bir caligmada, serum eklenmis besiyerinde kiiltiirii yapilarak in

vitro sartlarda elde edilen inek embriyolarinin kriyoprezervasyona toleransinin,



sitoplazmik lipid damlaciklarinin santrifiijlenerek uzaklastirilmasindan sonra
arttirtlabilecegi, bunun da sitoplazmik lipid damlaciklarinin embriyolarin soguga ve
kriyoprezervasyona duyarliligini dogrudan etkileyebildiginin bir gostergesi oldugu
bildirilmistir (176). Domuzlarda yapilan ¢alismalarda blastomerlerinde daginik sekilde
yiiksek konsantrasyonda intraselliiler lipid bulunduran domuz embriyolarinin
kriyoprezervasyona karst duyarliligimin arttig1, intraselliiler lipidlerin heterojen
intraselliiler buz ¢ekirdeklenmesini veya lipid faz degisikliklerini indiikleyebildigini
gostermistir  (177,178). Nagashima ve arkadaslar1 erken boliinme evresindeki
embriyolardan sitoplazmik lipidlerin kriyoprezervasyon 6ncesinde uzaklastirilmasinin
¢cozdiirme sonrast embriyolarin sagkalim oranimi artirdigi ve gelisimlerini devam
ettirmelerini  sagladigin1  bildirmislerdir (179). Bu c¢alismalar erken boliinme
donemindeki, domuz embriyolarinda  bulunan yiiksek lipid igeriginin
kriyoprezervasyon sirasinda geri dondiiriilemez degisikliklere yol acabildigini,
embriyonun kullanamayacagi nitelikte hiicresel atik maddeler olusturdugunu,
boylelikle embriyonun gelisimsel yeterliligini ve/veya yetenegini bozdugunu ortaya

koymustur.

Tez calismasina konu olan bu arastirmada da 4 hiicreli embriyolarin elde edilmesi
amactyla serum eklenen mediumlar kullanilmistir. Gerek TEM incelemeleri gerekse
yar1 ince epon kesitlerin Toluidine Blue ve Azur II-Metilen Blue—Basic Fuksin
boyamalar1 sonrasi 151k mikroskop incelemelerinde in vitro sartlarda elde edilen
embriyolarin blastomerlerinin sitoplazmalarinda ¢ok sayida biiytikli kiiciiklii lipid
damlaciklar1 tespit edilmistir. Gerek blastomerler arasindaki intraselliiler aralikta
gerekse subzonal aralikta kriyoprezervasyonun = sitoplazma igindeki lipid
damlaciklarina etkilerine bagli olustuklar diisiiniilen hiicresel atiklar gézlemlenmistir.
Kriyoprezervasyon islemi uygulanan slow freezing ve vitrifikasyon grubuna ait
embriyolardan ¢ozdiirme sonrasi canliliklarin belirlenebilmesi amaciyla Hoescht ve PI
ile boyanan 10‘ar adet embriyonun fluoresan mikroskop altinda yapilan incelemesi
sonucunda secilen populasyondaki embriyolarin 6lii olduklart goériilmiistiir. Kontrol
grubunun fluoresan mikroskop incelemesinde secilen populasyondaki embriyolarin
hepsinin canli oldugu belirlenmistir. Her 3 gruptan blastosist gelisiminin incelenmesi
amaciyla kiiltiirii yapilan embriyolardan, kontrol grubunda 22, slow freezing grubunda
1, vitrifikasyon grubunda ise 3 adet blastosist gelisimi goriilmiistiir. Slow freezing ve
vitrifikasyon grubunda blastosist gelisimi izlenmeyen embriyolarin 151k mikroskobu ile

incelenmesi sirasinda bazi embriyolarin dejenere oldugu bazi embriyolarin 4 hiicreli



asamada kaldig1 ve higbir gelisme gostermedigi, bazi embriyolarin ise daha ileriki
asamalara ulastig1 ancak blastosist asamasma ulasamadigr belirlenmistir. Bu
bulgularin yukarda belirtilen ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriilmiis, belirtildigi gibi
kriyoprezervasyonun olumsuz etkilerinden olan ¢ozdiirme sonrasi diisiikk sagkalim
oranlarinin in vitro sartlarda serum iceren mediumlarin kullanimi ile elde edilen
embriyolarin sitoplazmalarinda olusan asir1 lipid damlacigi olusumuna bagl
olabilecegini diislindiirmiistiir. Embriyo kriyoprezervasyonu alanindaki ¢ok sayidaki
gelismeye ragmen, embriyo kriyoprezervasyonunun yapilacagi optimal gelisim
evresiyle iligkili henliz bir wuzlasmaya varilamamistir. Proniikleer (1.giin),
boliinme/klevaj (3.giin), ve blastosist evrelerinde dondurulan insan embriyolarinda
IVF-ET sonuglarini karsilastiran bir ¢alismanin sonuglarina gore, implantasyon, klinik
gebelik, coklu gebelik, ikiz gebeligi, ve erkek/kiz oranlarinda ii¢ evre arasinda bir fark
goriilmemistir. Bulunan tek fark, ¢6zdiirme sonrasindaki sagkalim orani olup, 3. giin
embriyolarinda 1. giin embriyolar1 veya blastosistlere gore sagkalim oranlarinin daha
diisiik oldugu bildirilmistir (126). Domuz embriyolarinda yapilan ¢alismalarda; domuz
embriyolarinin diisiik 1silara, 6zellikle 15°C'nin altindaki 1silara toleransinin ¢ok diisiik
oldugu (170), konvansiyonel dondurma yontemleri ile kriyoprezervasyon basarisinin
siirlt kaldigr  (179), vitrifikasyon yontemi ile yapilan dondurma isleminde
embriyolarin sag kalabildigini ve embriyolarin sagkalimlarinin islemin yapildigi
embriyonik gelisim evresiyle iliskili oldugu bildirilmistir. Domuz embriyolar ile
yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, blastosit asamasindaki embriyolarin kriyoprezervasyonu
en iyi tolere eden embriyonik evre oldugu ifade edilmistir (180,181). Ineklerde yapilan
caligmalarda 16 hiicreli evrede (3) ve morula evresinde (182) yapilan dondurma
cozdiirme islemi sonrasi canlilik oranlarinin diisikk oldugu bu yiizden blastosist
asamasindan oOnce dondurulup c¢ozdiirilen embriyolarin transfer isleminde
kullanilmasimin yararimin olmayacag ifade edilmistir (183). Tez c¢alismasinda 4
hiicreli inek embriyolarina slow freezing ve vitrifikasyon yontemleri uygulanmis
cozdiirme sonrasi ¢aligmalarda belirtilenlere paralel olarak embriyo sagkalimlariin
her iki yontemde de aralarinda anlamli bir fark olmayacak sekilde diisiik oldugu
gbzlemlenmistir. Deneysel olarak yapilan caligsmalarda in vitro sartlarda elde edilmis,
blastosist asamasindan onceki erken evre embriyolarda kriyoprezervasyon uygulamasi
sonrast sagkalim ve gebelik oranlar diisiik olarak degerlendirilse de, literatiirde bu
diisiik oranlarin nedenlerini agiklayan pek fazla ¢alismaya rastlanmamistir (184,185).

Ineklerde yapilan galismalarda In vitro fertilizasyon islemi sonrasi blastosiste gidis



orani ortalama % 32,5 olarak belirtilmistir (186). Blastosist asamasinda yapilan
kriyoprezervasyon iglemi sonrasi sag kalim oranlarinin incelendigi ¢aligmalarda bu
oranlarin slow freezing islemi sonrasi %83, vitrifikasyon islemi sonras1 %97 oldugu
bildirilmistir (187). Yapilan bagka bir c¢alismada in vitro gelistirilmis inek
blastosistlerinin vitrifikasyonu sonrast % 60-94 oraninda hatchinge ulasildigi, hatched
olmus in vitro embriyolarin, ¢dzdiirme sonrasi 24 saatlik kiiltlirii sonunda %81
reekspansiyon goriildiigii ifade edilmistir (188). Her ne kadar blastosist asamasinda
kriyoprezervasyon islemi uygulanan embriyolarda sagkalim oranlar1 daha yiiksek
bulunmussa da blastosist asamasina kadar yapilan in vitro kiiltiir siirecinde yasanan
embriyo kayiplar1 diisiiniildiigiinde kriyoprzervasyon islemlerinin daha erken
evrelerde yiliksek sagkalim oranlari saglanarak gergeklestirilmesi durumunda transfer
edilebilecek canli embiyo sayisinin daha fazla olabilecegini akla getirmektedir. Bu
nedenle ¢alismamizda in vitro sartlarda elde edilen erken embriyonik gelisim
donemindeki 4 hiicreli inek embriyolar1 slow freezing ve vitrifikasyon yontemleri
kullanilarak dondurulmus ¢ozdiirme islemi sonrasi kriyoprezervasyonun genel
anlamda sagkalim ve embriyoyu olusturan hiicre bilesenleri iizerindeki etkileri
karsilastirmali olarak histolojik acidan incelenmek istenmistir. Kriyoprezervasyon
sirasinda ya da ona bagl olarak sonrasinda olusan hiicresel hasarlarin belirlenmesi,
kriyoprezervasyona karsi hiicresel duyarliligin anlasilmasinda yararli bilgiler
saglayacagi gibi embriyolarin kriyoprezervasyonu ig¢in gelismis protokollerin
olusturulmasina da imkan saglayacag: diisiiniilmiistiir. Hiicreleri 6liime goétiirebilecek
kriyoprezervasyon hasarlarinda baslica faktorlerin kriyoprotektan toksisitesi, soguk
soku, ozmotik stres, donma hasar1 ve buz kristalizasyonu ile iligkili olabilecegi
belirtilmistir (117,189). Kriyoprezervasyon, embriyolarin hiicresel organizasyonu
tizerine asir1  sekilde yikici etkili olabilir. Buz kristal formasyonu plazma
membranlarin1  parcalayabilir. Hiicresel plazma membran1 sogutmaya karst ¢ok
duyarhdir ve kriyoprezervasyon sonrasinda siklikla hasar goriir (190). Akic1t mozaik
tarzinda diizenlenmis protein, glikoprotein ve glikolipidlerin yer aldigi iki siralt
fosfolipid katmanindan olusan hiicre membran yapilarinda % 65-70 oraninda
doymamis fosfolipidler bulundugu i¢in sogutma sonrasi sivi fazdan jel fazina gecis
oldugu, irreversibl faz degisimlerinin goriilebildigi, faz degisimlerine bagli membran
i¢ci enzimlerin kinetiginde meydana gelen degisimlerin ¢6zdiirme sonras1 membran
stabilizasyonunda bozulmaya neden oldugu ve buna bagli olarak hiicrede gelisen

soguk sokunun hiicre sagkalimlarim1 azalttigi bildirilmektedir (114). Ayrica



membranlarin doymamis fosfolipidlerce zengin olmasmin, lipid peroksidasyonuna
kars1 duyarliliga neden oldugu ve hiicrelerin kisa ya da uzun siireli saklanmasi
sirasinda hiicresel hasari sekillendirdigi ve kriyoprezervasyonun embriyo iizerindeki
zararlarinin hem sitoplazmanin hem de sitoplazmik membranin fazla oranda lipid
icermesinden dolay1 donma-¢6zdiirme islemine duyarh olmasindan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (114). Kriyoprezervasyonun etkilerini arastirdigimiz
calismamizda hem kontrol grubu hem de kriyoprezervasyon sonrasi ¢ozdiiriilen
embriyolardan segilen popiilasyonda blastomer membranlarinin, niikleuslarin ve
hiicrelerin canlilik durumlarimin belirlenmesi amaciyla Hoechst ve propidium iyodiir
ile boyama sonrasi Floresan mikroskop incelemesi yapilmistir. Canli ve 6lii hiicre
ayrimini yapabilmek i¢in, canli veya Olii tiim hiicreleri boyayabilen Hoechst boyasi
gibi bir boya ile sadece oOlii hiicreleri boyayabilen Propidium iyodiir gibi ikinci bir
boya beraber kullanilmaktadir. Membrani saglam olan canli hiicreler, propidium
iyodiir gibi sadece membran biitiinliigli bozulmus 6l hiicreleri boyayan bir madde ile
boyanmazlarken, Olii veya canli tiim hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile
boyanmaktadirlar.  Kontrol grubu embriyolarimizin  flouresan  mikroskop
incelemesinde PI ile boyanmadig1 sadece Hoechst boyasi ile boyandig1 goriilmiistiir.
Bu bulgu kontrol grubu embriyolarinda blastomer membran biitiinligiiniin
bozulmadigin1 ve blastomerlerin canli oldugunu gostermistir. Slow freezing grubuna
ait embriyolarda hem PI ile hem de Hoechst boyasi ile boyanma goriilmekte,
blastomer membran biitinliigiiniin bozuldugu ve embriyolari olusturan blastomerlerin
0li oldugu anlagilmaktadir. Vitrifikasyon grubuna ait embriyolarin hem PI ile hem de
Hoechst boyasi ile boyandigi, Hoechst ve PI boyamalar1 sonrasi iki boyama
goriintiistinlin iist liste ¢akistirilmasi ile elde edilen merge goriintiisiinde, PI’e bagl
olusan flouresan 1s1ma yogunlugunun slow freezing grubundan daha az oldugu
gorilmiistiir. Bu bulgu vitrifikasyon grubundaki embriyolar1 olusturan blastomerlerin
ol oldugunu, membran biitiinliikkleri kaybolmakla beraber slow freezing grubundaki
embriyolara kiyasla membran hasarina bagli gegirgenligin daha az olabilecegini akla
getirmistir. Floresan mikroskop incelemesi ile elde edilen veriler, kriyoprezervasyonun
embriyoda hiicre Oliimlerine neden olabildigini, membran hasarina yol agtigini,
vitrifikasyon yonteminin slow freezing yontemine kiyasla blastomer membraninda
daha az hasar meydana getirdigini diistindlirmiistiir. Bu sonu¢lar membranda meydana
gelen hasarin sadece lipid peroksidasyonuna bagli olamayacagini baska faktorlerin de

rol oynayabilecegini diislindiirmiistiir. Konfokal mikroskop incelemesi sirasinda



gozlemledigimiz  kriyoprezervasyon sonrasi blastomer membranina komsu
bolgelerdeki aktin yapilarindaki silinmenin membranda goriilen hasarda etkili
olabilecegini akla getirmistir. Gliniimiizde kriyoprezervasyon isleminde kullanilmakta
olan slow freezing ve vitrifikasyon yontemlerindeki en temel farklilik hiicrelerin
canlilig1 ve yapisal biitiinliiklerini koruma mekanizmasidir. Slow freezing yonteminde
hiicre canlilign diisik konsantrasyonlarda kademeli sogutma uygulanarak hiicre
etrafinda ekstraselliiler buz kristallerinin olugumu ile saglanirken, vitrifikasyon
yonteminde ani 1s1 diisiisiiyle birlikte yiiksek konrantrasyonda kriyoprotektanlar
kullanilarak hiicre etrafinda camsi kati ylizey olusumuyla saglanmaya calisilir.
Kriyoprotektanlar kriyoprezervasyon islemi sirasinda hiicrenin dondurulmasinda
olugsan soguk soku zararma ve intraselliiler buz kristali olusumuna karst hiicreleri
hasardan korurken, kimyasal toksisitesi veya ozmotik etkileri nedeniyle hasar

olusturabilen maddelerdir (131).

Kriyoprotektanlarin bu etkilerine bagli olarak kriyoprezervasyon sonrasi
embriyolardaki hiicre iskeleti yapisinda hasarlarin olusabilecegi bildirilmistir (191).
Hiicre iskeleti hasar goriirse veya destabilize olursa, embriyo intraselliiler iletisim
yolunu kaybedebilir, embriyoda onarilmaz bir yikima neden olabilir. Hiicre iskeleti
sitoplazmaya yayilmis protein filamentlerinin olusturdugu karmagik yapida bir agdur,
yapisal organizasyonu ve hareketi koordine eder. Hiicreye ii¢ boyutlu formunu veren

oldukca dinamik bir yapidir (9,32).

Hiicre iskeleti sitopldzmanin organizasyonunu belirleyerek hiicreye
dayaniklilik saglayan, hiicre seklinin korunmasinda, hiicrenin polaritesinin
belirlenmesinde, hiicre i¢i organellerin sitoplazma i¢inde tasinmasinda, sitokinez ve
fagositozda rol oynar. Bu yap: hiicre igindeki lokalizasyonlari, biiyiikliikleri ve
sekilleri farkli mikrofilaman, mikrotiiblil ve arafilaman adi verilen {i¢ tiir protein
filamentinden olusur. Her bir filament farkli bir protein alt biriminden meydana gelir
(9,32). Mikrofilamentler polimerize aktin pargalarindan veya filamentdz aktinden (f-
aktin) olusur, plazma zarmin hemen altinda uzanan ve aktin baglayici proteinler ile
hiicre korteksinde bir ag i¢ine ¢apraz baglanirlar (192). Mikrofilamentlerin biiyiiyen ya
da pozitif ucu plazma membranindaki integral proteinlere baglanmistir ve yariklanma
ve boliinme doneminde meydana gelen kontraktil olaylar iizerinde biiylik bir etkisi
vardir (193). Hiicresel f-aktinin dagilimini gelisimsel olarak diizenleyen degisiklikler

ile morula ve blastosist gelisimi sirasinda embriyonun dokuya ve evreye 6zel yeniden



bicimlenme olgusu oOrtiismektedir. Erken boliinme asamasindaki embriyolarda,
filament6z aktin blastomerlerin hiicre korteksinde yogunlasmistir ve hiicre-hiicre
temas bolgelerinde organize olmaktadir. Blastosist asamasinda, aktin yapilari
trofektodermal hiicrelerde periselliiler dagilimlar1 ile karakterizedir. Sitoplazmadaki
mikrotiibiiller genellikle birbirinden ayr1 sekilde organize olsalarda, mikrofilamentler
aglar veya demetler halinde davranirlar (194). Sitoplazmik mikrotiibiiller, herbirisi a-
ve B-tiibiilin olarak bilinen, birbiriyle yakindan iligkili ve non-kovalen bagli globiiler
polipeptidleri iceren heterodimer yapisindaki tiibiilin molekiillerinden olusur (195).
Mikrotiibiiller, vezikiiller ve diger membrana bagli organellerin gecebilecegi fibriller
sistemini saglayarak, hiicreye polarite katabilir ve hiicrenin seklini, hiicre hareketini,

ve hiicre boliinmesinin diizlemini diizenleyebilirler (196).

Hiicre iskeletini meydana getiren organize ag seklindeki filamentler, hiicre
icinde biiyiik bir hacim olusturan sitoplazma icin, genellikle hiicre yapisi, mimarisi
olarak adlandirilan bir i¢ ¢ergeve olusturur. Hiicre iskeleti erken embriyo gelisiminde
oldugu kadar germ hiicre gelisiminde ve fertilizasyonda da hayati 6neme sahiptir.
Oositin  biiylimesi, matiirasyonu ve fertilizasyonu hiicresel organellerin dogru
lokalizasyonunu ve aktif hareketliligini gerektirmektedir, bu da tiibiil ve aktin
yapilarinin yeniden organizasyonuyla gerceklesmektedir (197). Kriyoprezervasyon’a
bagli olarak embriyolarin hiicre i¢i fonksiyonlarmnin bozulabilecegi, organellerinin
denatiire olabilecegi, plazma membranlarinin parcalanabilecegi ve embriyonun santral
hiicre yapisinin  hasar  gorebilecegi  belirtilmistir  (131).  Kriyoprotektanlar,
kriyoprezervasyon oncesinde mikrofilamanlar1 ve mikrotiibiilleri depolimerize ederek
etki gosterirler, boylelikle hiicre iskeleti bilesenlerinin onarilmaz hasarlarini onlerler.
Kriyoprezervasyonda kullanilan gliserol, propilen glikol, etilen glikol gibi bazi
kriyoprotektanlarin toksik olabilecegi (155) veya intraseliiler olarak etkileserek
mikrofilament ve mikrotiibiil yapilarinin geri doniisii olmayacak sekilde bozulmasini
indiikleyerek embriyonun canlilifint etkileyebilecegi ileri siiriilmistiir (194).
Kriyoprotektanlarin siirekli ayni etkiyi gostermedigi farkl tiirler ve farkli embriyonik
gelisim evreleri arasinda hiicresel organeller ve embriyolarin hiicre iskeleti ile
etkilesimlerinde degisiklikler goriilebildigi bildirilmistir (154,198). Morula ve erken
blastosist evresindeki domuz embriyolarindaki geri dondiiriilemez hasarlarin -196°C'de
sogutma ile baglantili oldugu kullanilan kriyoprotektanlara maruz kalma ile baglantili

olmadig1 ifade edilmistir (131).



At embriyolar1 ile yapilan baska bir c¢alismada blastosist asamasindaki
embriyolarin kriyoprezevasyon igleminde gliserol kullanildig1 ¢6zdiirme sonrasi hiicre
iskeletinde bozulma ve kayda deger oranda hiicre 6liimlerinin goriildiigii bildirilmistir.
Embriyolarda goriilen aktin yapilarindaki hasarin gliserol toksisitesinden c¢ok
dondurma ve ¢ozdiirme igslemlerine bagli oldugu belirtilmistir (199). Tez calismasinda
yapilan TEM ve konfokal mikroskop incelemelerinde embriyolarin hiicre iskeleti
komponentlerinden olan aktin ve tiibiilin yapilarinin kriyoprezervasyonun etkilerine
bagli olarak slow freezing ve vitrifikasyon grubu embriyolarinda silinme gosterdigi
izlenmistir. Embriyolarda flouresan mikroskop incelemelerinde goriilen hiicre
Oliimlerinin aktin ve tiibiilin yapilarindaki bozulmaya bagli hiicre membranlarinda ve
hiicre iskeletinde meydana gelen hasar sonucu hiicrenin metabolik fonksiyonlarinin
aksamastyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle blastomer yapilarindaki
dejenerasyon ve embriyolar1 ¢evreleyen ZP’de goriilen kirilmalar dikkate alindiginda
kriyoprezervasyon sonrasi goriilen bu durumun hiicre iskeletindeki hasara bagl olarak
gelistigi ancak kriyoprotektanlarin toksik etkilerinden ¢ok, soguk hasar1 ve dondurma
¢Ozdlirme islemlerine  bagli  olabilecegini diistindiirm{istir. Oositlerin
kriyoprezervasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, donma-¢6zme isleminin bir sonucu
olarak, prematiir kortikal graniil eksositozu meydana geldigi buna baglh olarakda ZP’
nin sertlestigi bildirilmistir (200,201). Baska bir ¢alismada da kriyoprezervasyonun
embriyodaki ZP’y1 sertlestirdigi bildirilmistir (202). Calismamizda ZP kalinliginin
incelenmesi amaciyla her gruptan 15 embriyoda her embriyo icin 3 farkli yerden
Olciilerek elde edilen ortalama ZP kalinliginin slow freezing ve vitrifikasyon grubu
embriyolarinda azaldigi, bu azalmanin vitrifikasyon grubundakilerde daha fazla
oldugu gorilmiistiir. ZP’deki bu incelmenin, gerek kriyoprezervasyon sirasindaki
dehidratasyona gerekse cok diisiik 1sidaki dondurma islemine bagli olabilecegi

distintilmiistiir.

Fair ve arkadaslarmin IVF’yi takiben blastosist agamasina kadar kiltiirii yapilan inek
embriyolarinin kriyoprezervasyon sonrasi ultrastriiktiirel yapilarindaki degisiklikleri
arastirdig1 ¢alismada, subzonal araligin genisledigi ve debris i¢erdigi, mikrovilluslarin
parcalandigi, dagiliminin bozuldugu, GER ve mitokondrilerde sisme, mitokondri
kristalarinda silinme goriildiigii, in vivo embriyolarla karsilastirildiginda daha ince bir
ZP’ye sahip oldugu, dejenere niikleuslarin ve apoptotik cisimlerin izlendigi ve bunlara
bagli hiicre kayiplarinin yasandigini ifade edilmistir (203).

Tez calismasindaki mikroskobik incelemelerde elde



edilen bulgular, Fair ve arkadaslarinin ¢calismasinda bahsedilen bulgulara benzemekle
beraber 4 hiicreli inek embriyolarmin kriyoprezervasyonu sonrasi apoptotik cisimcik
olusumu ve nuklear dejenerasyon gibi apoptoz bulgularina rastlanmamis embriyoda
goriilen hiicre dliimlerinin apoptoza bagl olmadigini diisiindiirmiistiir. Inek, fare ve
insan embriyolarinda apoptozun ortaya ¢ikisi ile ilk embriyonik genom aktivitesinin
aynt doneme denk geldigi bildirilmis, inek embriyolarinda embriyonik genom
aktivasyonunun ve apoptozun 9-16 hiicreli agsamada ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (204).
TUNEL ve / veya niikleer morfoloji kullanilarak, ineklerde apoptozun en erken
bulgular1 8 hiicreli evre civarinda gozlendigi bildirilmistir (205-207). Elde ettigimiz
bulgular arasinda yer alan sitoplazma iginde vakuolizasyonlarin bulunmasi,
mitokondrial dejenerasyonlarin goriilmesi, plazma membran biitiinligiiniin bozulmasi,
organellerin disintegrasyonu gibi nekroz bulgularinin varligi embriyolardaki hiicre

6liimlerinin nekroz sonucu olusabilecegini diisiindiirmiistir.



10.

BOLUM V
SONUC

Oositlerin  IVM’nu  i¢in kullanilan maturasyon mediumlarina OCS’nin
eklenmesinin  oosit maturasyonunda FCS eklenmesinden daha etkili
olabilecegi, LH ve FSH’1n oosit maturasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugu
anlasildi.

Serum igeren mediumlarla yapilan inek embriyo kiiltiirlerinde embriyolarda
goriilen sitoplazmik lipid birikiminin kriyoprezervasyonun etkileri iizerinde
nasil bir rol oynadiginin anlasilabilmesi i¢in daha genis kapsamli arastirmalarin
yapilmasi gerektigi diistintildii.

Biiyiikbas hayvanlarda in vitro sartlarda elde edilmis, 4 hiicreli asamadaki
erken evre embriyolarda slow freezing ve vitrifikasyon uygulamalari sonrasi
sagkalim oranlarinin diisiik oldugu goriildii.

In vitro elde edilen inek embriyolarinda 4 hiicreli asamada tight junctions ve
gap junction’larin olmadig1 goriildii.

In vitro sartlarda elde edilen embriyolarda kriyoprezervasyon sonrasi yiiksek
canlilik oran1 elde etmek i¢in maturasyon ve kiiltiir tekniklerinin gelistirilmesi
gerektigi kanaatine varildi.

Blastosist gelisim oranlar1 agisindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda slow
freezing ve vitrifikasyon grubu embriyolarda ¢ozdiirme sonrasi blastosist
gelisim oranlar1 daha diistiktiir.

Kriyoprezervasyonun embriyolar1 c¢evreleyen ZP’nin kalinliginda azalmaya
neden oldugu goriildii.

Vitrifikasyon yonteminin ZP kalinligin1 daha fazla azalttig1 anlasildi.

Slow freezing yontemi uygulanan embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi subzonal
araliklariin vitrifikasyon yontemi uygulananlara kiyasla daha dar oldugu
goriildii.

Slow freezing yoOnteminin vitrifikasyon yonteminden daha fazla embriyo
dejenerasyonuna, hiicre iskeleti hasarmma ve ZP fraktiirine neden oldugu

goriildil.



11. Kriyoprezervasyon sonrasi embriyoda goriilen hiicre oliimlerinde aktin ve
tiibiilin yapilarindaki bozulma sonucu hiicre iskeleti yapisinda meydana gelen
hasarin etkili oldugu diistiniildii.

12.In vitro elde edilen 4 hiicreli asamadaki embriyolarin kriyoprezervasyonu
sonrasi goriilen hiicre 6liimlerinin apoptoza bagl olarak gelismedigi 6liimlerin
kriyoprezervasyonun zararli etkilerine bagli olarak gelisen nekroz sonucu

oldugu diisiiniildii.



BOLUM VI
OZET:

Amag¢: Bu calismada yardimci lireme teknikleri ile elde edilen biiyiikbas hayvan
embriyolarina uygulanan kriyoprezervasyon yontemlerinin embriyolar iizerindeki

etkilerinin arastirilmast amaglanmstir.

Yontem: Mezbahaya kesime getirilen Holstein Cinsi 4-8 yas araligindaki saglikli
ineklerden toplanan overlerden laboratuar ortaminda folikiil aspirasyon yontemi ile elde
edilen oositlerden; 3 tabakali graniiloza hiicrelerine sahip olanlarina in vitro maturasyon
islemini takiben; ticari olarak satin alinan dondurulmus boga spermleri ile in IVF islemi
uygulandi. Slow freezing ve Vitrifikasyon gruplarindaki embriyolar dondurma islemini
takiben, -196 °C’deki s1vi azot i¢inde 1 giin siireyle saklandi. Kriyoprezervasyonun olasi
etkilerini histolojik yontemlerle incelemek amaciyla 1giin sonra ¢ozdiiriilen embriyolar;
histoojik takip prosediirlerinden sonra 151k mikroskop, transmisyon elektron mikroskop,

konfokal mikroskop ve floresan mikroskop ile incelendi.

Bulgular: Slow freezing ve vitrifikasyon grubundaki embriyolarda ¢ozdiirme sonrasi
ZP’da incelme ve kirilma, hiicre iskeleti hasarlar1 ve blastomerler icerisinde yer alan
organellerde meydana gelen dejenerasyonlara bagli oldugu diisliniilen hiicre oliimleri
gozlemlenmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda hiicre oliimlerinin nekroza bagh
gelistigi saptanmis, apoptotik bir siirece bagli olacagimi diislindiiren bulgulara
rastlanmamistir. Kriyoprezervasyon ZP kalinliginda azalmaya neden olmaktadir. Blastosist
gelisim oranlar1 agisindan kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda slow freezing ve
vitrifikasyon yontemiyle dondurulan embriyolarda ¢ozdiirme sonrasi blastosist gelisiminin

daha diisiik oldugu, her iki grup arasinda ise anlamli bir fark bulunmadig1 belirlenmistir.

Sonu¢: Embriyo kriyoprezervasyonunun baslica hedefi dondurma isleminden sonra
cozdiiriilen embriyolarda yiiksek canlilik oranlarmin saglanmasidir. Dondurma-
coziindliirme sonrasi canlilik oranlari, uygulanan yonteme, embriyolarin biiytikliikleri ve
gelisim evrelerine, hiicrelerin gegirgenlik 6zelliklerine, kullanilan Kkriyoprotektanlarin
toksisiteleri ve ozmotik oOzelliklerine bagh olarak degisiklik gostermektedir. Biiyiikbas

hayvanlarda in vitro sartlarda elde edilmis, 4 hiicreli asamadaki erken evre embriyolarda



slow freezing ve vitrifikasyon uygulamalar1 sonrasi sagkalim oranlarinin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen bulgulara gore 4 hiicreli inek embriyolarinda kriyoprezervasyon
sonrast goriilen hiicre oOliimlerinin nekroza baglh gelistigi diistintilmustiir. Uygulanan
yonteme ve doneme Ozgl Ozelliklere bagli kriyoprezervasyonun zararli etkilerin
anlasilmas1 ve azaltilmasi amaciyla daha genis kapsamli arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Inek, 4 hiicreli Embriyo, Kriyoprezervasyon, TEM, Konfokal
mikroskop, Floresan mikroskop



ABSTRACT :

Purpose: Searching the effects of cryopreservation method that apply to the embryos

derived with assisted reproductive technology, is aimed in this study.

Method: The over taking out 4-8 aged healty Holstein bovine brought from butchery and
the oosits derived with folicule aspiration method at labrotory from this over that have the
3 layers granulosa cells following IVF maturation with the frozen bull sperm bought
commercially are implemented IVF. The embryos belong to slow freezing and
vitrification groups, following the frozen process, saved 1 day in the fluid nitrogen at -
196°C. The embryos melted after 1 day, aimed determing cryopreservation effects with
histologic methods, examined light microscopy, transmission electron microscopy,

confocal microscopy and flourasan microscopy after histologic following procedure.

Findings: The cell death connected with dejeneration in organels, been in blastomers,
cell skeleton damages, slimming and breaking in ZP in embryos of vitrification and slow
freezing, after melting, observed. As result of microskobic examines, the cell death
development connected with necrosis, not determined anything about apoptotic process.
Criyopreservation cause decreasing at thickness of ZP. When comparasion the control
group with the embryos frozen with slow freezing and vitrification methods as blastosist
development rates, observed less blastosist development in frozen embryos with slow
freezing and vitrification group and determined no meaning differencess between two

groups.

Result: The aim of embryo cryopreservation is providing high viabilite rates melted
embryos after frozen process. The viabilite rates after freezing-melting show changes up
to size of embryos and development phase, permeability species of cells, toxicities of
used cryoprotectans and osmotic species. In the embryos in 4 cell stage early phase,
derived from bovines in vitro conditions, survival rates are seemed low after slow
freezing and vitrification applications. According to findings, the cell death seen in the 4
cell bovine embryos after cryopreservation, thought developt up to necrosis. Aiming of
understanding and decreasing the damaged effects of cryopreservation up to applying
method and species special to term, more wide searchs should be entailed.

Key words: Bovine, 4 cells embryo, Cryopreservation, TEM, Confocal microscopy,

Flouresan microcopy.
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