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OZET

In Vitro Uretilen Si1ir Embriyolarinin Kiiltiir Medyumuna L-Karnitin Eklenmesinin
Embriyo Dondurulmasi Uzerine Etkisi

Sigir embriyolarinin in vitro dretimi (IVP) diinya genelinde giderek
artmaktadir. Ancak IVP embriyolarin 6zellikle yavas dondurmaya karsi oldukca
hassas oldugu bilinmektedir. Bunun nedenleri arasinda; anormal oositlerden olusan
embriyolar, yiiksek sitoplazma lipit igerigi, farkli lipit damlacik diizeni, reaktif oksijen
tirleri (ROT) seviyelerinin yiiksek olmasi ve i¢ hiicre kiitlesinin az olmasi gibi
nedenler bulunmaktadir. L-karnitinin ROT ve lipit miktarin1 diisiirerek, hiicreleri DNA
hasarindan koruyan antioksidan oldugu bildirilmektedir. L-karnitinin hiicresel lipit
icerigini distiirlicii ve antioksidan etkisi ile, IVP embriyolarinda kriyotolerans ve
gelisimsel yetenegini iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir. Bu tezin amaci; kiiltiir
medyumuna L-karnitin eklenmesinin kiiltiir sirasinda ve kriyoprezervasyon sonrasinda
embriyolarin hayatta kalma ve gelisim oranlar {lizerine etkisi aragtirmakti. Caligma
materyalini, mezbahada kesilen hayvanlardan toplanan 508 ovaryum olusturdu.
Toplanan A ve B kaliteli oositlerden IVP embriyolar tiretildi. Kiiltiiriin 3. giinii klivaj
oranlar1 ve 6. giinli embriyo gelisimleri degerlendirildi. Erken blastosist ve blastosist
asamasina ulasan embriyolardan 6 farkli grup olusturuldu. L-karnitin igeren gruplarda
0-75 mM L-karnitin igermekteydi. Kontrol ve IVK-LK grubunda bulunan emriyolara
herhangi bir iglem yapilmadan kiiltiir islemine devam edildi. Grup YD ve Grup LK-
YD’de bulunan embriyolar yavas dondurma, Grup VIT ve Grup LK-ViT de bulunan
embriyolara vitrifikasyon yapildi. Dondurulan embriyolar en az bir giin siv1 azot
icerisinde bekletilip ¢ozdiiriildii. Embriyolar ¢ozdiiriildiikten sonra 3 giin boyunca
gelisimleri gozlendi. Kiiltiirtin 3. giin ve 6. giin degerlendirilmesinde kiiltiir
medyumuna L-karnitin eklenmesinin klivaj ve embriyo gelisimi iizerine etkisi
bulunmadi (p>0,05). Kontrol ve Grup LK-IVK incelendiginde, kiiltiir medyumuna L-
karnitin eklenmesinin 24. saat ve 72. saat sonunda expanded blastosist ve hatching
blastosist oranlar1 iizerine etkisinin olmadigi tespit edildi (p>0,05). Ancak 48. saat
incelemesinde Grup LK’nin hatching oranlarmin Grup Kontrol’e gore daha diisiik
oldugu belirlendi (p<0,05). L-karnitin, yavas dondurulan ve vitrifiye edilen
embriyolarda ¢ozdiirme sonrasinda 24, 48 ve 72 saat sonrasinda expanded blastosist
ve hatching blastosist oranlari iizerine etkisinin olmadig1 goriildi (p>0,05). Sonug
olarak; IVP embriyolarin kiiltiir medyumuna L-karnitin eklenmesi kiiltiiriin 3 ve 6.
giiniinde klivaj ve embriyo gelisim oranlarina, vitrifikasyon ve yavas dondurulan
embriyolarda hayatta kalma ve gelisim oranlari iizerine etkisinin olmadig tespit edildi.
llerleyen arastirmalarda materyal sayisini  arttirarak ¢alismanin  tekrarlanmasi
onerilmektedir. Caligmalarda ticari medyum kullanilacaksa kullanilan medyumun
antioksidan iceriginin ve yogunlugunun bilinmesi gerekir. Embriyolarda L-karnitin
etkinliginin degerlendirilmesinde lipit iceriklerinin ve ROT seviyelerinin dl¢iilmesi
onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Embriyo, Lipit, Vitrifikasyon, Yavas Dondurma.



ABSTRACT

Effect of addition of L-carnitine to the culture media on cryopreservation of bovine
embryos produced in vitro

The in vitro production (IVP) of bovine embryos is increasing worldwide.
However, it is known that IVP embryos are very particularly sensitive to slow freezing.
Among the reasons for this; There are reasons such as embryos formed from abnormal
oocytes, high cytoplasm lipid content, different lipid droplet arrangement, high
reactive oxygen species (ROS) levels and low inner cell mass. It is reported that L-
carnitine is an antioxidant by reducing the amount of ROS and lipids and protecting
cells from DNA damage. L-carnitine is thought to improve cryotolerance and
developmental ability in IVP embryos, with its cellular lipid content lowering and
antioxidant effect. The aim of this thesis was to investigate the effect of adding L-
carnitine to a culture medium on the survival and development rates of embryos during
culture and after cryopreservation. The study material consisted of 508 ovaries
collected from slaughtered animals. IVP embryos were produced from the collected A
and B quality oocytes. The cleavage rates on the 3rd day of culture and the embryo
development on the 6th day were evaluated. Six different groups were formed from
embryos reaching the early blastocyst and blastocyst stage. L-carnitine-containing
groups contained 0.75 mM L-carnitine. The culture process was continued without any
treatment on the embryos in the control and LK-IVK groups. Embryos in Group YD
and Group LK-YD were slow frozen, and embryos in Group VIT and Group LK-VIT
were vitrified. Frozen embryos were kept in liquid nitrogen for at least one day and
thawed. After the embryos were thawed, their development was observed for 3 days.
In the evaluation of the culture on the 3rd and 6th days, the addition of L-carnitine to
the culture medium did not effect cleavage and embryo development (p>0.05). When
the control and Group LK-IVK were examined, it was determined that the addition of
L-carnitine to the culture medium did effect the expanded blastocyst and hatching
blastocyst rates at the end of the 24th and 72nd hours (p>0.05). However, at the 48th
hour examination, the hatching rates of Group LK were found to be lower than those
of Group Control (p<0.05). L-carnitine did not effect expanded blastocyst and hatching
blastocyst rates at 24, 48 and 72 hours after thawing in slowly frozen and vitrified
embryos (p>0.05). As a result; It was determined that the addition of L-carnitine to the
culture medium of IVP embryos did not affect the cleavage and embryo development
rates at the 3rd and 6th days of culture, and the survival and development rates of
vitrification and slow-frozen embryos. It is recommended to repeat the study with
more numbers in future studies. If commercial medium is to be used in studies, the
antioxidant content and density of the medium used must be known. It is recommended
to measure lipid contents and ROS levels in evaluating the efficacy of L-carnitine in
embryos.

Keywords: Antioxidant, Embryo, Lipid, Vitrification, Slow Freezing.
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1. GIRIS

Canli hiicrelerin biyolojik ve kimyasal reaksiyonlar1 diisiik sicakliklarda
onemli dl¢iide azalmaktadir. Ultra diistik sicakliklarda ise biyokimyasal ve metabolik
aktiviteler neredeyse tamamen durmaktadir. Bu durum hiicre veya dokularin uzun siire
sogukta saklanabilecegini gostermektedir (Jang ve ark., 2017). Hiicreler saklama
siirecinde fiziksel yapilarint ve canliliklarini korumakta ve sonrasinda normal
fizyolojik fonksiyonlaria geri donebilmektedir. Kriyoprezervasyon olarak bilinen bu
teknik ile canli hiicreler ultra diisiik sicakliklarda (-196°C) genetik ve fizyolojik olarak
stabilize halde korunabilir (Dhali ve ark., 2018). Temel arastirmalarda oldugu kadar
bir¢ok tibbi uygulamada da kullanim potansiyeline sahip olan kok hiicreler ve canli
dokular bulunmaktadir. Bu doku ve hiicreler basit sogutma veya dondurma sirasinda
meydana gelen, buz kristali olusumu, ozmotik sok ve hiicresel hasar nedeniyle uzun
stire saklanamamaktadir. Dondurulup c¢ozdiiriilen hiicrelerde Oliimler meydana
gelebilmektedir. Hiicre ve dokularin basarili kriyoprezervasyonu son yillarda
kriyoprotektan maddeler ve sicaklik kontrol ekipmanlarinin kullanilmasiyla giderek
artmaktadir. Bu durum hiicrelerin veya dokularin basarili bir sekilde dondurularak
saklanmas1 ve kriyoprezervasyon tekniginin daha yaygin hale gelmesine neden

olmustur (Jang ve ark., 2017).

Oositlerin ~ ve  embriyolarin  kriyoprezervesyonu  yardimci  lireme
teknolojilerinin ayrilmaz bir pargasini olusturmaktadir. Kriyoprezervasyon in vitro
embriyo iretim (IVP), embriyo transfer teknolojileri ve genetik 1slahda daha hizl
ilerlemelere imkén saglamaktadir. Memeli embriyolari ilk kez 1972 yilinda basarili bir
sekilde dondurulmustur. Materyal olarak fare embriyolar1 kullanilmis ve -196°C’de
saklanmistir. Cozdiiriilen embriyolarin %50-70'inin hayatta kaldig: bildirilmektedir
(Whittingham ve ark., 1972). Sonraki yillarda ise ¢iftlik hayvanlar1 da dahil olmak
tizere birgok memeli tlrlerinde oosit ve embriyo dondurulmustur. Gamet
kriyobiyolojisi alant son yillarda oldukca gelismistir. Genetik olarak {istiin
hayvanlardan elde edilen oositlerin ve embriyolarin kriyoprezervasyonu, planl iireme
programlarinin gelistirilmesi i¢in umut verici olmaktadir. Kriyoprezervasyon nesli
tilkenmekte olan hayvanlar ve iistiin genetik 6zelliklere sahip hayvanlarinin biyolojik

cesitliligini korumak icin olduk¢a 6nem tasimaktadir. Ayrica IVP, embriyo transferi,



kok hiicre tiretimi ve genetik miithendisligi gibi yardimei iiremenin bir¢ok alaninda
kullanilmasi i¢in oositlerin ve embriyolarin dondurularak saklanmasini saglamaktadir

(Dhali ve ark., 2018).

Kriyoprezervasyon, hiicrenin metabolik faaliyet hizin1 yavaglatarak uzun siire
saklanmasii saglamaktadir. Ancak, dondurulan hiicrelerde hasarlar meydana
getirebilmektedir (Mandawala ve ark., 2016). Temel olarak, oosit ve embriyolarin
dondurarak saklamasi i¢in yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri
kullanilmaktadir (Dhali ve ark., 2018). Yavas dondurulan embriyolarda ¢dzdiirme
stiresinin uzamasi zona pellusida da hasarlar meydana getirebilmektedir (Liebermann
ve Tucker, 2002). Vitrifikasyon ile ilgili olarak; kristallesme, devitrifikasyon ve camsi
¢ozeltinin kirilmast gibi sorunlar1 bulunmaktadir. Ayrica kriyoprotektan madde
yogunlugu oldukga fazladir. Kriyoprotektan maddelerin embriyotoksik etkisine bagl
olarak yogunlugun fazla olmasi hasarlara neden olabilmektedir (Arav, 2014). Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda IVP embriyolarinin, kriyoprezervasyona karsi oldukca
hassas olduklar1 gosterilmektedir. Ayrica IVP ve in vivo iiretilen (IVD) embriyolarin
molekiiler diizeyde oldugu kadar morfolojik ve metabolik diizeyde de farklilik
gosterdigi bildirilmektedir. Ticari sigir yetistirme programlarinda sigir embriyolarinin
IVP’sinin artan 6nemi, kriyoprezervasyonun iyilestirilmesini gerektirmektedir (Leese

ve ark., 2008; Rizos ve ark., 2002).

1.1. Embriyo Kriyoprezervasyon Tarihgesi

Kriyoprezervasyona yonelik ilk girisimler 1930 yillarinda Luyet'in yaptig
calismalara dayanmaktadir. Ferdows ve ark. 1958 yilinda, tavsan zigotlarim
dondurarak saklamaya c¢alismiglardir. Ancak istenilen basariya ulasamadiklar
bildirilmektedir (Ali, 1992). Whittingham (1971) polivinilpirolidon (PVP) icinde
dondurulup ¢ozdiiriilen fare embriyolarinin hayatta kalmasini basarmistir. Ancak
basar1 oranit olduke¢a diistiktiir (Whittingham, 1971). Whittingham daha sonra
arkadaslariyla yaptig1 calismalarda kriyoprezervasyon teknigini gelistirerek asil
basarili dondurma islemi gergeklestirmistir. Fare embriyolar biiyiikliigiindeki
hiicrelerde, hiicre i¢i buz olusumunu 6nlemek i¢in soguma hizinin 1 °C'den daha hizl

olmamast  gerektigini  bulmuslardir. Daha sonra fare  embriyolariin



kriyoprezervasyonuyla yaptigi calismada benzer sonuglar elde etmistir (Whittingham
ve ark., 1972). Whittingham ve Whitten (1974), sivi nitrojen iginde transatlantik
tasimadan sonra donmus fare embriyolarinin hayatta kaldigini bildirmektedir. Yapilan
caligmalarda embriyolarin tek adimda kriyoprotektanlara maruz kaldiginda yiiksek
embriyonik Oliimlere neden oldugu tespit edilmistir. BOylece embriyo kaybini
onlemek icin kademeli olarak kriyoprotektan kullanimin1 gelistirilmistir (Willadsen ve

ark., 1976).

Embriyo kriyoprezervasyonu iizerine yapilan ilk ¢aligmalar genellikle fare
embriyolar1 lizerindeydi. Sonraki ¢alismalarda, sigirlar (Wilmut ve Rawson, 1973),
tavsanlar (Bank ve Maurer, 1974), sicanlar (Whittingham, 1975), koyunlar (Willadsen
ve ark., 1974), kegiler (Bilton ve Moore, 1977), kisraklar (Yamamoto ve ark., 1982),
babunlar (Pope ve ark., 1984), marmoset maymunlari (Summers ve ark., 1987), kediler
(Dresser ve ark., 1988) ve insanlarda (Zeilmaker ve ark., 1984) basarili embriyo
kriyoprezervasyonu gergeklestirilmistir. Embriyo kriyoprezervasyonuna ait yapilan

calismalar Tablo 1.1’ de verilmektedir.

Tablo 1.1. Embriyo kriyoprezervasyonun tarihi gelisimi (Leibo and Songsasen, 2002).

Yil Tiir Arastirmaci
1972 Fare Whittingham ve ark.
1973 Inek Wilmut ve Rowson
1974 Tavsan Bank ve Maurer
1974 Koyun Willadsen ve ark.
1975 Sican Whittingham
1977 Keci Bilton ve Moore
1982 At Yamamoto ve ark.
1984 Babun Pope ve ark.
1984 Insan Zeilmaker ve ark.
1985 Hamster Ridha ve Dukelow
1987 Marmoset Maymunlari Summers ve ark.
1988 Kedi Dresser ve ark.
1989 Domuz Hayashi ve ark.
1989 Rhesus Maymunu Wolf ve ark.




Diinya ¢apinda 1980'lerin ortalarina gelindiginde laboratuvar ortamlarinda ¢ok
sayida tiire ait embriyolarin yavas kontrollii dondurma teknigi ile basar1 sekilde
donduruldugu belgelenmistir. Ancak yavas dondurma tekniginin maliyetli ve
laboratuvar ¢alisanlari i¢in zaman isteyen bir teknik olmasi gibi dezavantajlar1 oldugu
bildirilmektedir. Yavas dondurma islemi ortalama 3-4 saat siirmektedir. Dolayisiyla
yapilan ¢aligmalarla hizl1 ve ultra hizli dondurma teknikleri gelistirilmistir. Gliserol ve
sakkaroz veya propilen glikol (PG) ve sakkaroz kullanilarak c¢ok sayida tiire ait
embriyolarla hizli ve ultra hizli dondurma calismalar1 denenmistir. Dondurulan
embriyolarin ¢ozdiiriildiikten sonra hayatta kalma oranlarmin yiiksek olmasi umut
verici sonuglar gosterse de, o yillarda evrensel olarak kabul gormemekteydi (Chupin
ve De Reviers, 1986; Szell ve Shelton, 1987). Mazur ve ark. (1974) sigir kan
hiicrelerinin kismi dehidrasyonu i¢in sakkarozu kullanmislardir. Sonraki ¢aligmalarda
sakkaroz embriyo dondurulmasinda kullanilmaya baglanmistir (Kasai ve ark., 1980).
Sonraki yillarda hizli dondurma teknigiyle, dondurulan fare embriyolarinin hayatta
kalma oranlar1 %95’lere kadar yiikseltilmistir (Szell ve Shelton, 1987). Benzer sekilde
fare embriyo kriyoprezervasyonunda kriyoprotektan olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
ve sakkaroz kullanildiginda ¢oziilme sonrasi hayatta kalma oranlarinin %92 civarinda
oldugu bildirilmektedir (Shaw ve Trounson, 1989). Ali ve Shelton (1993) DMSO’nun
ultra hizli dondurma prosediirleri i¢in gliserolden daha etkili oldugunu bildirmektedir.
Ancak ultra hizli dondurmanin vitrifikasyon tekniginin yeniden ortaya ¢ikmasiyla
golgelendigi bildirilmektedirler. Ultra hizli dondurma c¢alismalar1 1990'arin ilk
ceyreginden sonra vitrifikasyon teknigine yonlendigi goriilmektedir. Vitrifikasyonda
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 buz olusumu 6nlenebileceginden daha i1yi hayatta

kalma oranlar1 beklenmistir (Mazur, 1984).

Vitrifiye edilen fare embriyolarindan, 1980 yilinda canli yavru dogumlartyla
vitrifikasyon teknigine biiyiik ilgi olusmustur (Rall ve Fahy 1985; Rall ve ark., 1987).
Yardimci iireme teknikleri i¢in sigir embriyolarinda etilen glikol (EG), DMSO ve
sakkaroz kullanilmasiyla vitrifikasyon tekniginde onemli gelismeler olmustur
(Ishimori ve ark., 1993). Bdylelikle ultra hizli dondurma tekniklerinden olan
vitrifikasyona ilgi artmigstir. Vitrifikasyon teknigi, yavas dondurma yontemine

alternatif olarak gelistirilmistir.  Vitrifikasyon kullanilan konsantre c¢ozelti



sogutuldugunda, "cam" ad1 verilen ¢ok viskoz kat1 hale gelmesi ilging bir durum olarak
nitelendirilmektedir. Bu viskoz 6zellikteki katt madde, s1vi molekiiler yapisina ve kati
mekanik 6zelliklerine sahiptir (Kasai ve ark., 1990). Ilk basaril1 vitrifikasyon isleminin
1985'te fare embriyolarinin -196°C'de buz olusmadan kriyoprezervasyonu ile
gerceklestirildigi bildirilmektedir (Rall ve Fahy, 1985). Daha sonra bu teknik iizerinde,
farkli tiirdeki oosit ve embriyolarin dondurarak saklamasi i¢in ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Boylelikle vitrifikasyon kanitlanmis bir kriyoprezervasyon yontemi olarak
kabul edilmistir (Jang ve ark., 2017). Giiniimiizde IVP embriyolar i¢in en popiiler
dondurma yontemi hala vitrifikasyondur (Vajta, 2000). Embriyolarinin kiiltiir
ortamlarinin gelistirilmesiyle birlikte, dondurulmus embriyolarin transfer sayisinda

artis oldugu gozlenmistir (Ferré ve ark., 2020).

1.2. Embriyo Dondurmanin Avantajlari

Embriyo transfer teknolojisi suni tohumlama uygulamalarindan sonra hayvan
1slahinin ilerlemesinde olduk¢a &nemli yere sahiptir. Ilk calismalarda taze embriyo
transferi uygulanmaktaydi. Dondurma tekniginin gelistirilmesiyle embriyonun taze
transfer edilme sorunu ortadan kalkti ve embriyo iiretimi ticari bir hal aldi. Taze
transferin onemli sorunlar1 arasinda tasiyict hayvanin 6nceden senkronize edilmesi yer
almaktaydi. Ayrica bir embriyo transferi i¢in en az iki tastyict hayvanin senkronize
edilerek, transfer icin hazir hale getirilmesi gerekmekteydi. Bu yiizden fazla sayida
tasiyiclt hayvanin senkronizasyonu ekonomik maliyetin artisina neden olmaktaydi

(Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Embriyo kriyoprezervasyonun gelistirilmesiyle birlikte fazla sayida tasiyici
hayvanin senkronize edilmesi ortadan kalmaktadir. Boylelikle ekonomik maliyet
oranlar1 da oldukga diismektedir. Ayrica genetik 6zellikleri yiiksek hayvanlardan elde
edilen embriyolarin dondurulmasiyla birlikte embriyolar farkli  bdlgelere
taginabilmekte ve bu durum ticari bir hali ortaya ¢ikartmaktadir. Dondurulmus
spermanin kullanilmasi ile sadece babadan gelen genetik 6zellikler taginirken, embriyo
transferi ile anne ve babanin her ikisinin genetik Ozellikleri nesillere
aktarilabilmektedir. Embriyo dondurulmasiyla birlikte embriyo bankalar

kurulmustur. Boylelikle iistiin genetik 6zellikler, nesilden nesile aktarilabilmekte, soyu



tikenmekte olan hayvanlarin soylari devam ettirilebilmekte, gen miihendisligi ve
biyomedikal ¢aligmalarda biiylik gelismelere imkan saglanabilmektedir (Sagirkaya ve
Bagis, 2003).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Embriyo Kiiltiir Sistemleri

In vitro fertilizasyon (IVF) sonrasinda embriyolarm uygun 1s1, gaz, nem
kosullar1 ve belirli medyumlar igerisinde inkiibe edilerek gelisimleri devam
etmektedir. Bu inkiibasyon islemine embriyo kiiltiirii denilmektedir (Feugang ve ark.,
2009; Gordon, 2003). in vitro basamaklardan biri olan in vitro kiiltiir (IVK)
asamasinda, basar1 bir¢ok faktdre bagl olarak degismektedir. Bu faktorler; kiiltiir
sistemleri (ko—kiiltilir, sirali kiiltiir sistemleri vb.), kullanilan medyumlar1, kiiltiir
kosullar1 (sicaklik, gaz konsantrasyonu ve ortam 1s1s1), kiiltiir siiresi ve kullanilan katk1
maddelerden (hormonlar, serum, antioksidanlar vb.) olusmaktadir. Ayrica kiiltiir
ortami1 maksimum seviyede tutulsa bile, laboratuvar ortamlar1 sonuglart olumsuz

etkileyebilmektedir (Sen, 2014).

Ovidukt epitel hiicreleri ile yapilan IVK islemlerinde basarili sonuglar
alimmistir. Koyunlarda uygulanan oviduktal tek tabakali kiiltiir sistemleri IVF’de
embriyo kiiltliir asamasi i¢in 6nemli bir doniim noktasi olmustur. Bu yontem ile
embriyolarin expanded blastosist asamasina kadar gelebildigi bildirilmektedir
(Gandolfi ve ark., 1986). Sonraki yapilan g¢alismalar ile somatik hiicrelerin de

embriyonik gelisim i¢in uygun ortam barindirdigi tespit edilmistir (Gordon, 2003).

Fertilizasyon asamasi tamamlanan embriyolarin Kkiiltiire edilmesi ile
embriyolarin ihtiya¢ duyduklar1 besin maddeleri karsilanmakta ve gelisimleri
saglanmaktadir. Kiiltiir islemi genellikle ko-kiiltlir ve igerigi tanimlanmis kiiltiir
soliisyonlar1 ile yapilmaktadir. Ko-kiiltiir yontemi herhangi bir hiicre kiiltiiriine
gereksinim duyulmadan uygulanabilmektedir. Kiiltiir medyumu olarak igerigi bilinen
medyumlar ve ticari olarak sunulan hazir medyumlar (Quinn’s Advantage Medium
(QAM), Gardner 1 (G1) ve Gardner 2 (G2)) kullanilmaktadir (Bucak ve ark., 2010;
Cooke ve ark., 2002; Cevik ve ark., 2014). Kiiltiir asamasinda modifiye sentetik
oviduct sivisi (mSOF) kullanilarak elde edilen blastosistlerin tasiyict hayvanlara
transfer edilmesiyle %6,7 oraninda gebelik gozlenirken, G1-G2 sirali medyumlarda

%27,9 oraninda gebelik gozlendigi bildirilmektedir (Wang ve ark. 2011). Kiiltiir



medyumlari igerisinde temel olarak aminoasit, mineral ve glikoz bulunmasina ragmen,
medyumlarda basit farkliliklar olabilmektedir. Ticari amagli iiretilen tiim medyumlarin
temel amaci1 mevcut uterus ortamini taklit etmek, embriyonik gelisim ve beslenmeyi
destelemektir (Gordon, 2013; Sen, 2014). IVK asamasinda en ¢ok tercih edilen
medyumlar diisiik oksijen konsantrasyonlar1 (%)5) ile yliksek oranda blastosist verimi
saglayan sentetik oviduct stvist (SOF), doku kiiltiir medyumu (TCM-199) ve CR1aa
medyumlaridir (Feugang, 2009; Suthar ve Shah, 2009).

2.1.1. Ko—Kkiiltiir

Ko-kiiltiir yonteminde embriyolar ovidukt epitel hiicreleri, granuloza ve
fibroblast gibi hiicreler ile birlikte kiiltiire edilmektedirler. Ayrica ovidukt epiteli,
granuloza ve fibroblast gibi hiicreler kiiltiir medyumundan alindiktan sonra kalan
medyum ile de kiiltiir islemine devam edilebilmektedir. Ko-kiiltiir yonteminin temel
amaci kiiltiire edilen hiicreler tarafindan salgilanan biiylime faktorleri ile embriyolarin
gelisim ve biiylimesinin siirdiiriilmesidir (Czlonkowska ve ark., 1991, Kuran, 1999;
Kelly ve ark., 2007). Ayrica, somatik hiicrelerden yapilmis ko-kiiltiirlerin, embriyo
gelisimine zarar verecek bilesenlerin etkisini azaltan ve embriyonik gelisimi
destekleyen yapilart olusturdugu bildirilmektedir (EI Mouatassim ve ark., 2000;
Gordon, 2013; Nematollahi—-Mahani ve ark., 2009). Ancak ko-kiiltiirle kiiltiir edilen
embriyolarda transfer sonrasinda oldukg¢a fazla gebelik komplikasyonlar
goriilmektedir. Ornek olarak, fotal kayip oranlarinin artmasi, fazla sayida abortlarin
goriilmesi gosterilebilir. Ayrica dogan yavrularin normalden daha biiyiik olmas1 gibi
anomalilere neden oldugu i¢in, giinlimiizde kullanimi pek tercih edilmemektedir

(Carolan ve ark., 1999; Kuran ve ark., 1999; Sen, 2014).

2.1.2. Icerigi tanimlanmis medyumlarda IVK

Sigir embriyolariin  IVK asamasinda ¢esitli ticari ve taninmis kiiltiir
medyumlar1 kullanilmaktadir. Bu medyumlar SOF ve amino asit ilaveli sentetik
ovidukt s1vis1 (SOFaa), Chatot—Ziomek—Bavister (CZB), Charles Rosencrans (CR1 ve
amino asit destekli Charles Rosencrans (CRlaa), KSOM, ardisik ticari veya
tanimlanmis G1.1/G2.2, QAM, TCM 199, Hams-F10, Tyrods, CR1 ve KSOM gibi



kiiltiir medyumlaridir. Medyumlar arasinda bazi basit farkliliklar bulunmaktadir.
Ancak temel olarak tiim medyumlar bovine serum albumin (BSA), fetal calf serum
(FCS), aminoasitler, biiylime faktorleri, antioksidanlar vb. maddeleri icermektedir.
Embriyonik gelisim, medyumlarin yam1 sira laboratuvar ortamindan da
etkilenmektedir. Dolayisiyla in vitro embriyonik gelisim bir¢ok faktore bagl olarak
farkliliklar gosterebilmektedir (Bavister ve ark., 1992; Bucak ve ark., 2010; Camargo
ve ark., 2006).

Antioksidan bir madde olan kuersetin farklt konsantrasyonlarda IVK
medyumlarinda kullanilarak blastosist 1iizerine etkileri arastirilmistir. Diisiik
konsantrasyon (1 ve 5 uM) uygulanan kuersetinli medyumlarda kiiltiir edilen
embriyolarda blastosist oranlarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlarinin (20 ve 50 uM) ise blastosist gelisimini olumsuz etkiledigi

bildirilmektedir (Maturana ve ark., 2019).

Karanfil (Syzygium aromaticum) yagi [IVK medyumlarinda kullanilabilen bir
baska antioksidandir. Santos ve ark. (2019) karanfilin (20 pg/mL) IVP sirasinda
meydana gelen oksidatif stresi azalttigini, embriyonik gelisimi olumlu etkiledigini
belirtmislerdir (Santos ve ark., 2019). Karanfil esansiyel yagi, lipid peroksidasyonunu
inhibe etme, protein hasarii azaltma, DNA fragmantasyonunu onleme ve murin
makrofajlarinda serbest radikal olusumunu azalttig1 saptanmistir (Mahapatra ve ark.,

2009).

Bir diger antioksidan madde ise L-karnitin (B-hidroksi-gama-trimetil amino
biitirik asit)’dir. Kiltlir ortamina eklenmesi, embriyo lipit igerigini azaltmakta ve
gelisimsel yeterliligi artirmaktadir. Buna bagli olarak bu maddenin in vitro
embriyolarda gelisim ve hatching oranlarini artirdig bildirilmektedir (Ghanem ve ark.,

2011; Hwang ve Hochi, 2014).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) embriyo gelisimi iizerine olumlu etkilerine
ragmen, fazla olmasi veya antioksidan miktarinin diisiik olmasi; DNA hasari,
metabolik degisiklikler, mitokondriyal stres ve hiicre 6liimii gibi olumsuzluklara yol

acabilmektedir (Van Hoeck ve ark., 2015). Kiiltiir sirasindaki krosetin takviyesi ile



embriyolar oksidatif strese karst korunabilmektedir. Dos Santos ve ark. (2018), IVP
embriyolarin  kiiltiir asamasinda, kiiltir medyumlarima krosetin takviyesini
incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda kiiltiir medyumuna krosetin eklenmesi ile
embriyolar iizerindeki oksidadif stresin kalktigi, embriyolarin stres ortamina
adaptasyon sagladigi, blastosist agamasina ulagsan embriyo say1 ve kalitelerinin arttig

bildirilmektedir (Dos Santos ve ark., 2018).

Glutatyon (GSH) ROT’u temizleyerek kiiltiir sistemini optimize etmektedir.
Ancak eksojen GSH'nin hiicre i¢i GSH'yi nasil etkiledigi ve embriyo gelisim hizini
nasil artirdig1 bilinmemektedir. Kiiltiir medyumlarina 7 giin boyunca GSH veya GSX
(stabil bir GSH izotopu) eklenerek embriyo iizerine etkileri arastirilmigtir. GSH'ye
benzer sekilde, GSX de in vitro gelisim hizin1 ve embriyo kalitesini artirdig tespit

edilmistir (Li ve ark., 2019).

Ineklerde fertilizasyon sonrasi embriyonun gelisimi ve enerji ihtiyaci uterus
tarafindan salgilanan esansiyel ve esansiyel olmayan aminoasitler tarafindan
karsilanmaktadir. Sigir embriyolarinin  kiiltirinde en yaygm olarak, SOFaa
kullanilmaktadir. Serum i¢cermeyen bu medyumlara amino asit ilavesinin embriyonik
gelisim tizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Kullanilan amino asitlerin antioksidan
gibi davranip kiiltir medyumunun pH ve ozmotik basincini kontrol altina aldig
diisiiniilmektedir. Boylece amino asitler embriyonik gelisimi olumlu etkilemektedir.
Tiim bu etkilerin yani sira amino asitler embriyo kiiltlir asamasinda hiicre boliinmesini
artirmakta ve embriyo lizerindeki ¢evresel stresi ortadan kaldirmaktadir (Sen, 2014).
Ayrica kiiltiir medyumlarina epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve IGF’lerin eklenmesi
ile embriyonik gelisim iyilestirilebilmektedir (Ravelich ve ark., 2004).

Kiiltiir medyumlarinda, genellikle BSA gibi protein kaynaklari bulunmaktadir.
Mevcut bu proteinler ise embriyo gelisimde toksik maddelerin etkilerini ortadan
kaldirmaktadir. Flood ve Shirley, (1991) distik kaliteli saf suyla hazirlanan kiiltiir
medyumunu BSA iceren ve BSA igermeyen kiiltiir medyumu olarak kiyaslamiglardir.
Arastirmacilar kiiltlir medyumlarinin BSA ile desteklenmesinin embriyonik gelisim

oranlarini arttirdigini bildirmektedirler (Flood ve Shirley, 1991).
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Icerigi bilinen kiiltir medyumlar1 ile klasik tekli kiiltiir islemi
yapilabilmektedir. Bu ydntem ile inkiibasyona alinan embriyolarin medyumlari
degistirilmeden kiiltiir islemine devam edilmektedir. Tekli kiiltiir ydontem medyumlari
hormon, mineral tuzlar, enerji, antibiyotik gibi maddeler konulan (SOFaa, KSOM,
CRlaa) medyumlardir. Ayrica ticari olarak bulunan (QAM) medyumda
kullanilmaktadir (Cooke ve ark., 2002; Feugang ve ark., 2009; Suthar ve Shah, 2009).
Ticari bulunan IVF bioscience BO-IVC Kkiiltir medyumu da ortam degisikligi
gerektirmeyen sirali olmayan, tek adimli sistem olarak bilinmektedir (Pryor ve ark.,

2022).

Bir baska embriyo kiiltiirii yontemi ise, sirali (ikili) kiiltiir yontemidir. Bu
yontemde kullanilan medyumlarin 72. saat sonrasinda degistirilmesi dnerilmektedir.
Boylece medyum igerisinde birikmis olan toksik metabolitler uzaklastirilmaktadir.
Embriyolar erken donemde piruvat kullanirken, gelisimin ilerledigi komplaktlagsma
asamasinda ise glikoz kullanmaktadirlar. Kullanilan glikoz ile gelisim asamasinda
embriyonun ihtiyag duydugu enerji karsilanmaktadir. Erken embriyonik gelisim
doneminde amino asit kullanimmin smirli olmasi gerektigi bilinmektedir. ikili
embriyo kiiltiir sisteminde amonyak birikiminin Oniline geg¢ilmektedir. Ayrica dev
yavru olusumunu da engellemektedir. ikili kiiltiir sisteminde G1/G2, KSOM/SOF,
SOF1/ SOF2 ve SOF-A/SOF-B gibi medyumlar kullanilmaktadir (Cooke ve ark.,
2002; Gordon, 2003; Suthar ve Shah, 2009).

Mikro akigkan kiiltiir sistemi ile dereceli olarak kiiltir medyumu
degistirilmektedir. BoOylece embriyo {izerindeki stres faktorleri ortadan
kaldirilmaktadir. Bu yontemde embriyo hareket ettirilmeden kontrollii bir sekilde
ortama s1v1 akis1 yapilmaktadir. Normal kiiltiir isleminde embriyo kiiltiir medyumunun
miktar1 50 pl iken mikro akigskan yontemi ile bu miktar 0,125 pl’ye inmektedir (Beebe
ve ark., 2002).

Bir bagka embriyo kiiltlir sistemi ise mikrokiiltiir yontemidir. Bu yontem az
miktarda ve yliksek konsantrasyonda kiiltiir medyumundan olugmaktadir. Embriyo,
embriyotrofik biliyiime faktorlerini korumak i¢in kendine bir mikro c¢evre

olusturmaktadir. Fakat dis ortamda bulunan yiiksek hacimli siv1 ile igeriye kiigiik
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hacimli molekiillerin gecisi engellenememektedir. Bu sistemde IVK isleminin
gerceklestirildigi petri kabinin tabanina uygun bir cihaz ve 1s1 yardimiyla kuyucuklar
acilmaktadir. Boylece embriyolar i¢in ayri bir mikro sistem olusturulmaktadir (Vajta

ve ark., 2008).

Bagka bir IVK sistem ise perfiizyon sistemidir. Bu yontem ile devamli s1v1 akisi
uygulanmaktadir. Bu yontemde diger yontemlerin aksine inkiibasyon stiresinde kiiltiir
medyumlarin1 ¢evreleyen mineral yaglar kullanilmamaktadir. Bu yontemde kiiltiir
medyumlarinin gaz ile temast olduk¢a azdir. Perfiizyon sisteminin bazi mineral
maddelerin ortamdan rahatlikla uzaklastirilabilmesi ve 6lgiilebilmesi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Bu metot insan hekimliginde kullanilirken maliyet ve 6zel malzeme

gereksiniminden dolayi sigirlardaki kullanimi sinirli kalmistir (Feugang ve ark., 2009).

2.2. Embriyo Gelisimini Etkileyen Faktorler

Embriyo tiretimi ¢esitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu faktorler temel
olarak; toplanan sigir oositlerinin biiyiikliigii, kullanilacak olan spermanin motilitesi
(Parrish ve ark., 1995), oositlerin toplandig: ineklerin laktasyon sayisi, (Snijders ve
ark., 2000), oositlerin toplandigr ovaryum fazi (De Wit ve ark., 2000), viicut
kondiisyon skoru (Snijders ve ark., 2000), 1s1 stresi (Baez ve ark., 2019), oositlerin
toplandig1 mevsim (Al-Katanani ve ark., 2002 ), biiyiime faktorlerin varligi (Purohit
ve ark., 2005), oositlerin toplandigi ovaryumlarda korpus luteum (CL) varlig
(Boediono ve ark., 1995), oositlerin toplandigi ineklerde plazma progesteron

konsantrasyonlar1 sayilabilmektedir (Saad ve ark., 2019).

In vitro olarak embriyo iiretmek; oositlerin elde edilmesi, maturasyon, sperm
kapasitasyonu, fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii gibi bir¢ok asamadan olusmaktadir.
Bu agamalar disinda ¢esitli faktorlerden de etkilenmektedir. Donér yasi, spermatozoon
hasar1 ve oosit capt gibi maternal ve paternal faktorler, tekli veya sirali kiiltiir
sistemleri, biiyiime faktorii, hormon, protein kaynaklari, pH, su kalitesi ve osmolarite,
medyum igerikleri, siire, 151k, 1s1, atmosfer gibi inkubasyon kosullar1 embriyo
kiiltiirlinti etkileyen faktorlerdir (Elder ve Dale., 2003; Gordon, 2003; Hafez ve Hafez,
2000; Leibfried- Rutledge, 1999).
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Genellikle IVP’de

embriyolarin morula asamasini gecmis olmasit

istenilmektedir. Kiiltlir isleminin ortalama 6-7. gilinlerinde embriyolar, erken

blastosist, blastosist veya expanded blastosist asamasina ulagsmaktadir (Tablo 2.1 ve

Sekil 2.1). Bu asamaya ulagmis embriyolarin transferi ile gebelik basari oranlari

artmaktadir (Gordon, 2003; Menezo, 2004).

Tablo 2.1. Embriyo gelisim asamalarina gore tahmini yaglar (Seidel ve Seidel, 2019).

Gelisim Asamalan

Tahmini Yas (giin)

1-hiicreli

2-hiicreli

4-hiicrelil

8-hiicreli
16-hiicreli

Erken Morula
Kompakt Morula
Erken Blastosist
Blastosist
Expanded Blastosist
Hatching Blastosist

0-2
1-3
2-3
3-5
4-5
5-6
5-7
7-8
7-9
8-10
9-11
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Sekil 2.1. Embiyolarin gelisim asamalar1 (Gordon, 2003)

Hatching
Blastosist

Kiiltiiriin gerceklestirilecegi inkiibatérde IVF sonrasi sigir embriyolarinin IVK
islemi 38,5-39 °C’lik 1silar arasinda yapilmalidir. Ortam 1sisinin 40 °C ve lizerine
cikmast ise IVF isleminde 6nemli derecede hasarlara yol agtig1 bildirilmektedir (Greve
ve ark., 1993; Goto ve ark., 1989). Inkiibatdr CO2 ve O seviyesinin %35, N2 seviyesinin
ise % 90 civarinda olmas1 gerekmektedir. Inkiibatér CO; seviyesinin daha yiiksek ve
diisiik olmasi boliinmeyi ve embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi saptanmistir
(Pinyopummintr ve Bavister, 1994; Shioya, 1993). Ozellikle O, konsantrasyonun %
20 ve tizerinde olmasi embriyo gelisimini olumsuz etkilemektedir. Ayrica memeli
embriyolarinin kiiltiir medyumlarinin osmolaritesinin 290-300 mOsm civarinda ve

pH’sinin 7,2-7,6 araliginda olmasi istenilmektedir (Abdoon, 2022; Gordon, 2003).

Embriyo kiiltiir medyumlarin1 daha etkili hale getirmek icin igerisine erken
embriyonik gelisimde 6nemli yeri olan gesitli maddeler kullanilmaktadir. Bunlara
ornek olarak; aminoasitler, glutatyon, biliylime faktorleri, siiperoksit taurin, sisteamin

dismutaz, betamerkaptoetanol ve melatonin gibi antioksidanlar, desferrioksamin veya
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etilendiamintetraasetik asit (EDTA) gibi selatorler, koenzim Q10 ve vitaminler,
insiilin-transferrin-selenyum (ITS) ve hiyaliironan, sodyum sitrat ve miyoinositol,
leptin gibi diger molekiiller sayilabilir (Abdoon, 2022; An ve ark., 2019; Gordon,
2003; Rizos ve ark., 2008). Ayrica giines 15181 veya yapay 151ga maruz kalinmasi,
embriyo Uretimi i¢in olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Dolayisiyla yapilan iglemlerin
miimkiin oldugunca karanlik ortamlarda gerceklestirilmesi istenilmektedir (Abdoon,

2022; Gordon, 2003).

Embriyo kiiltiirlerinde embriyo gelisimi i¢in bazi antioksidanlar; sistein, IGF,
EGF ve 16semi inhibitor faktorleri etkili olarak kullanilmaktadir (Kogyigit, 2014, Yang
ve ark., 2019). Yapilan caligmalarda insiilin benzeri biiylime faktori-1 (IGF-1),
epidermal biiylime faktorii ve sistein kombinasyonlarinin IVM ve IVK ortamlarina
eklenmesi ile Yak (Bos Grunniens) irki ineklerde oosit maturasyonu, boliinme ve
blastosist oranlar1 tizerine olumlu etkilerin saglandig bildirilmektedir (Yang ve ark.,

2019).

Time-lapse monitoring (TLM) teknolojisi ile embriyolar siirekli ve noninvazif
olarak degerlendirilebilmektedir. Bu goriintiileme yontemine hizli sinematografi
denilmektedir. Bu teknoloji ile embriyolarin erken bdliinme asamasinda anormal
gelisme gibi spesifik dismorfizmlerin prevalans: ortaya konulabilmektedir. Sigir
embriyolarinda anormal boliinmenin prevalansi ve sonuglar1 hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Magata ve ark. (2019), IVF ile iiretilen embriyolar kiiltiire edildikleri
kaplar i¢inde in vitro gelisme kinetigi 20 dakika araliklarla 10’ar dakika boyunca TLM
ile gézlemlemislerdir. Embriyolarin yaklasik olarak %36’sinda anormal boliinmeler
tespit edilmistir. Morfokinetik degerlendirmelerde ters boliinme (RC; tam ayrilmadan
sonra yeniden birlesen iki yavru blastomer veya bdliindiikten sonra yeniden birlesen
blastomerlerin tamamlanmamis ayrilmasi olarak tanimlandi), dogrudan béliinme (DC;
bir blastomerin beklenen aksine iki yerine iice bdliinmesi) ve diizensiz membrana
sahip embriyolarin, normal boliinme gdsteren embriyolara gore daha yavas
boliindiigiinii tespit edilmistir. Ayrica, RC ve DC kromozomal andploid artisina neden
olmaktadir. Sonug olarak embriyolarin sinematografi yontemi ile degerlendirilmesi ile
yasama yetenegi yiliksek kaliteli embriyolar belirlenebildigi tespit edilmistir (Magata
ve ark., 2019).
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2.3. Embriyolarin Morfolojik Degerlendirilmesi

Diinya genelinde IVP embriyolar1 sayilari, 1990l yillardan beri katlanarak
artmaktadir. Yapilan arastirmalara gore 2014 yilinda, 500.000 IVP embriyo
iiretilmistir. Uretilen bu embriyolarin ise diinya genelinde iiretilen embriyolarin
%350’si kadar oldugu diistiniilmektedir (Blondin, 2017). IVP teknolojisinin gelisiminde
onemli ilerlemelere ragmen, yapilan transferler sonucunda gebelik oranlar1 %19,8 ile
% 55,9 civarinda degisim gosterdigi bildirilmektedir (Sousa ve ark., 2017).
Embriyolarin transferi sonrasi basari oranlarini artirmak ig¢in, temel teknolojik
konulara, embriyo liretim agsamalar1 ve embriyolarin dogru degerlendirmelerine dikkat
edilmelidir. Genel olarak, sigir embriyo kalitesinin degerlendirilmesi, Uluslararasi
Embriyo Transfer Dernegi (IETS) siniflandirmasina gore yapilmaktadir. Siniflandirma
tohumlamadan 7 ile 8 giin sonra morfolojik derecelendirme yoluyla yapilmaktadir.
Transfer edilebilir olarak kabul edilen embriyolarin gebelik basar1 orani sadece % 30—
50 civarinda oldugu bildirilmektedir (B6 ve Mapletoft, 2013; Ferraz ve ark., 2016;
Sugimura ve ark., 2017).

Insan yardimei iireme teknolojilerinde 151k mikroskobu ile hizlandirilmig
sinematografi kullanilarak embriyolarin kalitesinin degerlendirilmesi son zamanlarda
olduk¢a popiiler bir hal almistir. Pronukleus (PN) veya nukleus sayisi, yarilanma
sayisi, blastomer sayis1 gibi morfokinetik parametrelerin goriintiilenmesi insanlarda
yapay iireme teknolojilerinin basarisin1 artirmaktadir (Gardner ve ark., 2015; Petersen
ve ark., 2016). Ineklerde sinematografi kullanilarak embriyolarin morfokinetik
parametrelerin ~ goriintiilenmesinin ~ embriyo  canliliginin ~ ve  kalitesinin
degerlendirilmesinde yararli oldugu bildirilmektedir. Bu yontemin IETS morfolojik
derecelendirmesinden daha yararli bir degerlendirme ydntemi olabilecegi
diistiniilmektedir (Sugimura ve ark., 2012). Ancak IVF sirasinda s1gir embriyolarinin
lipit bakimindan zengin koyu bir sitoplazmaya sahip olmasi nedeniyle PN / niikleer
gbzlem smirlanmaktadir. Dolayisiyla sinematografi ile elde edilen biyolojik bilgiler

siirl kalmaktadir (Yao ve ark., 2018).

Embriyolarin morfolojik olarak degerlendirilmesi igin g¢esitli yontemler

gelistirilmistir. Bu  yontemler  ile embriyolar  transfer =~ Oncesinde
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degerlendirilebilmektedir. Boylece kaliteli embriyolar kullanilarak gebelik oranlar
artirilabilmektedir. Embriyolarin transfer 6ncesi degerlendirilmesi ile gebelik oranlari
artirilabilecegi gibi, embriyolarin bireysel olarak gelisimine devam edip edemeyecegi
hakkinda yorumlar da yapilabilmektedir (Sturmey ve ark., 2009). Giliniimiizde
embriyo  degerlendirilmesinde  morfolojik ve hiicresel degerlendirmeler
kullanilmaktadir. Embriyolarin morfolojik degerlendirilmesinde temel olarak su
Ozellikler aranmaktadir. Embriyo kompakt ve kiire seklinde olmalidir. Blastomerler
benzer biiyiiklilkk ve renkte olmalidir. Perivitellin bosluk acik olmali ve kalinti
icermemelidir. Stoplazma kabarcikli veya taneli olmamalidir. Zona pellusidada yirtik,
¢okiintii ve ylizeyinde herhangi bir go¢iik bulunmamalidir (B6 ve Mapletoft, 2013).
Embriyolarin  ¢apt  150-190 pum arasinda olmalidir. Sigir  embriyolarinin
degerlendirilmesinde en yaygin olarak, embriyolarin gerekli gelisme asamalarina
ulasip ulasmadig1 kontrol edilerek yapilmaktadir (Lindner ve Wright, 1983; Gardner
ve Schoolcraft, 1999; Gordon, 2003).

Embriyolarin enzim aktivitesi, glikoz, amino asit tiiketim ve Uretimi gibi
metebolik 6zelliklerinin embriyo kalitesi ve transfer sonrasi gelisimine devam etmesi
ile iliskili oldugu bilinmektedir. Fakat bu metebolik 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in
cesitli biyokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin pahali, laboratuvar
ortamina gereksinimi ve zaman almasi gibi dezavantajlarinin yani sira embriyolarin
morfolojik degerlendirilmesi kadar pratik bir yontem olmadigi bildirilmektedir.
Dolayisiyla embriyolarin morfolojik olarak degerlendirilmesi ekonomik ve zaman
anlaminda avantaj sagladigi i¢cin yaygin olarak kullanilmaktadir (Donnay ve ark.,

1999; Sen, 2014).

Embriyolarin kalitesinin degerlendirilmesinde embriyolarin renk, sekil,
saglikli hiicre sayisi, dejenere hiicre sayis1 ve hacmi, kompakt yapi, perivitellin bosluk
ve genisligine bakilmasi gerektigi belirtilmistir (Lindner ve Wright, 1983; Wright ve
Ellington, 1995). Embriyolarin degerlendirilmesinde ¢esitli  tanimlamalar
kullanilmaktadir. Bazi c¢aligmalarda iyi ve zayif embriyo olarak simiflandirma
yapilirken, bazi c¢aligmalarda da ¢ok iyi, iyi ve daha az iyi embriyolar diyerek
siniflandirma kullanilmaktadir. Embriyolarin 1yi, orta ve zayif olarak siniflandirilmasi

basit ve giivenilir sistemler olarak kullanilmaktadir. Sigir embriyolarmin kalite
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degerlendirilmesi en yaygin olarak gelisim asamalarina ulagmasma bakilarak

yapilmaktadir (Gordon, 2003; Sen, 2014).

2.3.1. Embriyolarin kalite siniflandirmasi

Embriyonun kalitesi morfolojik biitiinliige gore genellikle sayisal olarak
yapilmaktadir (B6 ve Mapletoft, 2013). Uzman kisiler tarafindan birince derecede
kaliteli embriyonun belirlenmesi kolaylikla yapilabilmektedir. Ancak embriyolarin
ikinci veya tiglincli kalitede olmasi durumunda ayirt edilmesi zor olabilmektedir.
Ayrica IVP embriyolarin daha degisken morfolojiye sahip olmasi nedeniyle
derecelendirilmesini daha zor oldugu belirtilmektedir (Wright ve Ellington, 1995).
Embriyolarin yasam siireleri oda 1sisinda (ortalama 20 °C) yaklasik olarak 8 saattir.
Elde edilen embriyolarin transferi veya dondurma islemi yapilacak ise bu siirenin 3-4
saat igerisinde yapilmasi istenilmektedir (B6 ve Mapletoft, 2013; Smith, 2009). Elde
edilen embriyolarin kalite degerlendirilmesi; egitim, deneyim ve uygun ekipman ile

basaril sekilde yapilabilmektedir (Seidel ve Seidel, 2019).

Giliniimiizde embriyo kalitesinin degerlendirmesinde en yaygin olarak
IETS’nin yapmis oldugu siniflandirma sistemi kullanilmaktadir (Stringfellow ve
Givens, 2013). Bu simiflandirmaya gore embriyolar grade 1, grade 2 grade 3 ve grade
4 olmak {izere 4 smifa ayrilmaktadir (B6 ve Mapletoft, 2013).

Grade 1: Bu smnifta bulunan blastosistler kalite bakimindan en iyi smifi temsil
etmektedirler (Sekil 2.2). Hiicre kitlesi, renk, boyut ve yogunluk bakimindan homojen
bir dagilim gdsteren embriyolar, kiire seklinde simetrik bir yapiya sahiptir. Ayrica
beklenen gelisim evresine paralel olarak gelismektedir. Hiicreler aras1 diizen oldukca
yiiksek, hiicre materyallerinin ise %85 kadar biitiinliik igerisinde ve canli hiicrelerden
olusmaktadir. Bu ylizde oran perivitellin boslukta bulunup, zona pellusida digina
c¢ikacak embriyonik hiicreleri temsil etmektedir. Embriyolarin zona pellusida kismi
puriizsiizdiir. Dolayisiyla petri kapina veya pipete yapismasina neden olan i¢ biikey ve
yassi ylizeyleri yoktur. Bu siifta yer alan embriyolar dondurma ¢6zdiirme islemine

dayanikli yapiya sahiptir (B6 ve Mapletoft, 2013; Kara, 2018; Sen, 2014).
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Sekil 2.2. Grade 1 goriintii; kompakt morula siyah ok: ¢ok iyi erken blastosist, ¢izgili
ok: kompakt morula (Kara, 2018).

Grade 2: Bu simifta bulunan blastosistler kalite bakimindan kabul edilebilir seviyede
olan ve iyi kaliteli olarak smiflandirilan blastosistlerdir (Sekil 2.3). Hiicre kitlesinde,
renk, boyut ve yogunluk bakimindan orta derecede diizensizlik bulunmaktadir. Hiicre
materyallerinin %50 kadar1 biitiinliik icerisinde ve canli hiicrelerden olusmaktadir.
Taze transferde icin kullanilabilir embriyolardir. Ancak dondurma ¢6zdiirme islemi
icin grade 1 sinifina gore daha diisiik dayaniklilik seviyesine sahiptirler. Dolayisiyla
genellikle taze transfer igin kullanilmasi onerilmektedir. Dondurma igin uygun
olmadigi, ancak dondurmak gerekiyorsa dondurulabilecegi bildirilmektedir (B6 ve

Mapletoft, 2013; Kara, 2018).

Sekil 2.3. Grade 2 goriintii (Iyi): Kompakt morula (Kara, 2018).
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Grade 3: Zayif blastosistler olarak adlandirilirlar. Bu smiftaki embriyolarda hiicre
kitlesi, renk, boyut ve yogunluk bakimindan biiyiikk derecede diizensizlik
bulunmaktadir (Sekil 2.4). Hiicre materyallerinin %25 kadar1 biitiinliik igerisinde ve
canli hiicrelerden olusmaktadir. Bu smifta bulunan embriyolar dondurma ¢6zdiirme
islemine dayanamazlar. Taze transfer i¢in kullanilabilir. Bu siifta bulunan embriyolar
ile yapilan transfer sonrasinda gebelik oran1 oldukga diistiktiir (B6 ve Mapletoft, 2013;
Kara, 2018).

Grade 4: Bu sinifta 6lii veya dejenere olmus blastosistler yer almaktadir. Cok sayida
bozulmus, degisik sekillerde ve dejenere olmus hiicre kitlesi bulunmaktadir. Hiicreler
genellikle canli degildir. Kullanim i¢in uygun olmayan atilmasi gereken

blastosistlerdir (B6 ve Mapletoft, 2013; Kara, 2018).

Sekil 2.4. IETS kriterlerine gore siiflandirilan blastosistler; A: grade I, B: Grade II,
C:Grade III, D: Grade IV (B6 ve Mapletoft, 2013).

Embriyolarin  basarili bir sekilde degerlendirilmesi embriyo transferi
uygulamalarinin en kritik asamalarindan biridir. IETS, embriyolarin gorsel olarak
degerlendirilmesinin, biyolojik bir sistemin subjektif degerlendirmesi oldugunu
belirtmektedir. Dolayisiyla embriyo transferi sonrasi gebelik oranlarindaki basari;
tastyict hayvanin kalitesi, uygulayan yapan pratisyenin deneyimi, yetenek ve basarisi,
cevre gibi faktorlere bagli olarak degisebilmektedir. Embriyo transferlerinde ise
genellikle grade 1 embriyolarin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (B6 ve Mapletoft,

2013; Kara, 2018).
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2.4. Embriyolarin Kriyoprezervasyonunda Kullanilan Maddeler

2.4.1. Kriyoprotektanlar

Kriyoprezervasyon, sifirin altindaki sicakliklar1 kullanarak canli hiicreleri ve
dokular1 uzun siire koruma yontemidir (Karlsson ve Toner, 1996). Yavas dondurma
ve vitrifikasyon olmak tiizere iki farkli kriyoprezervasyon teknigi kullanilmaktadir
(Yong ve ark., 2016). Yavas dondurma, programlanabilir bir cihaz kullanilarak
icerisinde s1v1 bulunan canli hiicre veya dokular1 diisiik sogutma hizlariyla (6rnegin, 1
°C/dk) dondurma teknigidir (Hubel ve ark., 2014). Vitrifikasyon, igerisinde sivi
bulunan canli hiicre veya dokulari, yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlar
sayesinde, ani 1s1 diisiisii saglanarak hiicre etrafinda hizla cam bir kat1 ylizey olusmast

saglanmaktadir (Rall ve Fahy, 1985).

Genel olarak vitrifikasyon, sogutma sirasinda buz olusumunu 6nlemek icin
viskoz ve yiiksek konsantrasyonlu (6-8M) kriyoprotektanlar kullanilarak
yapilmaktadir (Karlsson ve Toner, 1996). Kriyoprotektanlar genellikle hiicre igi
(permeabl) ve hiicre dis1 (non permeabl) olmak lizere iki kategoriye ayrilmaktadir.
Hiicre i¢ine giren EG, DMSO, PG ve gliserol gibi kriyoprotektanlar, plazma zarina
niifuz edebilmektedir. Bu kriyoprotektanlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 buz olusumunu
onlemek icin su molekiilleri ile hidrojen baglar1 olusturabilen kii¢iik molekiillerdir
(Karlsson, 2002; Shaw ve Jones, 2003). Memeli dokularinin vitrifikasyonu i¢in en az
bir tane hiicre i¢ine gegebilen kriyoprotektan kullanilmalidir. Hiicre i¢ine gegebilen
kriyoprotektanin yiiksek konsantrasyonu asir1 derecede sitotoksiktir. Vitrifikasyonda
genellikle her bir kriyoprotektanin konsantrasyonunu diisiirmek i¢in iki veya daha
fazla hiicre icine girebilen kriyoprotektan kullanilmaktadir. Bdylelikle
kriyoprotektanin sitotoksik etkisi azaltilabilmektedir (Ali ve Shelton, 1993; Fahy ve
ark., 1984; Wusteman ve ark., 2004).

Embriyolar i¢in en yaygin olarak EG ve DMSO veya kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Diisiik toksisitesi nedeniyle hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektan

olarak ilk sirada EG tercih edilmektedir. Hiicre i¢i kriyoprotektanlar toksisitesi azdan
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¢oga olarak; EG, metanol, gliserol, DMSO, PG, biitilen glikol olarak siralanmaktadir
(Ali ve Shelton, 1993).

Hiicre i¢ine gecemeyen kriyopotektanlar, plazma membranina niifuz etmeyen
ve sogutma sirasinda cam olusumunu uyaran hiicre dis1 biiylik molekiillerdir (Hunt,
2017). Sogutma 6ncesi buz kristallerinin olusumunu azaltmakta ve hiicre membranini
korumaktadir. Hiicre i¢ine gegemeyen kriyoprotektanlar arasinda sekerler (glukoz,
sakaroz ve trehaloz) ve yliksek molekiiler agirlikli polimerler (polivinil pirolidon ve
Ficoll) bulunmaktadir (Amorim ve ark., 2011). Yapilan bazi ¢alismalarda hiicre igine
gecen kriyoprotektanlar ile gegemeyen kriyoprotektanlarin birlikte kullanilmasinin
vitrifiye embriyolarda, ¢ozdiirme sonrasinda hayatta kalma oranlarini iyilestirdigi
bildirilmektedir (De Castro ve ark., 2010; Yacoub ve ark., 2013). Trehaloz, siikroz,
glikoz, galaktoz ve fruktoz gibi hiicre dist kriyoprotektanlarin toksik etkilerinin
neredeyse olmadigi bildirilmektedir (Kasai, 1996). Trehalozun siikroza gore daha az
zararll etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Arav ve ark., 1993). Oositlerin ve
embriyolarin dondurularak saklanmasinda ¢esitli kriyoprotektanlar kullanilmaktadir.
Yaygin olarak kullanilan kriyoprotektanlar Tablo 2.2°de gdsterilmektedir (Dhali ve
ark., 2018).

Tablo 2.2. Oositlerin ve embriyolarin dondurularak saklanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan kriyoprotektanlar (Dhali ve ark., 2018).

Intraselliiler Ekstraselliiler
Kriyoprotektantlar Kriyoprotektanlar
Dimetilsiilfoksit Makromolekiiller Sakaroz
Gliserol Dekstran Glikoz
Etilen Glikol Ficoll 70 Siikroz
Propilen Glikol Polivinilprolidon Trehaloz
2,3 Biitanediol Bovin serum albumin Galaktoz
Dimetilasetamid Mannitol Raffinoz

Asetamit
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2.4.1.1. Hiicre icine gecebilen kriyoprotektanlar

2.4.1.1.1. Dimetil siilfoksit

Dimetil siilfoksit, (CH3)SO, formiiliine sahip bir organokiikiirt bilesigidir. Renksiz
ve s1v1 halde olup, polar ve polar olmayan bilesikleri ¢oziicli 6zellige sahiptir. Diislik
maliyetli ve kiiciik sitotoksik etkiye sahiptir. Dolayisiyla kriyoprezervasyonda oldukca
sik tercih edilmektedir. Ayrica kriyoprezervasyon sirasinda biyolojik bir hiicrenin
icindeki ve cevresindeki sogutulmus igeriklerdeki elektrolitik konsantrasyonunu
azaltmaktadir. Donma noktas1 18,5°C'dir. Oda sicakliginin altinda DMSO’nun katiya
dontigmesi onu kriyoprotektan icin ideal hale getirmektedir (Bhattacharya, 2018).
Cams1 yap1 olusturma, gegirgenlik ozelligi ve diisiik sitotoksik etkisinden dolay1

vitrifikasyonda siklikla kullanilmaktadir (Elbarbary, 2004).

2.4.1.1.2. Etilen glikol

Etilen glikol, (CH20H), formiiliine sahip bir diol tiiridiir. Suyla
karistirildiginda hidrojen bagini degistirir. Saflastirilmis EG yaklasik -12°C'de donma
noktasina sahiptir. Ancak %40 su ve %60 EG ile karistirildiktan sonra karigimin
donma noktas1 diismekte ve karigim kristalli maddeler olusturamaz hale gelmektedir.
Boylece soliisyonun donma noktast -45°C'ye diigmektedir. EG’nin bu 6zelligi onu
kriyoprezervasyon ig¢in basarili kilmaktadir (Bhattacharya, 2018). Dondurma
¢ozdiirme sirasinda gamet hiicrelerinde meydana getirdigi zarar gliserole esit

orandadir (Aydiner, 2008).

2.4.1.1.3. Gliserol

Gliserin veya gliserol s1v1 halde bulunan polar organik bir trihidroksi alkoldiir.
Yiiksek oranda hidrofilik 6zellik gosteren poliol bilesigidir. Hafifce tath, zehirli
olmayan bir sividir. Gliserol iyi kozmotropik 6zelliklere sahiptir. Su molekiilleri ile
hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Dolayisiyla sicaklik —37,8°C gibi ¢ok diisiik
olmadik¢a (%70 gliserol ve %30 su) buz kristallerinin olusturulmas: zorlasmaktadir.

Diger kriyoprotektanlar ile karsilastirildiginda gliserol, yiiksek konsantrasyonda daha
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az toksik etkiye sahiptir (Bhattacharya, 2018). Toksik etkisi hiicre membran
biyoenerjisindeki degisiklikler ve ozmotik strese bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Alvarenga ve ark., 2000).

2.4.1.1.4. Propilen glikol

Propilen glikol, UPAC adi: propan-1,2-dioldiir. Kimyasal formiilii C3HsO:
seklindedir. Renksiz ve kokusuz 6zellikleri ile oldukca tatli bir tada sahiptir. Iki alkol
grubu igeren, diol olarak smiflandirilmaktadir. Su, kloroform ve aseton ile
karisabilmektedir (Bhattacharya, 2018). Vitrifikasyonda kullanilmaktadir. Fakat
toksik Ozelligi oldukga yiiksektir (Saylan, 2011). Oldukca toksik o6zellige sahip
PG’nin, %10 konsantrasyonu dahi toksik etki gosterebilmektedir. Dolayisiyla
kriyoprezervasyon isleminde c¢ok diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasi

onerilmektedir (Fahy ve ark., 1984).
2.4.1.1.5. Biitilen glikol

Vitrifikasyonda kullanilan bir kriyoprotektandir. Toksik etkisi oldukca yiiksek
oldugu i¢in embriyo kriyoprezervasyonunda pek tercih edilmemektedir. Genellikle 1

mol/l oranlarin1 agmayacak sekilde kullanilmaktadir (Saylan, 2011).
2.4.1.1.6. Metanol

Oldukgca diisiik toksik etkiye sahiptir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda bile
vitrifiye etmedigi i¢in vitrifikasyonda pek tercih edilmemektedir (Saylan, 2011).

Kriyoprotektanlara ait avantaj ve dezavantajlar Tablo 2.4’de verilmektedir.

24



Tablo 2.3. Kriyoprotektanlarin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Kumar, 2014).

Kriyoprotektan Avantajlar Dezavantajlar
-Kolayca hiicre i¢ine niifuz edebilmektedir. ~ -Hiicre i¢in yiiksek konsantrasyonu
-Buz olusumunu azaltarak, donma islemi olimciildiir.
DMSO sirasinda hiicre 6liimiinii 6nlemektedir -Diisiik sicaklikta, asit kloriirlere maruz

Yiiksek kaynama noktasina 189°C sahiptir.  kaldiginda patlayici
-Normal atmosferik basingta yavas yavas reaksiyon iiretir.
buharlagmaktadir. -Medyumdaki serumu denatiire
-Anti-inflamatuar goreviyle hiicresel hasart1  etmektedir.
Onlemektedir.
-Yiiksek kaynama noktasi ve suya olan -Tek basina kullanimu hiicreler i¢in
affinitesi nedeniyle faydal kurutucudur. toksiktir.

EG -Sicaklig1 diisiirmek i¢in kullamlmaktadir. -Iﬁﬁcre i.qine niifuz etme orani oldukga
-Hiicre i¢ine niifuz edebilen KP'lardir. yulfseknr. )
-I¢ buz kristal olusumunu 6nlemektedir. ;I;I:;z{stzldril:kro Cleggellere zarar
-Kolayca hiicre igine niifuz edebilir.
-Non-korozif (agindirmayan). -Hiicreler i¢in yiliksek konsantrasyonlari

PG -Cok az buharlasmaktadir. tehlikelidir.
-Cok diisiik toksisiteye sahiptir.
-Suyun erime noktasini diistirmektedir.
-Medyumun tahris olmasini &nler.
-Yatistirici etkisi ile hiicrelere yardim -Bir kriyoprotektan olarak kullanilmasi

Gliserol etmektedir. i¢in yliksek konsantrasyonuna ihtiyac

-Buz kristalleri tarafindan olusan hasari duyulmaktadr.
azaltmak i¢in suda ¢oziintirler.
-Sperm dondurmasi kullanilmaktadir.
-Suda ¢oziiniirliik saglamaktadur. -Nadiren KP olarak kullanilmaktadir.

PVP -Nispeten yiiksek viskoziteye sahiptir. -Hiicrelere zarar verir ve

-Hiicreler i¢in daha az toksiktir.

yiiksek viskozitesi nedeniyle ¢oziilmesi
daha fazla zaman almaktadir.

2.4.1.2. Hiicre icine gecemeyen kriyoprotektanlar

2.4.1.2.1. Sekerler

Memeli dokularinin vitrifikasyonunda siikroz, trehaloz ve rafinoz gibi bazi
sekerler kullanilabilmektedir (Brito ve ark., 2018; Nakashima ve ark., 2010). Siikroz,
glikoz ve fruktozdan olusan bir disakkarittir. Stikroz nektarlarda, meyvelerde ve bir¢gok
bitkinin koklerinde bulunmaktadir. Trehaloz, iki glikoz parcasindan olusan bir

disakkarittir. Baz1 hayvanlarda, boceklerde, bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde
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bulunmaktadir. Organizmalar tarafindan donma ve dehidrasyonun iistesinden gelmek
icin kullanilmaktadir. Raffinoz, fruktoz, glikoz ve galaktozdan olusan bir trisakkarittir.
Rafinoz tam tahillarda ve bazi sebzelerde bulunabilmektedir (Clemens ve ark., 2016;
Crowe ve ark., 1983). Genel olarak sekerler, vitrifikasyon ¢ozeltisinin viskozitesini
artirmaktadir. Ayrica hiicre dis1 ¢ozeltiyi vitrifiye etmek i¢in gereken cam gecis
sicakligint yilikseltmektedirler (Amorim ve ark., 2011). Boylece hiicrelerde fiziksel
hasara neden olan ekstraseliiler buz olusumunu azalmaktadir. Ayrica sekerler donma
sirasinda hidrojen bagi yoluyla plazma zarlarini stabilize etmekte ve hiicre hasarini
azaltmaktadir. Ornegin trehaloz, plazma membranlarinin fosfolipitleri ile etkilesmekte
ve hiicre digi buzlarin neden oldugu fiziksel hasardan korunmak ig¢in hiicreleri
cevreleyen camsi kabuklar olusturmaktadir (Quan ve ark.,, 2012). Isitma ve
kriyoprotektanlardan uzaklastirma sirasinda dokulari ve hiicreleri yogun ozmotik
soktan korumaktadir (Amorim ve ark., 2011). Isinma sirasinda, hiicre ig¢ine giremeyen
kriyoprotektan yogunlugu hizli sekilde diismesi ozmotik dengesizliklere neden
olmakta, hiicrelerde sismeye ve lizise neden olabilmektedir (Hunt, 2017). Hiicre
sismelerinin derecesini azaltmak, hiicre icerisine su giris hizin1 kontrol etmek icin
¢ozdiirme ortamina seker eklenmektedir. Vitrifikasyonda hiicre igerisine girebilen
kriyoprotektanlar1 desteklemek icin seker eklenmektedir. Bdylelikle vitrifikasyon
medyumunun tonisite ve viskositesine katkida bulunarak, hiicre igine girebilen
kriyoprotektanin sitotoksik ve ozmotik sok etkisini azaltabilmektedir (Amorim ve ark.,

2011).

2.4.1.2.2. Yiiksek molekiiler agirhikh polimerler

Polietilen glikol, polivinil pirolidon, Ficoll, dekstran ve karboksilatli e-poli-1-
lisin (COOH-PLL) gibi yiiksek molekiiler agirliklt polimerler, memeli dokularinin
vitrifikasyonunda kullanilmaktadir (De Castro ve ark., 2010; dos Santos Neto ve ark.,
2015; Fujihara ve ark., 2019; Lunardi ve ark., 2016). Ficoll ve dekstran seker bazli
polimerlerdir. Ficoll, sakkaroz ve epiklorohidrinin kopolimerizasyonuyla olusturulan
sentetik bir polisakkarittir (Huebinger ve ark., 2016). Dekstran, laktobasil ailesinden
bazi laktik asit bakterileri tarafindan sakkarozdan iiretilen bir polisakkarittir (Prechtl
ve ark., 2018). Yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerin vitrifikasyonda birkag¢ rolii

vardir. Sekerlere benzer sekilde, yiiksek molekiiler agirlikli polimerler genellikle
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vitrifikasyon ortaminin viskozitesine katkida bulunmakta ve hiicre dis1 buz olusumunu
azaltmaktadir (Fuller, 2004). Yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerin kullanilmasi
vitrifikasyon sirasinda kriyoprotektanlarin sitotoksik etkisini azaltmaktadir (Amorim
ve ark., 2011). Baz1 yiliksek molekiiler agirlikli polimerler antioksidan olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica buz olusumunda kristallesme inhibitorii olarak hareket
edebilmektedir. Polietilen glikol sogutma ve 1sinma sirasinda olusan serbest
radikallerden koruyarak plazma membranlarina zarar veren lipit peroksidasyonunu

engelleyebilmektedir (Puts ve ark., 2015).

2.5. Embriyolarin Kroyoprezervasyonu

Embriyolarin dondurularak saklanmasina yonelik ¢aligmalar 1950’11 yillara
dayanmaktadir. Bu kapsamda ilk olarak tavsanlarda in vivo fertil olan proniikleer
embriyolar dondurulmustur (Smith, 1952). Bu calismadan yararlanilarak dondurulup
cozdiiriilen fare morulalarinin transferi sonrast canli yavrular elde edilmistir
(Whittingham ve ark., 1972). Kriyoprezervasyon tekniginin gelismesiyle birlikte IETS
verilerine gore diinya ¢apinda yilda ortalama 1.419.334 sigir embriyosu iiretilmektedir
(Sekil 2.5). Embriyo liretimine paralel olarak embriyo kriyoprezervasyonu giderek

artis gostermektedir (Sekil 2.6) (Viana, 2020).

16x10°+
14x10°4
12x10°4
10x10°4

8x10° 4

Uretilen Embriyolar

N
6x10° 4

4x10° 4

2x10° 4

0

Yillar

Sekil 2.5. Yillara ait kaydedilen sigir embriyolarinin sayist (Dhali ve ark., 2018)
(IVD, IVP ve toplam embriyo sayilari).
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Sekil 2.6. Yillara gére dondurulmus sigir embriyolarinin transfer oran1 (Dhali ve ark.,
2018)
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Kriyoprezervasyon hiicrenin metabolik faaliyetlerinin hizin1 yavaglatarak uzun
siire saklanmasini saglamaktadir. Ancak, dondurulan hiicrelerde cesitli hasarlar
meydana getirebilmektedir (Mandawala ve ark., 2016). Temel olarak, oosit ve
embriyolarin dondurarak saklamasi icin yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasindaki en biiyiik fark, kullanilan kriyoprotektan
madde konsantrasyonu ve dondurma islemi sirasinda embriyo veya oositin soguma
hizidir. Geleneksel vitrifikasyon yontemi gelistirilerek son derece yiiksek sogutma

hizina sahip ultra hizli vitrifikasyon yontemi ortaya ¢ikmistir (Dhali ve ark., 2018).

2.5.1. Geleneksel yavas dondurma

Yavas dondurma teknigi ilk olarak oosit ve embriyolarin dondurularak saklanmasi
icin tanitildi. Bu teknik 1970’lerin basinda gelistirilerek oosit ve embriyolarin
dondurularak saklanmasinda altin standart olarak kabul edildi (Whittingham, 1971;
Whittingham ve ark., 1972; Wilmut, 1972). Ornekler, kimyasal ve ozmotik toksisiteyi
en aza indirmek ve hiicre hasarini etkileyen faktorler arasinda bir denge saglamak icin
diisiik yogunlukta kriyoprotektan (1-2M) konsantrasyonlariyla dengelenmektedir
(Pereira ve Marques, 2008). Dengeleme islemi oda 1sisinda ger¢eklestirilmektedir.
Dengelenme isleminde sonra 6rnekler payetlere yiiklenmekte ve 1-2°C/dk hiziyla 5 ile

-7°C'ye kadar sogutulmaktadir. Daha sonra hiicre dis1 dondurmayi baslatmak i¢in
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seeding yapilmaktadir. Dondurma islemi yavas bir sekilde (0,3-1°C/dk) devam
etmekte -30 ile —70°C’ye kadar sogutulmaktadir (Rienzi ve ark., 2017; Saragusty ve
Arav, 2011). Donma islemi tamamlanan 6rnekler sivi azot icerisine daldirilmaktadir.
Orneklerin kontrollii olarak sogutulmasi programlanabilir dondurma makinasi ile
saglanmaktadir. Yavas dondurma sirasinda, hiicre dist ve hiicre i¢i sivilar arasinda su
molekiillerinin degisimi ters ozmotik etkiler olmaksizin gergeklesmektedir (Vajta ve
Kuwayama, 2006). Bununla birlikte, hiicre dis1 ve hiicre i¢i su, yavas sogutma

sirasinda ¢okelmekte ve buz kristalleri olugsmaktadir (Prentice ve Anzar, 2011).

Seeding islemi genellikle -5 ile -9°C arasinda yapilmakta ve kontrollii buz kristali
olusumu uyarilmaktadir. Bu islem uygulandiktan sonra ekstraseliiler ortam donmaya
baslamakta ve buz kristalleri olusmaktadir (Shaw ve ark., 2000). Buz kristallerinin
boyutunun artmasiyla ekstraseliiler s1v1, kat1 forma gegmektedir. Boylece ekstraseliiler
ortam yogunlugu artmakta ve hiicre i¢i su daha yogun olan ekstraseliiler ortama dogru
geemektedir. Bunun sonucu intraseliiler soliisyon konsantre olarak hiicre dehidre hale
gelmektedir. Hiicrede meydana gelen bu degisikliklere bagli olarak hiicrenin donma
noktasi ortalama -35 °C'ye kadar diigmektedir. Dolayisiyla bu noktada donacak olan
hiicrede su miktar1 yok denilecek kadar az oldugu icin olusabilecek buz kristalleri g6z

ard1 edilebilmektedir (Rama Raju ve ark., 2006).

Yavas dondurma yonteminin sistemik olmasi, yanilma ve hata paymin diisiik
olmasi gibi avantajlari bulunmaktadir. Kullanilan kriyoprotektan madde yogunluklari
da oldukca diisiik seviyelerdedir. Bu yontemde sogutma hizinin 2 °C’den az olmasi
hiicrelerde devamli dehidrasyonu saglamaktadir. Dolayisiyla hiicrelerin ozmotik
dengelenmesi sogutma sirasinda meydana gelmektedir. Tekniginin, pahali olmas1 ve
dondurma makinalartyla yapilmasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Massip,

2001; Sagirkaya, 2001).

Yavas dondurulan embriyolarin payet icerisinde oda 1sisinda ¢ozdiiriilmesi (-196
°C’den, +37 °C’ye) ¢ozdiiriilme siiresini artirmaktadir. Yavas dondurma yontemiyle
dondurulan sigir blastosistlerinin ¢ozdiiriilme siiresinin uzamasi ise embriyolarin
hayatta kalma oranlarinin diistirmektedir. Payetin su banyosu igerisinde ¢ozdiiriilmesi,

¢coziilme stiresini kisaltmaktadir. Dolayisiyla payetlerin su banyosu igerisinde
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cozdiiriilmesi gerekmektedir. Aksi taktirde zona pellusida da hasarlar meydana

gelebilmektedir (Liebermann ve Tucker, 2002).

2.5.2. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon tekni8i, yavas dondurma yontemine alternatif olarak
gelistirilmistir. Bu yontemde, buz kristallerinin olusumu engellenerek hiicrenin ve
hiicre dis1 ortamin cam benzeri bir duruma katilasmas: gerceklesmektedir. ilk basarili
vitrifikasyon isleminin 1985'te fare embriyolarinin -196°C'de buz olusmadan
kriyoprezervasyonu ile gergeklestirildigi bildirilmektedir (Rall ve Fahy, 1985). Daha
sonra bu teknik tizerinde farkli tiirdeki oositlerin ve embriyolarin dondurarak
saklamas1 i¢in cok sayida calisma yapilmistir. Boylelikle vitrifikasyon artik
kanitlanmis bir kriyoprezervasyon yontemi olarak kabul edilmektedir. Bu teknikte
hiicreler, diisiik viskoziteden yiiksek viskoziteye kadar kriyoprotektan soliisyonlarinda
inkiibe edilmekte, payete yiiklenmekte ve dogrudan sivi azot igerisine
daldirilmaktadir. Vitrifikasyon iglemi ile embriyolar daha hizli sogutulmada ve yiiksek
kriyoprotektan konsantrasyonlarina maruz kalmaktadir (Jang ve ark., 2017).
Vitrifikasyon islemi sirasinda ti¢ onemli faktor bulunmaktadir. Bunlar; kriyoprotektan

sollisyonunun viskozitesi, sogutma hizi ve numune hacmidir (Arav, 2014).

Kriyoprotektan soliisyonunun viskozitesi: Embriyolarin vitrifiye edilmeden 6nce
dengelendigi ortamin viskozitesi veya diisiik sicakliklardaki soliisyonun cam gegis
katsayis1, kriyoprotektanlarin ve diger katki maddelerinin konsantrasyonu ile
belirlenmektedir. Kullanilan kriyoprotektan madde yogunlugu ne kadar yiiksek olursa,
cam gegcis sicakligi (Tg) o kadar yiiksek olmaktadir. Dolayisiyla Tg ytiksekligi ise buz
niikleasyonu ve kristallesme ihtimalini diisiirmektedir. Kullanilan kriyoprotektan ve
katki1 maddelerine bagl olarak farkli toksisite, penetrasyon hizi ve Tg olugmaktadir.
Embriyolarin dengelendigi ortam vizkositesi, kullanilan kriyoprotektan, katki
maddelerinin  yogunlugu ve etkilerine gore degismektedir. Kullanilan
kriyoprotektanlarin temel amaci, Tg'yi artirmak ve toksisiteyi azaltmaktir (Arav,

2014).
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Sogutma Hiz1 ve Isitma Hizi: Yiiksek sogutma hizi sivi azot veya sivi azot buhari,
1sitma hizi ise 1lik su banyolariyla saglanabilmektedir. Ornekler sivi azot igerisine
daldirildiginda, kap, hacim, termal iletkenlik, ¢6zelti bilesimi vb.'ne bagl olarak
dakikada 2000-2500°C sogutma hizi elde edilebilmektedir (Palasz ve Mapletoft,
1996; Yavin ve Arav, 2007). Sogutma hizi, 6zellikle sogutmanin ilk asamasinda, oda
sicakligindan, 0 °C'ye sogutulurken artirilir. Sogutma hizi 0,25 ml'lik pipetler, agik-
uclu pipetler veya elektron mikroskop 1zgaralar1 gibi materyallerle sivi azota (-196 °C)
daldirildiginda 2-6 kat daha fazla artar (Arav ve Zeron, 1997). Oosit ve embriyolar i¢in
sogutma hizmin artirilmast hayatta kalma oranlarmi %37'ye kadar iyilestirmektedir

(Saragusty ve Arav, 2011).

Numune Hacmi: Vitrifikasyonda hacmin kiiclik olmasi basariyr artirmaktadir.
Hacmin kii¢iik olmas1 daha iyi 1s1 transferine izin verdigi i¢in yiiksek sogutma hizlar
elde edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda numune hacmini azaltmaya yonelik bir¢cok

calisma bulunmaktadir (Arav, 2014).

Calismalarda genel olarak yiizey ve tiip teknikleri olmak iizere 2 teknik
kullanilmaktadir. Yiizey teknikleri arasinda elektron mikroskop 1zgaraligi, minimum
damla boyutu teknigi, kriyotop, kriyoloop, yarim-payet, kat1 yiizey vitrifikasyonu,
naylon mesh (ag), kriyoleaf, direct cover vitrification (dogrudan ortiilii vitrifikasyon),
fiber tikag, vitrifikasyon spatulasi, kriyo-E, plastic blade (bicak) ve Vitri-Inga
teknikleri yer almaktadir. Tiip tekniklerinde tastyici sistemler, plastik payet, acik uglu
modifiye payet, kapali u¢clu modifiye payet, flexipetdenuding pipette, superfine OPS,
kriyotip, pipet tip, yiiksek-giivenilir vitrifikasyon, miihiirlenmis modifiye payet,
kriyopette, Rapid-i, ve JY payet teknikleri bulunmaktadir. Her iki tekniginde kendine
0zgll avantajlar1 bulunmaktadir. Yiizey yontemlerinde damlanin hacmi (0,1 ml)
kontrol edilebilmektedir. Bu teknikler acik oldugu i¢in yiiksek bir sogutma hizi elde
edilebilmekte ve 1sitma soliisyonuna dogrudan maruz birakilarak yiliksek 1sinma
oranlar1 elde edilmektedir. Tiip teknikleri ile kapali sistemlerde yliksek sogutma hizlari
elde edilebilmektedir. Ayrica daha gilivenli ve kullanimi1 daha kolay bir teknik olmasi
gibi avantaji da bulunmaktadir. Vitrifiye hacminin azaltilmasi ve sogutma hizinin

artirtlmasi, toksik ve ozmotik zararli etkilerini en aza indirmek i¢in kriyoprotektan
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konsantrasyonunda orta derecede bir azalmaya izin vermektedir (Arav, 2014; Yavin

ve ark., 2009).

Basaril vitrifikasyon elde etmek i¢in kriyoprotektan soliisyonunun viskozitesi,
sogutma hizi, numune hacmi gibi faktorler arasinda hassas bir dengenin saglanmasi
gerekmektedir (Jang ve ark., 2017). Vitrifikasyon 5-7 M'lik bir kriyoprotektan
konsantrasyonu ve yaklasik 2500°C/dk'lik bir sogutma hizi ile gergeklestirilmektedir
(Palasz ve Mapletoft, 1996). Vitrifikasyonun, donma hasari riskinin diisiik olmasi ve
bdylece yeterince yliksek oranda hiicrenin hayatta kalmasini saglamak gibi avantajlari

bulunmaktadir (Dhali ve ark., 2018).

Vitrifikasyon isleminde hiicreler yiiksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektanlara maruz birakilarak dehidre hale ge¢mektedir. Dehidre hiicreler
kiroyoprotektan madde icerisinde silispanse edilmekte ve sivi azot igerisine
daldirilmaktadir. Hiicreler cam benzeri hal alarak vitrifiye olmaktadir. Boylece hiicre
ici buz olusumu engellenmektedir. Fakat vitrifikasyonda hiicreler yogun
kriyoprotektana maruz kalmakta ve hasar alma gibi dezavantajlara sahiptir. Ancak
ekonomik olmas1 ve dondurma makinasina ihtiya¢ olmamas1 gibi avantajlara sahiptir

(Kumar, 2007).

Vitrifikasyon ile ilgili olarak; kristallesme (sogutma sirasinda), devitrifikasyon
(depolama sirasinda veya 1sitma sirasinda kristallesme) ve camsi ¢ozeltinin kirilmasi
(enerjinin serbest kalmasi nedeniyle devitrifikasyon) gibi {i¢ ana problem
bulunmaktadir. Sasirtici bir sekilde, vitrifikasyon konsantrasyonu yiiksek oldugunda
(%100 VS = %38 etilen glikol, 0,5 mol/l Trehaloz, %4 BSA i¢ceren TCM medyumu)
kirilmalar  goriilebilirken, yalnizca 1 pl gibi  kiigiik hacimlerde kiriklar
goriilmemektedir (Arav ve ark., 2002). Bu durum, Tg'nin veya VS'nin viskozitesinin
artmastyla kirilma olasiligmin arttigi anlamma gelmektedir. Diisiik vitrifikasyon
konsantrasyonunda (%50 VS), kirilmalar sadece ¢ok yiiksek sogutma hizinda

gozlenmektedir. Dolayisiyla asagida ki denklem ile agiklama yapilabilmektedir.

Kirilma Olasiligt = Sogutma Hizi(CR) ve Isinma Hizt(WR) X Viskozite(n) x Hacim(V)
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Sogutma Hizi (CR) ve Isitnma Hizi (WR) X Viskozite(n)
Hacim (V)

Vitrifikasyon lhtimali =

Denklemde de goriildiigii gibi;

e CR’nin artirilmasi, vitrifikasyon olasiligini yiikseltmektedir. Ancak ayni
zamanda kirik olasiligin1 da artirmaktadir.

e Viskozite artis1 vitrifikasyon olasiligini artirmaktadir. Ciinkii Tg’nin ve
kirilma olasiliginin artmasina neden olmaktadir.

e Vitrifikasyon olasiliin1 artiran ve ayn1 zamanda kirilma olasiligini azaltan tek
parametre hacimdir. Minimum damla boyuta indirmek vitrifikasyon olasiligini

artirmakta ve kirilma olasiligini azaltmaktadir (Arav, 2014).

Yiiksek vitrifikasyon konsantrasyonlarinda kirilma olasiliginin  artmasinin
sebebinin Tg ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Kiriklarin yalnmizca Tg sicakliin
altindaki sicakliklarda ve sivi azot sicakliginin (-196 °C) iizerinde olusabilmektedir.
Ayrica, daha yiliksek kriyoprotektan konsantrasyonuna sahip bir soliisyonun daha
yiiksek bir Tg'ye sahip oldugunu bilinmektedir. Dolayisiyla, Tg’nin daha yiiksek
oldugu durumda sicaklik gradyam artarsa, kirilma olasiligi da artmaktadir. Diisiik
vitrifikasyon konsantrasyonlar1 igeren yeni vitrifikasyon prosediiriiniin, kiiciik
hacimlerle asir1 sogutulmus sivi azota dogrudan temasi ile soguk hasarini azalttigi ve
cam kiriklarinin olmamasi gibi yiiksek bir vitrifikasyon olasiligi sagladig

bildirilmektedir (Arav, 2014).

2.5.3. Ultra hizh vitrifikasyon

Dondurma isleminde oosit ve embriyolarin 0°C'ye kadar sogutmaya duyarl
olmasi nedeniyle vitrifikasyon prosediirii modifiye edilerek ultra hizli vitrifikasyon
teknigi gelistirilmistir. Ultra hizli sogutma ve 1sinmanin elde edilmesini saglayan ve
boylece soguk hasar1 onleyen ¢ok kiiciik elektron mikroskobik izgaralar (3 mm
capinda ve 0,04 mm kalinliginda) kullanilmaktadir (Martino ve ark., 1996). Sigir
oositlerinin hayatta kalma orani, bu yontemle 6nemli dlgiide iyilestirilmistir. Yapilan
farkli caligmalarla arastirmacilar tarafindan ultra hizli vitrifikasyon i¢in birkag kiigiik

yontem gelistirilmistir. Bunlar arasinda acik uclu payetler (Vajta ve ark., 1998),
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cryoloop'lar (Lane ve ark., 1999), gel-loading tips (Tominaga ve Hamada, 2001), ince
cubuklar (Kuwayama ve Kato, 2000), naylon mesh (Matsumoto ve ark., 2001) ve kati
ylizey vitrifikasyonu (Dinnyes ve ark., 2000) yer almaktadir. Bu yontemde
vitrifikasyon ortaminin viskozitesi ve sogutma hizi ters orantilidir. Bdylece, 6rnekler
daha diisiik konsantrasyondaki kriyoprotektan ve katki maddeleri i¢eren bir ortamda
ve daha yiiksek sogutma hiziyla verimli bir sekilde vitrifiye edilebilmektedir. Teorik
olarak, vitrifikasyon 15.000°C/dk'lik sogutma hiziyla 1,5 M kriyoprotektan
konsantrasyonuyla gerceklestirilebilmektedir (Palasz ve Mapletoft, 1996). Ultra hizli
vitrifikasyon tekniginde, geleneksel yavas dondurma veya vitrifikasyon yontemlerine
gore son derece yiiksek sogutma ve 1sitma oranlari kullanilmaktadir. Yiiksek sogutma
hiz1 nispeten diisiik konsantrasyonda bir kriyoprotektan ¢ozeltisinin vitrifikasyonuna
izin vermektedir. Boylelikle vitrifiye hiicrelere yonelik bir kriyoprotektan kaynakli
toksisite ve ozmotik stresi azaltilmaktadir. Su anda, bu yontem siklikla tercih
edilmektedir. Ultra hizli vitrifikasyon yontemi ile farkli memeli tiirlerinde oositlerin
ve embriyolarin donma-¢6ziilme sonrasi yiikksek hayatta kalma oranlar elde
edilmektedir (Dhali ve ark., 2018). Ultra hizl1 vitrifikasyon sadece soguga duyarl
hiicreler i¢in degil, ayn1 zamanda daha az gecirgen hiicreler icin de etkili oldugu
bildirilmektedir. Ciinkii ultra hizli vitrifikasyon buz olusumu olasiligini azaltmaktadir

(Mukaida ve ark., 2003).

Ultra hizli vitrifikasyon teknigi embriyo ve soliisyonlarin dikkatli bir sekilde
islenmesini gerektirmektedir. Ciinkii vitrifikasyon c¢ozeltisinin hacmi minimum
oldugu icin embriyoyu c¢evreleyen ¢ozelti hacmi vitrifikasyon medyumunun
konsantrasyonunu degistirebilmektedir. Ornegin, embriyolar1 ¢evreleyen diisiik
konsantrasyonlu kriyoprotektan soliisyonu, vitrifikasyondan c¢ok kisa bir siire once
(0rnegin 25-30s) vitrifikasyon soliisyonu ile yer degistirebilmektedir. Bu nedenle,
teknik beceri ve hatta pipetin i¢ ¢ap1 bile 6nemli bir fark yaratabilmektedir. Ayrica,
vitrifikasyon ¢o6zeltisinin hacminin kiiclik olmasi nedeniyle, kisa bir hazirhik ve
embriyo isleme periyodu sirasinda bile 6zellikle yiiksek sicaklikta buharlastirilarak

konsantre hale gelebilmektedir (Mukaida ve ark., 2003).
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Tablo 2.4. Yavas dondurma, vitrifikasyon ve ultra hizli vitrifikasyon yontemlerinin
karsilastirilmasi (Dhali ve ark., 2018).

Ayrintilar Yontemler
Yavas Dondurma Vitrifikasyon Ultra Hizh
Vitrifikasyon
Kriyoprotektanlarin Diisiik Yiiksek Orta derece
konsantrasyonu konsantrasyon, konsantrasyon, konsantrasyon,
1-2M 5-TM 3,5-55M
Numune hacmi > 100 pl 50- 100 pl <5-10 ul
Sogutma prosediirii Programlanabilir Dondurma makinesi Dondurma makinesi
bir dondurma gerekmez; numuneler  gerekmez; numuneler
makinesi dogrudan s1v1 azot dogrudan s1v1 azot i¢ine

Islem siiresi

Buz kristali olusumu
Osmatik hasar ihtimali
Toksik hasar ihtimali
Soguk hasar ihtimali

Cozdirme sonra
hayatta kalma

Numune kab1

Sistem durumu

Maliyet

Tecriibe gereksinimi

yardimiyla yavas ve

kontrollii sogutma

saglar

Uzun, 2-3 saat
Var

Diisiik
Disiik
Yiiksek

Yiiksek

Klasik 0,25 ml’lik
payet

Kapali
Pahali dondurma
makinasina ihtiyag

vardir

Gerceklestirilmesi
kolay

icine daldirilir

Kisa, < 10 dk
Yok
Yiiksek
Yiiksek
Diisiik

Yiksek

Klasik 0,25 ml’lik
payet

Kapali
Ucuz, 6zel
makinalara gerek

yoktur

Gergeklestirilmesi
zor

daldirilir veya sivi azot
sicakligina sogutulmus
bir yiizeye yerlestirilir
Kisa, <10 dk
Yok
Orta derece
Orta derece
Diisiik

Yiksek

Kapsiz veya klasik payet
digindaki 6zel kaplar

Kapali veya agik

Ucuz, 6zel makinalara
gerek yoktur

Gergeklestirilmesi zor
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2.6. IVP Embriyolarin Kriyoprezervasyon Sorunlar:

Uluslararas1 Embriyo Teknolojisi Dernegi 2018 yil1 istatistik verilerine gore
diinya c¢apinda ortalama 470.000 IVD ve 1.000.500 IVP sigir embriyosu
iiretilmektedir. Uretilen IVD embriyolarin %61,9’u taze transfer edilirken, %39,1°i
dondurulmaktadir. IVP embriyolarin ise biiylik cogunlugu taze olarak transfer
edilmektedir. Taze transfer edilmesi IVP embriyolarin kriyoprezervasyona karsi daha
duyarli oldugunun bir gostergesidir (Ferré ve ark., 2020; Viana, 2020). Embriyo
kriyotolerans bakimindan IVP embriyolarin hassas olmasi, anormal oosit, yiiksek
sitoplazma lipit igerigi, farkli lipit damlacik diizeni ve i¢ hiicre kiitlesinin az
olmasindan kaynaklanabilmektedir (del Collado ve ark., 2016; McEvoy ve ark., 2000;
Seidel, 2006). Serum ile desteklenen kiiltiir ortamlarindaki IVP embriyolarinin lipit
igeriginin IVD embriyolarma gore neredeyse iki kat fazla oldugu bildirilmektedir.
Serumsuz kiiltiir ortamindaki IVP embriyolarin lipit miktar1 ise [IVD embriyolarin lipit
oranina benzer seviyelerdedir (Abe ve ark., 2002). Lipit birikiminin nedeni tam olarak
anlagilamamis olsa da, serum takviyelerinden elde edilen lipoproteinlerin embriyo
tarafindan emildigi ve bunun sonucunda TG’lerin sentezinin arttifi tahmin
edilmektedir (Sata ve ark., 1999). Ozellikle serum eklenen IVK ortamlar1, TG'lerin ve
serbest yag asitlerinin miktarinin artmasina, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum
fonksiyonlarinin hasar gérmesine neden olmaktadir. Buna bagl olarak embriyonik
gelisimsel yeterliligin azaldig ileri siiriilmektedir (Wu ve ark., 2011b). Kriyo hasar,
lipit faz gecisi ve donma-¢6ziilme sirasinda lipit peroksidasyonu sirasinda ortaya
cikmaktadir (Tarin ve Trounson, 1993; Quinn, 1985). Fizyolojik sicakliklarda (normal
viicud 1s1s1) lipit damlaciklart sivi fazda olup, genellikle hiicre i¢i yapilara ve zarlara
esneklik saglamaktadir. Sogutuldugu esnada hidrofobik molekiillerin difiizyon hizi ve
zarlarin gecirgenligi azalmaktadir. Bu da zarlarin sertligine, hiicre i¢i lipitlerin yeniden
dagilimma ve lipit damlaciklar1 ile baglantili organellerin potansiyel olarak
bozulmasina yol agmaktadir (Sudano ve ark., 2011;Quinn, 1985). Ayrica, lipit miktari
tiir, irk ve embriyonik evreye bagli olarak farklilik gostermektedir (Baldoceda ve ark.,
2016; Ordonez-Leon ve ark., 2014; Romek ve ark., 2011). Block ve ark. (2010) sigir

embriyolarindaki sitoplazmik lipit damlaciklarin vitrifikasyon sonrasinda canlilik
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tizerinde hicbir etkisi olmadigin1 bildirmektedir. Ancak sitoplazmik lipit damlacik

diizeni ve miktar1 hakkinda bilgi bulunmamaktadir (Block ve ark., 2010).

Sitoplazmadaki lipit igerigini azaltmak ve kriyotoleransi gelistirmek i¢in kiiltiir
kosullarin1 modifiye eden ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalarin temel amac kiiltiir
ortamlarindan serumun azaltilmasi (<%35 v/v) veya hi¢ kullanilmamast olmustur
(Braga ve ark., 2019; Gémez ve ark., 2020; Holm ve ark., 2002; Rizos ve ark., 2003;
Sudano ve ark., 2011). Yeterli konsantrasyonda serum kullanarak ve yag asidi
sentezini kisitlayan lipolitik maddeler ekleyerek, kriyoprezervasyondan sonra embriyo
kalitesi ve canliligr artirilabilmektedir (Barcelo- Fimbers ve Seidel, 2007; Paschoal ve
ark., 2014; Sudano ve ark., 2011). Son yillarda L-karnitinin lipit metabolizmasinda
Oonemli bir rol oynadig1 ve hiicreleri DNA hasarindan koruyan bir antioksidan madde
oldugu bildirilmektedir (Phongnimitr ve ark., 2013; Sutton-McDowall ve ark., 2012).
Bu madde hiicresel lipit metabolizmasini zenginlestiren ve antioksidan koruma
saglayan etkisi ile, IVP embriyolarinda kriyotolerans ve gelisimsel yetenegini
tyilestirmektedir (Takahashi ve ark., 2013). Ayrica kiiltir medyuma L-karnitin
eklenmesi ile lipolitik maddeler eklenmeden embriyo lipit iceriginin azaltildig
bildirilmektedir (Murillo ve ark., 2017). Domuz embriyolarinin kiiltiir medyuma L-
karnitin eklenmesi ile dondurulan embriyolarin hayatta kalma oranlarinin arttigini

bildirmektedir (Somfai ve ark., 2011).

Kriyoprezervasyon sirasinda ROT seviyelerinin arttig1 bildirilmektedir (Ahn
ve ark., 2002). Artan ROT miktar1 embriyolarda hasara veya 6liime yol agabilmektedir
(Valencia ve Moran 2004). Atmosferik oksijen seviyesinde (%20 Oz) kiiltiirlenen
oositler de yiiksek konsantrasyonda ROT {iretilebilmektedir (Ali ve ark., 2003). Ayrica
B-oksidasyonun yetersizligi de, ROT olusumunu tesvik etmekte ve DNA hasarina
neden olmaktadir. Asirt ROT firetiminin, B-oksidasyonu bozarak mitokondriyal
fonksiyonu etkiledigi ve lipit birikimine yol actig1 bildirilmektedir (Van Hoeck ve ark.,
2015). Embriyolarda yiiksek hiicre ici ROT, gelisimsel blok ve embriyo
fragmantasyonu ile sonuglanan DNA parcalanmasina ve apoptoz dahil olmak {izere
cesitli hiicresel hasara neden olmaktadir (Guerin ve ark., 2001). Implantasyon 6ncesi
gelisimin erken asamalarinda, enerjinin temel kaynagi mitokondridir. Bunu oksidatif

fosforilasyon tarafindan tiretilen ATP ile gergeklestirmektedir (Dumollard ve ark.,
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2007). Dolayisiyla oksidatif fosforilasyon, oksidatif stresi olusturan ROT’un
artmasimna neden olmaktadir. Bu nedenle, kiiltiir ortamima L-karnitin gibi
antioksidanlarin  eklenmesi mitokondriyal fonksiyonu desteklemekte, ROT
seviyelerini azaltmakta ve DNA’y1 parcalanmaya karst korumaktadir. Boylelikle
embriyo gelisimini olumlu etkilemekte ve kriyoprezervasyon sirasinda meydana gelen
ROT seviyelerini de azaltarak, embriyolar1 kriyohasara kars1 korumaktadir (Giilgin,

2006; Silva ve ark., 2015; Somfai ve ark. 2011; Yuan ve ark., 2012).

Kriyoprezervasyon, sigir embriyo transfer ticaretinin 6nemli bir basamagidir
(Hasler, 2014). Yavas dondurulan embriyonun transferi sonrasinda ilk buzaginin 1990
yilinda dogdugu bildirilmektedir. Vitrifikasyon ile dondurulan embriyonun transferi
sonrast ilk canli buzaginin dogumu ise 1980'lerin ortalarinda rapor edilmistir (Massip
ve ark., 1987). O zamanlardan gilinlimiize kadar embriyo {liretimi, transferi, dondurma
ve ¢Ozdiirme teknikleri gelistirilmektedir (Vajta ve Kuwayama, 2006; Dochi, 2019).
Son gelismelere ragmen, uygun bir protokol i¢in ¢aligmalar hala devam etmektedir.
S1g1ir embriyo kriyoprezervasyonu i¢in yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Her iki teknigin de avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Yavas
dondurulan embriyolarin direkt transfer (DT)’1i miimkiin olmasina ragmen, buz kristali
olusumu gibi sikintilar1 bulunmaktadir. Vitrifikasyon ile buz kristali olusum sorunu
¢coziilmistiir. Ancak vitrifikasyon ile dondurulan  embriyolar DT’ye uygun
olmadigindan ticarisi sinirlanmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda vitrifiye
edilen embriyolarin payet igerisinde dilusyonu da bildirilmektedir (Ferré ve ark.,
2020). Giinlimiizde her ne kadar IVP embriyolar i¢in en popiiler kriyoprezervasyon
yontemi vitrifikasyon olsada (Vajta, 2000), yavas dondurma yontemine talep giderek

artmaktadir (Bruyere ve ark., 2012; Gomez ve ark., 2020).

In vitro embriyo iiretimi oositlerin toplanmasi, maturasyonu, fertilizasyon ve
kiiltlir asamalarindan olugsmaktadir. Bu asamalarda ¢esitli medyumlar kullanilarak IVP
embriyolarin kalitesi arttirilmaya calisilmaktadir. Uretilen embriyolarin dondurulma
islemi ise genellikle kiiltiiriin 7. ve 8. giiniinde yapilmaktadir. Bu siiregte genellikle iyi
kalitede embriyolarin dondurulmasi istenilmektedir. IVP embriyolarinin kalitelerinin
IVD embriyolarinin kalitelerine gore daha diisiik olmasi IVP embriyolar1 IVD

embriyolara gore kriyoprezervasyona karst daha duyarli hale getirmektedir.
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Kriyoprezervasyona karst duyarlilik embriyolarin optimal olmayan kiiltiir kosullari ile
iligkilidir. Dolayisiyla IVK medyumuna ¢esitli antioksidan maddeler eklenerek kiiltiir
kosullan iyilestirilebilmektedir (Abe ve ark., 2002). IVP sirasinda medyumlara L-
karnitin eklenmesinin, lipit icerigini ve ROT seviyelerini diisiirdiigii bildirilmektedir
(Ghanem ve ark., 2011; Silva ve ark., 2015). Dolayistyla sigir IVP embriyolarinda lipit
iceriginin ve ROT seviyelerinin yiikseldigi kiiltiir ortamina, L-karnitin eklenmesi lipit
miktarini ve ROT seviyelerini diisiirerek embriyonik gelisimi iyilestirebilir. Ayrica
dondurulan embriyolarin hayatta kalma ve gelisim oranlar1 arttirilabilir. Sunulan
calismada, IVK medyumuna L-karnitin eklenmesinin, kiiltiir sirasinda, vitrifikasyon
ve yavas dondurma sonrasinda embriyolarin hayatta kalma ve gelisim oranlari tizerine

etkisinin arastirilmasi amaclandi.
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3. GEREC ve YONTEM

Doktora tez ¢alismasina ait izinler, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Deney Hayvanlar1 Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 19.02.2020 tarih ve 626

sayil1 karar ile alinmistir.

3.1. Caismada Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

Maturasyon medyumu; BO-IVM (IVF Bioscience-katalog no: 71002)
Fertilizasyon medyumu; BO-IVF (IVF Bioscience-katalog no:71004)
Kiiltiir medyumu; BO-IVC (IVF Bioscience-katalog no: 71005)
Minarel yag; BO-OIL (IVF Bioscience-katalog no: 51003)
BO-Semenprep (IVF Bioscience-katalog no: 71003)

%0,9 Izotonik Sodyum Kloriir (Polifleks®)

TCM medyumu; Medium 199 (Sigma Aldrich-katalog no: M2620-11)
Fetal Bovine Serum (Sigma Aldrich-katalog no: F9665)

Etilen Glikol (Sigma Aldrich-katalog no: 293237)

Gentamisin (Vetas-Gentavet® %10-100ml)

L-Carnitine Inner Salt (Sigma Aldrich-katalog no: C0158)

Ficoll® PM 70 (Sigma Aldrich-katalog no: F2878)

Sperma (Atadeon-TR45880214)

Sukroz (Sigma Aldrich-katalog no: S7903)

Hidroklorik asit (Sigma Aldrich-katalog no: H1758)

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich-katalog no: S2770)

Sodyum Bikarbonat (Sigma Aldrich-katalog no: S-5761)

N N N N S N N N N N Y N T N N NN

3.2. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Calisma Ekim 2020-Agustos 2021 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Calismada kullanilan ovaryumlar Burdur ilinde bulunan 2 farklt mezbahada kesilen
sigirlardan temin edildi. Ovaryumlar disi sigirlarin pedigri ve kaynagina bakilmaksizin
topland1. Uzerinde kist veya patolojik durum tespit edilen ovaryumlar ¢alismaya

alinmada.
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Mezbahaya gidilmeden 1 giin 6nce 11t %0,9 izotonik sodyum kloriir igerisine
1 ml gentamisin eklendi. Hazirlanan soliisyon, ovaryumlarin mezbahadan laboratuvara
getirilmesinde tasima medyumu olarak kullanildi. Mezbahaya gidildiginde ¢ift bolmeli
termosun alt kismina sicak su eklendi. Ust kisimda bulunan bdlmeye ise tasima
medyumu konuldu. Tasima medyum sicakligi 37°C olacak sekilde 1sinmasi saglandi.
Kesimden sonra karkas iizerinde inegin ovaryumlar1 cerrahi makas yardimiyla alindu.
Tasima medyumu ile yikanarak, termos igerisinde biriktirildi. Yeterli sayiya
ulagildiginda ovaryumlar Budur Mehmet Akif ERSOY Universitesi Genetik ve
Embriyo Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nine ait laboratuvara getirildi.
Kesim bagladiktan sonra ovaryumlarin toplanip laboratuvara ulagsmasi ortalama 2-3
saat icerisinde gerceklestirildi. Laboratuvara gelindiginde ovaryumlarin iginde

bulundugu termos 1s1s1 25-30°C civarindaydi. Ovaryumlar laboratuvara ulastiktan

sonra tasima medyumuyla yikanip steril serviyet izerinde kurutuldu (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Mezbahadan getirilen ovaryumlara ait goriintii. A, B: Ovaryumlarin tagima
kabi igerisindeki goriintili, C: Ovaryumlarin steril serviyet ile kurutulmasinda sonrasi
goruntu.

3.3. Follikiillerin Aspirasyonu ile Oositlerin Elde Edilmesi
Oositlerin  aspirasyonu isleminde %1 FBS igeren TCM199 medyumu
(aspirasyon medyumu) kullanildi. Aspirasyon medyumu c¢alisma giini kesim

baslamadan 6nce hazirlandi. Medyum kullanilmadan 2 saat dncesinde vinkiibatdrde

(pHcbi, O2/CO2 incubatér MCO-170M-PE) 1sinma ve dengelenmeye birakildi.

41



Serviyet iizerine alinan ovaryumlardan folikiillerin aspirasyonu yapildi.
Ovaryum tizerindeki folikiillerin aspirasyonu i¢in 10 ml’lik enjektorler ve ucunda
steril 18 Gauge’luk (G) enjektor ignesi kullanildi. Aspirasyon islemine baglamadan
once, aspirasyon medyumuyla enjektdriin i¢i ve toplama filtresi yikandi. Daha sonra
enjektor igerisine 0,5 ml aspirasyon medyumu konulduktan sonra, ¢aplar1 yaklagik 2-
8 mm olan folikiiller aspire edildi. Aspirasyon sirasinda igne ucunun kesik kisminin
yukar1 bakacak sekilde tutulmasinda dikkat edildi. Ovaryuma igne ile girdikten sonra
igneyi ¢ikartmadan miimkiin oldugunca ¢ok sayida folikiil aspire edildi (Sekil 3.2).
Enjektor igerisinde biriktirilen folikiil sivis1 yavas bir sekilde filtreye bosaltildi (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Aspirasyon ve filtreleme islemi, A: Folikiil aspirasyonu, B: Aspirasyon
sirasinda ignenin pozisyonu, C: Enjektor icerisinde biriktirilen folikiil sivisini filtreye
bosaltilmasi.

Folikiillerin aspirasyonundan sonra, filtre 200 ml aspirasyon medyumu ile iyice
(4 kez) yikandi. Filtre icerisinde medyum berrak bir goriintii ald1. Filtre icerisi enjektor
yardimiyla tekrar yikanarak, 100x20 mm’lik petri igerisine aktarildi (Sekil 3.3). Oosit
ve embriyolara ait mikroskop goriintiilerin tiimii, mikroskoba entegre olan kamera

(Leica, IC90-E) yardimiyla ¢ekildi.
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Sekil 3.3. Immatiir oositlerin goriintiisii. A: Aspirasyon sonrasi immatiir oositlerin
stereo mikroskop altinda ilk goriintiisii, B: Toplanan immatiir oositlerin segildikten
sonraki gorilintiisii.

3.4. Oositlerin Kalite Degerlendirilmesi ve Oosit Seleksiyonu

Folikiillerin aspirasyonu sonucunda elde edilen folikiiler siv1 petri igerisine
aktarilarak stereo mikroskop (Leica, M125-C) altinda tarandi. Tarama iglemi sirayla
‘S’ seklinde tiim kareler taranarak gergeklestirildi. Islem en az iki defa tekrarland.
Toplanan immatiir oositler, igerisinde aspirasyon medyumu bulunan 60 mm’lik
petrilere konuldu. Immatiir oositlerin kalitelerinin belirlenmesinde A, B, C ve D kalite

siiflandirmasi kullanildi.

A Kalite: Zona pellusida etrafinda kumulus hiicre yogunlugu oldukca fazla (en az 4
kat) ve homojen sitoplazmaya sahip immatiir oositlerdir. Bu gruptaki oositler kaliteli

immatur oositlerdir.

B Kalite: Sitoplazma homojen, kumulus hiicreleri A kaliteye gore daha az katmana
sahip immatiir oositlerdir. Zona pellusidanin 2/3 veya daha fazlas1 kumulus hiicresine

sahiptir. Bu gruptaki oositlerde kaliteli immatiir oositlerdir.

C Kalite: Oositler soyulmus ¢iplak goriinlimdedir. Cok az kumulus hiicresi ile
cevrelenmistir. Sitoplazma homojen olmayan goriiniimdedir. Bu gruptaki oositler

diistiik kaliteli immatiir oositlerdir.
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D Kalite: Gevsek ve genislemis ags1 yapida kumulus hiicrelerine sahip immatiir
oositlerdir. Ayrica kararmis sekilde goriinmektedir. Bu gruptaki oositler kalitelisiz

immatir oositlerdir (Kakkassery ve ark., 2015).

Calismada A ve B kalitesine sahip immatiir oositler kullanildi. Diisiik ve kalitesiz olan

(C ve D) immatiir oositler ise ¢calismada kullanilmadi.
3.5. In Vitro Maturasyon

Maturasyon medyumu ortast kuyucuklu petri igerine 500 pl olacak sekilde
hazirlandi. Buharlasma ve kontaminasyonu Onlemek i¢in {lizeri mineral yag ile
kaplandi. Ayrica immatiir oositlerin maturasyon medyumuna konulmadan Once
yikanmasi i¢in Iml’lik ependorf icerisine [VM medyumu hazirlandi. Medyumlar oosit
toplama isleminden once hazirlanarak inkiibatore konuldu. Etiivde en az 2 saat
ekilibire edildi. Maturasyon medyum miktar1 toplanan ovaryum sayisina gore

hazirlandi.

Oositler ilk once %l FBS iceren TCM-199 medyumuyla olusturulan
damlaciklarda en az 10 defa yikandi. Daha sonra ortas1 kuyucuklu petrinin etrafinda
dengelenen maturasyon medyumuyla damlaciklar olusturuldu (en az 3 damlacik).
Oositler bu damlaciklar icerisinde pipet yardimiyla yikanarak maturasyon medyumuna
konuldu (Sekil 3.4). Hazirlanan 500 pl’lik IVM medyumuna en fazla 40-45 oosit
yiiklendi. Maturasyon 39 °C, %5 CO2, %5 Oz, %90 N> ve yiiksek nemin saglandigi

inkiibator ortaminda 20-22 saat bekletilerek gergeklestirildi.

Sekil 3.4. Immatiir oositlerin maturasyon medyumuna konulmasi. A: Immatiir
oositlerin maturasyon medyumuna konulmadan 6nce yikanmasi, B: Immatiir oositlerin
maturasyon medyumuna konulmasi.
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3.5.1. Maturasyon degerlendirilmesi

Maturasyon kriteri olarak kumulus ekpansiyonuna bakildi (Sekil 3.5).
Degerlendirme 3 derecede yapildi. 0. Derece; immatiir oosit asamasinda kalip,
morfolojik degisiklik gdstermeyen oositler, 1. Derece; kumulus hiicrelerindeki
genisleme simirli, baglar ise kismen siki durumda, 2. Derece; kumulus hiicreleri
tamamen genislemis, goriintii homojen ve hiicreler arasi baglar gevsemis olarak kabul

edildi (Kobayashi ve ark., 1994).

USSR, -

Sekil 3.5. IVM sonrasinda kumulus hiicre genislemesinin goriintiilenmesi. A:0.
derece, B:1. derece, C:2. derece maturasyon goriintiisi

3.6. Spermanin Hazirlanmasi

Fertilizasyon igsleminde spermadan kaynakli varyasyonlar1 6nlemek i¢in daha
once fertilizasyon 6zellikleri bilinen tek bogaya ait, dondurulmus sperma kullanildi.
Sperma hazirlanmasinda swim up teknigi tercih edildi. Spermanin hazirlanmasinda
BO-Semenprep soliisyonu kullanildi. BO-Semenprep soliisyonundan 15 ml’lik steril
konik uglu santrifiij tiiplerine 2 ml olacak sekilde, 2 adet hazirlandi. Kullanim
prosediirlerine uyularak tiiplerin kapagi siki bir sekilde kapatilarak, 1sinmasi i¢in en az

1 saat inkiibatorde bekletildi.

BO-Semenprep soliisyonu 1sitma islemi tamamlandiktan sonra sperma
cozdiirme islemine gecildi. Azot tankindan alinan sperma payeti 37 °C su igerisinde
30 saniyede ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen payet steril gazli bezle kurutulduktan sonra
igerisinde BO-Semenprep soliisyonu bulunan 15ml’lik konik tiiplere aktarildi. Konik
tiip 328 x g'ye ayarh santrifiij cihazinda (NUVE- NF800) 7 dk santrifiij edildi. Ust
kismindaki siipernatant kismi otomatik pipet yardimiyla atildi. Alt kisminda bulunan

pellet {izerine diger tiipte bulunan BO-Semenprep soliisyonu, dikkatli bir sekilde
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tizerine bosaltildi. Konik tiip 45 derecelik ag1 olacak sekilde etiive konuldu (Sekil 3.6).
Spermalar 60 dakika ylizdiirmeye birakildi. Boylece hareketli spermatozoonlarin
yiizeye dogru yiizmeleri gergeklestirilmis oldu. Daha sonra konik tiipiin {ist kismindan
steril pipet yardimiyla 1 ml soliisyon alinarak yeni steril konik tiipe konuldu. Tiip 328
x g'de 7 dk olacak sekilde tekrar santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra alt
kisimda yaklasik 200 pl stvi birakildi.

Sekil 3.6. Swim up asamalarina ait goriintii. A: Cozdiiriilen sperma payetinin BO-
Semenprep soliisyonuna konulmasi, B: Spermanin bir saat yiizdiirmeye birakilmasi,
C: Santrifiij sonras1 motil spermatozoonlarin dip kisimda toplanmasi.

3.6.1. Sperma yogunlugunun hesaplanmasi

Sperma yogunlugu hesaplanirken BO-Semenprep soliisyonunu ait prosediir
uygulandi. Bu kapsamda ependorf icerisine 25 pl soliisyon, 25 pl soguk su konularak
karistirildi. Thoma laminda stereo mikroskop yardimiyla sayim yapildi. Thoma
laminda 6 biiyiik 4 kiiclik olmak tizere toplam 100 kiiciik kare icerisindeki spermatozoa
sayild1. Sperm siispansiyonunda ml bagina 1 milyon (x10°/ ml) spermatozoaya karsilik
gelmekteydi. Toplam 100 kiigiik karede sayilan spermatozoa 10’a boliindii. Sperm 1:1
oraninda sulandirildig1 i¢in konsantrasyon 1x10%ml verecek sekilde 2 ile garpildi.
Konsantrasyon olarak IVF medyumunda ml basina 2 milyon spermatozoa olmasi

istenilmektedir. Kullanilacak sperma hacmi formiil olarak asagida gosterilmektedir.

2.0x10°x A

Sperma Hacmi(pl) = B % 106

A: IVF damlacigiin hacmi (ul)
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B: 100 kii¢iik kareden sayilan spermatozoa sayisinin 10’a boliiniip 2 ile ¢arpilmasiyla

elde edilmektedir.

3.7. In Vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon medyumu ortast kuyucuklu petri igerine 500 ul’ye 40-45 oosit
konulacak sekilde hazirlandi. Medyum {izeri buharlagsma ve kontaminasyonu dnlemek
icin mineral yag ile kaplandi. Ayrica oositlerin fertilizasyon medyumuna konulmadan
once yikanmasi i¢in 1ml’lik ependorfa yikama medyumu olarak kullanilacak IVF
medyumu hazirlandi. Medyumlar ¢alisjmadan Once hazirlanarak, en az 2 saat

inkiibatorde gazlandi.

Maturasyon sonrasinda oositler IVF medyumuyla 3 farkli damlada yikanarak,
IVF damlacigina yiiklendi. Ardindan yogunlugu hesaplanan sperma gerekli miktarda
IVF damlacigina eklendi (Sekil 3.7). Fertilizasyon 39 °C, %5 CO2, %5 02, %90 N
ve yliksek nemin saglandigi inkiibator ortaminda 24 saat bekletilerek gergeklestirildi.

Sekil 3.7. Spermanin fertilizasyon medyumuna eklenmesi. A: Spermanin eklenmesi
sirasinda alinan goriintii, B: Sperma ve oosit.

3.8. in Vitro Kiiltiir

Embriyolarin kiiltiir isleminde L-karnitin i¢eren ve igermeyen olmak tiizere 2
farkli medyum kullanildi. Medyum ortas1 kuyucuklu petri igerine 500 pl’ye 40-45
embriyo konulacak sekilde hazirlandi. Medyum {izeri buharlagsma ve kontaminasyonu

onlemek icin mineral yag ile kaplandi. Ayrica oositlerin fertilizasyon medyumuna
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konulmadan 6nce yikanmasi i¢in 1 ml’lik ependorf igerisine yitkama medyumu olarak
hazirlandi. Medyumlar kiiltiir isleminden bir glin 6nce hazirlanarak, inkiibatdrde
gazlandi. Kiiltiir giinii % 10 FBS iceren TCM-199 medyumu yikama soliisyonu olarak

hazirlandi. Yikama medyumu en az 2 saat inkiibatérde gazlandi.

Fertilizasyon isleminden 24 saat sonra muhtemel zigotlar 2,5 ml’lik ependorf
igerisine alindi. Ependorf igerisine ilk dnce 70 pl hacminde % 10 FBS igeren TCM-
199 medyumu konuldu. Muhtemel zigotlar maksimum 30 pl’lik hacimle alindi.
Icerisinde muhtemel zigotlar bulunan ependorf 7 dakika vortekslendi (Daihan-
MaXshake VM-30). Boylece oosit soyma islemi (denudasyon) tamamlandi. Dort
bolmeli petriler igerisine % 10 FBS iceren TCM-199 medyumu konuldu. Ependorf
icerisindeki muhtemel zigotlar otomotik pipet yardimiyla yikama meydumuna
konuldu. Muhtemel zigotlar stereo mikroskop altinda yikanarak (Sekil 3.8), iki esit
gruba ayrildi. Kiiltiire yiilklenmeden 6nce muhtemel zigotlar en az 3 defa 100 pl’lik %
10 FBS igeren TCM-199 damlalarda, daha sonra kiiltiir medyumuyla (IVK veya IVK-
LK) yikandi. Her grup kendi kiiltiir medyumuna yiiklendi. Etliv ortam1 39 °C, %5
CO0O2, %5 02, %90 N2 ve yiiksek nem olacak sekilde ayarlandi. Kiiltiiriin 3. giinii klivaj

oranlari, 6. giinii de embriyolar degerlendirildi.

Sekil 3.8. Fertilizasyon sonrasinda muhtemel zigotlarin goriintiileri.
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3.9. Deney Diizeneginin Olusturulmasi

Calisma 5 deneme ve 1 kontrol olmak iizere toplam 6 gruptan olusturuldu.
Kiiltiir medyumu iki farkli sekilde hazirlandi. ilk grupta L-karnitin icermeyen kiiltiir
medyumu (IVK), ikinci grupta ise LK igeren kiiltiir medyumu (IVK-LK) kullanildi.
Kiiltiir grubunda bulunan embriyolara, kiiltiirin 6. glinlinde herhangi bir islem
yapilmadan kiiltiir islemine devam edildi. Dondurma gruplarinda bulunan embriyolara
ise kiltliriin 6. giiniinde vitrifikasyon veya yavas dondurma islemi yapildi. Vitrifiye
edilen veya yavas dondurulan embriyolar en az 1 giin s1v1 azotta bekletildikten sonra
¢ozdiirme islemi uygulandi. Cozdiiriilen ve kiiltiire devam eden embriyolar 24, 48 ve
72. saatlerde degerlendirilerek embriyolarin gelisimleri incelendi. Calismaya ait sema
asagida verilmistir (Sekil 3.9). Her calisma tekrarinda LK igeren ve icermeyen gruplar
birlikte ¢alisildi. Caligmalar kiiltiir, vitrifikasyon ve yavas dondurma seklinde sirayla

yapild.
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3.10. Dondurma ve Cozdiirme Medyumlarinin Hazirlanmasi

Vitrifikasyon, yavas dondurma ve tiim ¢ozdiirme medyumlar1 her ¢alisma igin
taze olacak sekilde, ¢alismadan 1 giin 6nce hazirlandi. Medyumlar 0,20 pum’lik
enjektor filtresinden gegirilerek steril edildi. Hazirlanan medyumlar ¢alismada

kullanilmadan ortalama 2 saat dnce bekletilerek oda 1sisina gelmesi saglandi.

3.10.1. Vitrifikasyon medyumu

Vitrifikasyon medyumu olarak vitrifikasyon soliisyonu 1 (VSI) ve
vitrifikasyon soliisyonu 2 (VS2) kullanildi. VS1 (Ek 1) i¢in 3,5M EG, %20 FBS iceren
TCM-199, VS2 (Ek 2) i¢in, 7M EG, 0,5M siikroz, %18 ficoll 70 (w/v), %20 FBS
iceren TCM-199 kullanildi.

3.10.2. Vitrifiye edilen embriyolarin ¢6zdiirme medyumu

(Cozdiirme medyumu 2 adimda olacak sekilde vitrifikasyon ¢ozdiirme 1 (VC1)
ve vitrifikasyon ¢ozdiirme 2 (VC2) olarak hazirlandi. VC1 (Ek 3) i¢in, 0.5M siikroz,
%20 FBS iceren TCM-199 kullanildi. VC2 (Ek 4) i¢in, 0,25M siikroz, %20 FBS igeren
TCM-199 kullanildi. Cézdiiriilen embriyolar daha sonra % 20 FBS iceren TCM-199
(Ek 5) ile yikandi.

3.10.3. Yavas dondurma medyumu

Yavas dondurma medyumu olarak yavas dondurma soliisyonu 1 (YDSI) ve
yavas dondurma soliisyonu 2 (YDS2) hazirlandi. YDS1 (Ek 6) i¢in, %20 FBS i¢eren
TCM-199, YDS2 (Ek 7) i¢in 1,5M EG, 0,1M siikroz ve %20 FBS iceren TCM-199
kullanildi.

3.10.4. Yavas dondurulan embriyolarin ¢cozdiirme medyumu

Cozdirme medyumu 2 adimda olacak sekilde yavas dondurma ¢dézdiirme 1

(YDC1) ve yavas dondurma ¢ozdiirme 2 (YDC(C2) olarak hazirlandi. YDC1 (Ek 8) icin
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0,3M siikroz, %10 FBS igeren TCM-199 kullanildi. YDC2 (Ek 9) i¢in %10 FBS igeren
TCM-199 kullanildi.

3.10.5. L-Karnitin stok medyumu

L-Karnitin stok soliisyonu i¢in TCM-199 kullanilarak hazirland1 (Ek 10).
Sterilizasyon islemi 0,20’lik enjektor filtresinden gecirilerek yapildi. Soliisyon steril
ependorflara konuldu. Raf omrii 1 ay olacak sekilde kullanildi. Hazirlanan stok
sollisyonu buzdolabinda saklandi. L-Karnitin igeren kiiltiir medyumuna 0,75 mM

yogunlukta L- karnitin takviye edildi.

3.11. Embriyolarin Vitrifikasyonu

Vitrifikasyon iglemine baslamadan once ilk olarak payet tikaglar {lizerine
yapistirilan etiketlere ve gobletlere embriyoya ait bilgiler, dondurma sekli ve
vitrifikasyon tarihi yazildi. Daha sonra strafor kopiik kutu igerisine sivi azot
dolduruldu. Oda 1sisina gelen VSI, VS2 ve %10 FBS igeren TCM-199
medyumlarindan 35°lik petri igerisine damlaciklar olusturuldu. Petrinin {ist kismina
100 pl hacminde %10 FBS iceren TCM-199 medyumundan, hemen alt kisminal00
ul’lik 2 tane VS1, 1 tane VS2 ve 10 ul’lik VS2 olacak sekilde hazirlandi. Son damla
ise 200 pl hacminde VS2 stok olarak hazirland1 (Sekil 3.10).

%10 FBS igeren TCM-199

Vs1

Vs2

\ 2
Vitrifikéfyon - =

\
\'

STOK

Sekil 3.10. Embriyonun vitrifikasyonu sematik gdsterimi. VSI1: Vitrifikasyon
sollisyonu 1, VS2: Vitrifikasyon soliisyonu 2.

52



In vitro kiiltiiriin 6. giiniinde erken blastosist ve blastosist asamasina ulasan
embriyolara vitrifikasyon islemi oda 1si1sinda ve 1sitmali faz tabla kapaliyken yapildi.
Embriyolar ilk olarak 100 ul’lik %10 FBS igeren TCM-199 medyumunda yikandi.
Daha sonra 100 pl’lik VS1 damlalarinda toplam 3 dakika olacak sekilde bekletildi.
Ardindan 100 pl’lik VS2 soliisyonunda yikanip 10 pl’lik VS2 damlasina konuldu.
Embriyonun VS2 medyumunda 30 saniyeden fazla kalmamasma 6zen gosterildi.
Embriyo yikama isleminde otomotik pipete embriyonun yiiklenecegi damlaciktan
sollisyon alinip, embriyoyu i¢inde bulundugu damlaciktan miimkiin oldugunca az

miktarda soliisyona almaya dikkat edildi.

Embriyonun payete yerlestirilme islemi insiilin enjektorii yardimiyla
gerceklestirildi. Embriyo 0,25 ml payetlere 10 pl’lik VS2 ile yiiklendi (Sekil 3.11).
Daha sonra payetin acgik kismina tikag¢ takildi. Payet 45 derecelik a1 ile sivi azot
icerisine daldirildi. Payetler gobletlere konulup sivi azot tankina alindi. Burada en az

1 giin siireyle bekletildi (Sekil 3.12).

| | w |

Pamuk Tikag VS2 VS2 Tikag

Embriyo

Sekil 3.11. Embriyonun vitrifikasyon payetine yiiklenmesinin sematik ve gergek
gorintiisii. VS2: Vitrifikasyon soliisyonu 2.
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Sekil 3.12. Embriyonun vitrifikasyonu A: Embriyonun payete yiiklenmesi, B:

Embriyo yiiklii payetin s1vi azot i¢ine daldirilmasi, C: Embriyolarin siv1 azot i¢erisinde
depolanmast

3.12. Embriyolarin Klasik Yavas Dondurulmasi

Klasik yavas dondurma islemine baslamadan Once ilk olarak payet tikaglar
izerine yapistirilan etiketlere ve gobletlere embriyoya ait bilgiler, dondurma sekli ve
yavas dondurma tarihi yazildi. Oda 1sisinda olan YDS1, YDS2 medyumlarindan
100°liik petri igerisine damlaciklar olusturuldu (Sekil 3.13). ilk damla 100 pl hacminde
YDSI, 2. damlalar 50 ul’lik YDSI1, sonraki iki sirada 50 pl’lik YDS2 olacak sekilde
hazirlandi. Son damla ise 200 pl hacminde YDS2 stok olarak hazirlandi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Embriyonun yavas dondurma islemi sematik gosterimi. YDS1: Yavas
dondurma soliisyonu 1, YDS2: Yavas dondurma soliisyonu 2.

54



In vitro kiiltiiriin 6. giiniinde erken blastosist ve blastosist asamasina ulasan
embriyolara klasik yavas dondurma islemi oda 1sisinda ve 1sitmali faz tabla kapaliyken
yapildi. Embriyolar ilk olarak 100 pl’lik YDS1 damlaciginda yikandi. Ardindan 50
ul’lik YDSI soliisyonunda yikanip 50 pl’lik YDS2 damlasina konuldu. Buradan farkl
bir YDS2 damlacigina alinip yikandiktan sonra payete yiiklendi. Embriyo yikama
isleminde otomatik pipete embriyonun yiiklenecegi damlaciktan az miktarda soliisyon
alinip, embriyoyu i¢inde bulundugu damlaciktan miimkiin oldugunca az miktarda

sollisyonla alinmasina dikkat edildi.

Embriyonun payete yerlestirilme islemi insiilin enjektorii yardimiyla
gerceklestirildi. Embriyo 0,25 ml payetlere YDS2 ile yiiklendi (Sekil 3.14). Daha
sonra payetin agik kismina tika¢ takildi. Embriyo payeti 10 dakika oda 1sisinda
dengelendikten sonra yavas dondurma cihazina (freze Control® CL-5500) konuldu
(Sekil 3. 15). Cihaz hiz zaman grafigine gore ¢alismaktaydi (Sekil 3.16). Embriyolarin
icinde bulundugu payet cihaza konulduktan 2 dakika sonra seeding islemi uygulandi.
Dondurma iglemi tamamlandiktan sonra payetler gobletlere konulup sivi azot tankina

alindi. Burada en az 1 giin siireyle bekletildi.

o |

PamukTikag  YDS2 YDS2 YDS2 Tikag

Embriyo Seeding Noktas!

Sekil 3.14. Embriyonun yavas dondurma payetine yiiklenmesinin sematik ve gercek

goriintiisii. YDS2: Yavas dondurma soliisyonu 2.
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Sekil 3.15. Embriyolarin yavas dondurulmasi. A: Seeding islemi, B: Payetlerin
gobletlere konulmasi, C: Gobletlerin s1v1 azot tankina konulmasi.

Embriyo Dondurma Programi

n
=1

Sicaklik (°C)

<
S
s

.35 ; ; ; — ; ;
0 10 20 30 40 50 60

Dakika

Sekil 3.16. Yavas dondurma programa.

3.13. Vitrifiye Payetlerin Cozdiiriilmesi

(Cozdiirme islemine baslamadan o6nce 30 °C’ye ayarlanmis su banyosu
hazirlandi (Sekil 3.17). Daha sonra strafor kopiik kutu igerisine sivi azot dolduruldu.
Azot tankindan alinan embriyolar gobletlerle birlikte icerisinde sivi azot bulunan

strafor kutuya aktarildi. Oda 1sisima gelen VC1, VC2 medyumlarindan 4 kuyucuklu
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petrilerin 2 tanesine 1’er ml VC1, diger 2 tanesine 1’er ml VC2 konuldu (Sekil 3.18).
Petri kabr igerisine ise %20 FBS iceren TCM-199 medyumu konularak isitmali tabla

tizerinde bekletildi. Cozdiirme islemi oda 1sisinda yapildi.

S1v1 azot igerisinden alinan payet havada 5 saniye bekletildi. Bu sirada payetin
ucunda bulunan tikag c¢ikartildi. Daha sonra sicakligi 30 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda 10 saniyede ¢ozdiiriildii. Su banyosundan ¢ikartilan payet steril gazli bezle
kurutulup acik olan kism1 VC1 medyumuna daldirildi. Pamuk kismi makas yardimiyla
kesildi. Payet icerigi VC1 medyumuna aktarildiktan sonra embriyo hizli bir sekilde
tarandi. Bulunan embriyo farklt VC1 damlasina alindi. Toplamda 5 dk olacak sekilde
VC1’de bekletildi. Embriyo daha sonra VC2 damlaciginda yikanip, farkli VC2
damlacigina alinda ve burada da toplam 5 dk bekletildi. Cozilinen embriyo sicaklig
37°C’ye ayarli tabla iizerinde bulunan %20 FBS iceren TCM-199 medyumu konuldu
ve en az 3 defa farkli damlacikta yikandi. Cozdiirme islemi bittikten sonra embriyolar
kendi kiiltiir medyumuyla en az 3 defa yikandiktan sonra kiiltiir damlacigina konuldu.

Embriyolar 3 giin boyunca gozlemlendi. Embriyolara ait gelisim 24, 48 ve 72.

saatlerde degerlendirildi.

Sekil 3.17. Vitrifiye edilen embriyolarin ¢ozdiiriilmesi, A: Su banyosunun 1sisinin
ayarlanmasi, B: Havada 5 saniye ¢6zdiirme, C: Su banyosunda ¢ozdiirme.
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Sekil 3.18. Vitrifiye edilen embriyolarin ¢ozdiiriilmesinin sematik ve gercek
goriintlisii. A: Vitrifiye edilen embriyolarin ¢ozdiiriilmesinin sematik gosterimi, B:
Vitrifiye edilen embriyonun ¢ozdiirme medyumuna konulmasi. VC1: Vitrifikasyon
¢ozdiirme 1, VC2: Vitrifikasyon ¢ézdiirme 2.

3.14. Yavas Dondurulan Embriyolarin Cozdiirillmesi

Cozdiirme islemine baslamadan once 30 °C’ye ayarlanmis su banyosu
hazirlandi. Daha sonra strafor kopiik kutu igerisine sivi azot dolduruldu. Azot
tankindan alinan embriyolar gobletlerle birlikte icerisinde sivi azot bulunan strafor
kutuya aktarildi. Oda 1sisina gelen YDC1, YDC2 medyumlarindan 4 kuyucuklu
petrilerin 2 tanesine 1’er ml YDC1, diger 2 tanesine 1’er ml YDC2 konuldu (Sekil
3.19). 35’1ik petri icerisine ise %10 FBS igeren TCM-199 medyumu konularak 1sitmali

tabla iizerinde bekletildi. C6zdiirme islemi oda 1sisinda yapildi.

Sivi azot igerisinden alinan payet havada 5 saniye bekletildi. Daha sonra
sicaklig1 30 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 20 saniyede ¢ozdiiriildii. Su banyosundan
cikartilan payet steril gazli bezle kurutulup ac¢ik olan kismi YDC1 medyumuna
daldirildi. Pamuk kismi makas yardimiyla kesildi. Payet i¢erigi YDC1 medyumuna
aktarildiktan sonra embriyo hizli bir sekilde tarandi. Bulunan embriyo farkli bir YDC1
damlasma alindi. Toplamda 3 dk olacak sekilde YDC1’de bekletildi. Embriyo daha
sonra YDC2 (%20 FBS i¢ceren TCM-199 medyum) damlaciginda yikanip farkli YDC2
damlacigina alinda ve burada da toplam 3 dk bekletildi (Sekil 3.21). C6ziinen embriyo
sicaklig1 37°C’ye ayarli tabla lizerinde bulunan %10 FBS iceren TCM-199 medyumu
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konuldu ve en az 3 defa farkli damlaciklarda yikandi. Cozdiirme islemi bittikten sonra
embriyolar kendi kiiltir medyumuyla en az 3 defa yikandiktan sonra kiiltiir
damlacigina konuldu. Embriyolar 3 giin boyunca gozlemlendi. Embriyolara ait gelisim

24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi.

Sekil 3. 19. Yavas dondurulan embriyolarin ¢ozdiiriilmesinin sematik ve gercek
goriintiisii. A: Yavas dondurulan embriyolarin ¢ozdiiriilmesinin sematik gosterimi, B:
Yavas dondurulan embriyonun ¢ozdiirme medyumuna konulmasi. YDCI1: Yavas
dondurma ¢ozdiirme 1, YDC2: Yavas dondurma ¢ozdiirme 2.

3.15. istatistik Analiz

Niimerik degiskenlerin normal dagilima uygunlugunun kontrolii “Shapiro-
Wilk Testi” ile yapildi. Niimerik degiskenlerin tanimlayici istatistikleri normal dagilim
gosterenler icin ortalama (+) standart sapma degerleri, normal dagilim géstermeyenler
icin medyan (min-max) degerleri verildi. Kiiltiiriin 3. giiniinde embriyolarda bdliinme
oranlarinin karsilastirilmasinda, “Bagimsiz Orneklem T Testi” kullamldi. Sekiz ve
tizeri hiicreli embriyolarda normallik saglanamadig: i¢in “Mann-Whitney U Testi”
kullanildi. Kiltlirtin 6. giiniinde embriyolarin gelisim oranlarina ait bulgularin
istatistigi yapilirken “Bagimsiz Orneklem T Testi”, normalitenin saglanmadig
gruplarda “Mann-Whitney U Testi” kullanildi. Direkt kiiltiire edilen embriyolarin
gelisim oranlarinin karsilastirilmast “Mann-Whitney U Testi” ile incelendi. Yavas
dondurulan embriyolarin ¢ozdiirtildiikten sonra gelisim oranlarinin karsilastirilmasi

“Bagimmsiz Orneklem Testi” ve “Mann-Whitney U Testi” kullamldi. Vitrifiye
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embriyolarin ¢ozdiiriildiikten sonra gelisim oranlarinin karsilagtirilmasi “Mann-
Whitney U Testi” ile incelendi. Tiim gruplara ait verilerin karsilastirilmasinda; veriler
parametrik varsayimlarini saglamiyorsa “Kruskal-Wallis H Testi” kullanildi. Ayrica
tiim hesaplamalarda ve yorumlamalarda istatistik anlamlilik diizeyi “p<0,05” olarak
dikkate alinarak, hipotezler ¢ift yonlii olarak kuruldu. Verinin istatistiksel analizi SPSS

v26 (IBM Inc., Chicago, IL, USA) istatistik paket programinda yapildi.
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4. BULGULAR

Mezbahada kesilen hayvanlardan, uygun sartlar altinda toplanan 583 adet
ovaryum laboratuvara getirildi. Ovaryumlarin 75 tanesi patolojik durumlardan ve
inaktif yapilardan dolay1 ¢alismaya dahil edilmedi. Kullanilan 508 ovaryumdan A
kalitede 795 ve B kalitede 463 tane olmak iizere toplam 1258 oosit elde edildi. Oositler
ovaryum tizerinde bulunan ve ¢aplar1 yaklasik 2-8 mm olan folikiillerden aspirasyon
teknigiyle toplandi. Elde edilen oositlere ait kalite bilgileri ve sayisal veriler tablo

4.1’de sunuldu.

Tablo 4.1. Elde edilen toplam oosit, ovaryum basina diisen kaliteli oosit sayilari.

Toplam Say1 Elde Edilen Toplam Ovaryum Basina Kaliteli (A-B)
QOosit Sayisi QOosit Sayisi (%)

Ovaryum 508 2,48

A Kalite Oosit 795 1,56

B Kalite Oosit 463 0,92

4.1. In Vitro Maturasyon Bulgular

Ovaryumlardan aspire edilen A (n=795) ve B (n=463) kaliteden toplam 1258 oosit
maturasyon medyumuna konuldu. Maturasyon degerlendirmesi 3 derecede yapildi.
Maturasyon basar1 oran1 2. ve 1.dereceden toplam %94,91 (n=1194) olarak saptandi.
Oositlerin %5,09’unun (n=64) dejenere oldugu tespit edildi. Calismada 1 kontrol ve 5
caligma grubu olmak iizere toplam 6 grup bulunmaktadir. Gruplar kiiltiir asamasinda
ayrildig1 i¢in ¢alismaya ait maturasyon bilgisi toplam olarak verildi. Her grup ise
kiltiir asamasia geldiginde L-karnitin igceren ve icermeyen olmak {izere 2 gruba

ayrildi. Oositlere ait maturasyon bilgileri Tablo 4.2°de 6zetlendi.

Tablo 4.2. Oosit maturasyon bilgileri.

GRUP AveB 0. Derece 1. Derecede 2. Derece
Kaliteli Matur Oosit Matur Oosit Matur Oosit
Oosit Sayisi Sayisi1 (%) Sayisi (%) Sayisi1 (%)
Toplam 1258 64 (5,09) 376 (29,89) 818 (65,02)
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4.2. In Vitro Kiiltiir Bulgular
4.2.1. Kiiltiiriin 3. giinii klivaj bulgular

Fertilizasyon isleminde toplam 1194 matur oosit kullanildi. Fertilizasyon
sonrasi 24. saatte hiicreler vortekslendi. Vortekslenme islemi sonrasinda kayip ve
dejenerasyona bagli olarak 106 (%8,88) hiicre ¢alisma disinda birakildi. Calisma 22
defa tekrarlandi. Elde edilen 1088 hiicre ile kiiltiir islemine devam edildi. Hiicrelerin
551 tanesi L-karnitin icermeyen kiiltiir ortaminda, 537 hiicre L-karnitin igeren kiiltiir
ortaminda kiiltiire edildi. Kiiltiir isleminin 3. gilinlinde klivaj (bdliinme) oranlari
degerlendirildi. L-karnitin icermeyen Kkiiltiir ortaminda hiicrelerin 234 (%42,47)
tanesinin unfertil oosit (UFO), 84 (%15,25) tanesinin 2 hiicreli embriyo, 134 (%24,32)
tanesinin 4 hiicreli embriyo, 99 (%17,97) tanesinin ise 8 ve lizerine hiicreli embriyo
oldugu tespit edildi. L-karnitin iceren kiiltiir ortaminda hiicrelerin 226 (%42,09)
tanesinin UFO, 79 (%14,71) tanesinin hiicreli embriyo, 126 (%23,46) tanesinin 4
hiicreli embriyo ve 106 (%19,73) tanesinin ise 8 ve iizerine hiicreli embriyo oldugu
tespit edildi (Sekil 4.1). Calismaya 4, 8 ve {izeri hiicreli embriyolarla devam edildi.
Hiicrelere ait klivaj oranlar1 (Tablo 4.2), ve klivaj goriintiileri (Sekil 4.2) asagida

verildi.
In Vitro Kiiltiiriin 3. Giinii Klivaj Oranlari
250
HIVK ®IVK-LK
2 200
>
©
wv
S 150
S
£
w100
£
8
F l .
[
0
2 Huicreli Embriyo 4 Hicreli Embriyo 8 Huicreli Embriyo
Sayisi Sayisi Sayisi
m VK 234 84 134 99
o |VK-LK 226 79 126 106
Klivaj

Sekil 4.1. Kiiltiirtin 3. giiniinde embriyolarin klivaj oranlari. Ufo: Unfertil oosit, IVK:

in vitro kiltir, IVK-LK: L-karnitin i¢eren in vitro kiiltiir.
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Tablo 4.3. Kiiltiiriin 3. giiniinde embriyolarda bdliinme oranlarinin karsilastirilmast

Grup Toplam UFO 2 Hiicreli 4 Hiicreli 8 ve Uzeri Toplam
Matur (Ort+SE) Embriyo Embriyo Hiicreli Embriyo
Oosit (Ort£SE) (Ort+SE) Embriyo (Ort+SE)
Sayisi (Ort£SE)
IVK 551 234 84 134 99 317
(38,4+13,3)  (15,9+7,0) (25,8+11,9) (19,9+13.9) (60,6+12,8)
IVK-LK 537 226 79 126 106 311
) (39,3£13,6) (14,6£104) (25,2+13,4) (20,9+11,4) (60,7+13,6)
p 0,814 0,641 0,864 0,581 0,990

Bagimsiz Orneklem T Testi, Mann-Whitney U Testi.

Yapilan analiz sonuglar1 incelendiginde, “UFO” (p>0,05), “2 Hiicreli
Embriyo” (p>0,05), “4 Hiicreli Embriyo” (p>0,05), “8 ve Uzeri Hiicreli Embriyo”
p>0,05) ve “Toplam Embriyo” oranlarinda (p>0,05) L-karnitin varliginin anlamli bir

fark olusturmadigi belirlendi.

Sekil 4.2. Kiiltiiriin 3. giinli embriyolarin klivaj goriintiileri; A: UFO, B: 2 Hiicreli
Embriyo, C: 4 Hiicreli Embriyo, D: 8 Hiicreli Embriyo.
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4.2.2. Kiiltiiriin 6. giin bulgular

Kiiltlir islemine 1088 oosit ile baslandi. Bu oositlerden 460 tanesi ufo, 163
tanesi ise 2 hiicreli embriyo oldugu i¢in kiiltiiriin 3. giinlinde ¢alisma disinda birakildi.
Calismaya 4 (n:260), 8 ve tizeri (n:205) hiicreye sahip toplam 465 embriyo ile devam
edildi. Kiiltiir isleminin 6. giiniinde L-karnitin icermeyen kiiltiir ortaminda 233, L-
karnitin iceren kiiltiir ortaminda 232 embriyo bulunmaktaydi. Kiiltiir isleminin 6.
giinlinde embriyolarin gelisim oranlar1 degerlendirildi. L-karnitin igermeyen kiiltiir
ortaminda embriyolarin 60 (%25,75) tanesinin dejenere, 44 (%18,88) tanesinin
morula, 27 (%11,58) tanesinin erken blastosist, 94 (%40,34) tanesinin blastosist ve 8
(%3,43) tanesinin gelismis blastosist (expanded blastosist, hatching veya hatched
blastosist) oldugu tespit edildi. L-karnitin igeren kiiltiir ortaminda embriyolarin 67
(%28,88) tanesinin dejenere, 33 (%14,22) tanesinin morula, 25 (%10,78) tanesinin
erken blastosist, 101 (%43,53) tanesinin blastosist ve 6 (%2,58) tanesinin gelismis
blastosist oldugu tespit edildi (Sekil 4.3). Kiiltiir isleminin 6. glinlinde 4-8 hiicre veya
8-16 hiicre arasinda bloklanan embriyolar, morulalar ve gelismis blastosistler
calismadan ¢ikartildi. Geriye kalan embriyolarin gelisimleri takip edildi. Vitrifikasyon
ve yavas dondurma gruplarinda erken blastosist ve blastosist agamasina ulagan
embriyolar donduruldu. Dondurulan embriyolar ¢ozdiiriiliip gelisimleri kontrol edildi.

Kiiltiirtin 6. giintine ait bilgiler Tablo 4.4’de, embriyolara ait goriintii ise Sekil4.4’de

verildi.
in Vitro Kiiltiiriin 6. Glinii Embriyonik Gelisim
@ mIVK mIVK-LK
S. 120
©
v 100
o o
> 80 %44
S
g 60 %
w40
g - =
8. 0 - I
= Dejenere Morula Erken Bastosist Blastosist Ge||§mv|§
Blastosist
| IVK 60 44 27 94 8
o VK-LK 67 33 25 101 6

Embriyo Asamasi

Sekil 4.3. Kiiltiirlin 6. giiniinde gruplarindaki embriyo gelisim oranlart. IVK: in vitro
kiltiir, IVK-LK: L-karnitin i¢eren in vitro kiiltiir.
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Tablo 4.4. Kiiltiiriin 6. giiniine ait bulgular

Toplam Dejenere Morula Erken Blastosist Gelismis Toplam
Embriyo  (Ort+SS) (Ort£SS) Blastosist (Ort£SS) Blastosist Embriyo
Sayisi (Ort£SS) (Ort£SS) (Ort£SS)
IVK 233 60 44 27 94 8 173
28,6+17,7 16,6+15,9  13,3+15,3  36,9+17.3 4,248,0 71,0£17,7
IVK LK 232 67 33 25 101 6 165
+ + + +
32,3+19,5 13,0£15,3 9,9+14,4 43,1+19,2 1,8+4,7 6774195
p 0,518 0,420 0,322 0,268 0,244 0,558
Bagimsiz Orneklem T Testi, Mann-Whitney U Testi
“Dejenere” (p>0,05), “Morula” (p>0,05), “Erken Blastosist” (p>0,05),

“Blastosist” (p>0,05), “Gelismis Blastosist” (p>0,05) ve “Toplam Embriyo”

oranlarinda (p>0,05) L-karnitin anlaml fark olusturmadig: tespit edildi.

Sekil 4.4. Fertilizasyonun 7. giinli embriyolara ait goriintiiler; A:Blastosist, B: Erken

Blastosist.
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4.3. Kiiltiir Grubu Embriyolarin Gelisimlerinin Incelenmesi

Kiiltiiriin 6. glinii Grup Kontrol ve Grup LK’ye herhangi bir islem yapilmadan
direkt kiiltiir islemine devam edildi. Grup Kontrol’de 29 tane dejenere, 6 morula, 22
erken blastosist, 39 blastosist ve 2 hatching asamasinda olmak iizere toplam 98
embriyo bulunmaktaydi. Grup LK’de 26 tane dejenere, 9 morula, 16 erken blastosist,
40 blastosist olmak lizere toplam 91 embriyo bulunmaktaydi. Calisma 12 tekrar
yapilarak embriyolar toplandi. Erken blastosist ve blastosist asamasinda bulunan
embriyolarin gelisimleri 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi. Embriyolarin gelisim
asamalar1  Sekil 4.5’te verildi. Embriyolarinin expanded blastosist veya
hatching/hatched blastosist asamasina ulagmasi, 24 saat araliklarla incelendi. Giinliikk
degerlendirmelerde gelisim oranlar1 toplam sayr olarak verildi. Gruplara ait

embriyolarin gelisim oranlar1 Tablo 4.5’te 6zetlendi.

Tablo 4.5. Direkt kiiltiire edilen embriyolarin gelisim durumlari

Expanded Blastosist (Ort£SS) Hatching (Ort+SS)

Toplam  24. Saat 48. Saat 72. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat

Embriyo
Grup Kontrol 61 35,5£32,8  43,1£31,7  55,9436,5 16,7£31,7 30,2£34,1  31,7433,0
Grup LK 56 24,2+41,5 34,6+40,3  55,2446,8 0,5+1,8 4,2+412,0  10,9+£19,4
P 0,227 0,506 0,946 0,098 0,020%* 0,058

*p<0,05

“Expanded Blastosist (%) oran1 24. saat (p>0,05), 48. saat (p>0,05) ve 72. saat
sonunda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli degildi. “Hatching/Hatched blastosist”
oranlarinda 24. saat sonunda (p>0,05) istatistik farkin olmadigi, 48. saat sonunda
(p<0,05) ise anlamli farkin varlig1 tespit edildi. Ancak 72. saatin sonunda (p>0,05)
istatistik farkin ortadan kalkti§i belirlendi. Sonu¢ olarak L-karnitin varliginin
dondurma islemi yapilmadan kiiltiire edilen embriyolarda gelisim oraninin

degistirmedigi tespit edildi.
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Sekil 4.5. Embriyolarin gelisim asamalari; A: Expanded blastosist, B: Hatching
blastosist, C: Hatched blastosist

4.4. Embriyolarin Yavas Dondurulmasi ve Cozdiirme Sonras1 Bulgular:

Kiiltiirtin 6. gliniinde Grup YD’de 13 dejenere, 21 morula, 6 erken blastosist,
30 blastosist ve 1 tane hatching asamasinda olmak iizere toplam 71 embriyo
bulunmaktaydi. Grup LK-YD’de 18 dejenere, 14 morula, 6 erken blastosist, 33
blastosist olmak tizere toplam 71 embriyo bulunmaktaydi. Calisma 6 tekrar yapilarak
embriyolar toplandi. Erken blastosist ve blastosist agsamasinda bulunan embriyolar
dondurulurken, diger embriyolar ¢alisma disinda birakildi. Dondurulan embriyolar
stv1 azot igerisinde depolandi. Embriyolar ¢ozdiiriildiikten sonra tekrar kendi kiiltiir
medyumlarina (L-karnitin i¢eren veya L-karnitin icermeyen kiiltiir ortami1) konularak
24 saat araliklarla 3 giin boyunca gelisimleri degerlendirildi. Grup YD’de 6 erken
blastosist ve 30 blastosist olmak iizere toplam 36, Grup LK-YD’de 6 erken blastosist
ve 33 blastosist olmak iizere toplam 39 embriyo donduruldu. Cozdiirme islemi
sonucunda grup YD’de 1 embriyonun parcalandigi, 2 (%5,56) embriyoda ise zona
pellusida kirig1 goriildii (Sekil 4.6). Calismaya 35 embriyo ile devam edildi. Grup LK-
YD’de ise kayip goriilmedi, ancak 5 (%12,82) embriyoda zona pellusida kirig tespit
edildi. Calismaya 39 embriyo ile devam edildi. Her iki grup i¢inde zona pelluside
kiriklart dikkate alinmadan calisma siirdiiriildii. Cozdiirme sonrasi kiiltiire alinan
embriyolarin, expanded blastosist ve hatching/hatched blastosist asamasina ulagsmasi
24, 48 ve 72. saatlerde takip edildi. Yavas dondurulan embriyolarin ¢ozdiirtildiikten

sonra gelisim oranlarinin karsilastirmalar1 Tablo 4.6’da verildi.
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Sekil 4.6. Yavas dondurma sonrasi ¢ozdiiriillen embriyolarda goriilen zona pellusida
kiriklart.

Tablo 4.6. Yavas dondurulan embriyolarin ¢ozdiiriildiikten sonra gelisim oranlarinin
karsilastirilmasi

Expanded Blastosist (Ort£SS) Hatching/Hatched Blastosist
Toplam (Ort£SS)
Embriyo
Sayisi 24. Saat 48. Saat 72.Saat  24. Saat 48. Saat 72. Saat

Grup YD 35 9,3+14,8 13,0£20,4 19,0£23,1 0,0£0,0  5,6%13,6 5,6+13.,6
Grup 39 22,2+19,5 49,3+41,4 49,3+41.4 0,0+0,0 12,5420.9 20.8424.6
LK-YD
p 0,198 0,113 0,148 - 0,528 0,214

Bagimsiz Orneklem T Testi, Mann-Whitney U Testi

Yapilan analiz sonuglarina gore, 24. saat (p>0,05), 48. saat (p>0,05) ve 72. saat
(p>0,05) sonunda “Expanded Blastosist™ oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig: tespit edildi. “Hatching/Hatched Blastosist” oranlarinin 48 (p>0,05) ve 72.

saat sonunda (p>0,05) anlamli fark olmadig1 belirlendi.

4.5. Embriyolarin Vitrifikasyonu ve Cozdiirme Sonras1 Bulgular:

Kiiltiiriin 6. giiniinde L-karnitin igermeyen grupta (Grup VIT) 19 dejenere, 13
morula, 1 tane erken blastosist, 26 tane blastosist ve 5 tane expanded blastosist
asamasinda olmak tlizere toplam 64 embriyo bulunmaktaydi. L-karnitin igeren grupta
(Grup LK-VIT) 19 dejenere, 13 morula, 4 erken blastosist, 28 blastosist ve 6 tane
expanded blastosist agsamasinda olmak {izere toplam 70 embriyo bulunmaktaydi.
Calisma 5 tekrar yapilarak embriyolar toplandi. Erken blastosist ve blastosist
asamasinda embriyolar vitrifiye edilirken (Sekil 4.7), diger embriyolar vitrifiye
isleminde kullanilmadi. Vitrifiye edilen embriyolar sivi azot igerisinde depolandi.

Cozdiiriilen embriyolar tekrar kendi kiiltiir medyumlarina (L-karnitin igceren veya L-
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karnitin icermeyen kiiltiir ortami) konularak 24 saat araliklarla 3 giin boyunca
gelisimleri degerlendirildi (Sekil 4.8). Grup VIT de 1 erken blastosist ve 26 blastosist
olmak iizere toplam 27 embriyo vitrifiye edildi. Grup LK-VIT de 4 erken blastosist ve
28 blastosist olmak iizere toplam 32 embriyo donduruldu. Grup VIT’ de ¢dzdiiriilen
embriyolarin 1 tanesi ¢dzdiirme asamasinda pargalandi ve calismaya 26 embriyo ile
devam edildi. Grup LK-VIiT de ise ¢dzdiirme sirasinda 3 embriyo pargalandi ve 29
embriyo ile ¢alismaya devam edildi. Vitrifiye embriyolarin ¢ozdiiriildiikten sonra

gelisim oranlarinin karsilagtirmalar: Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7 Vitrifiye embriyolarin ¢ozdiiriildiikten sonra gelisim oranlarinin
karsilastirilmasi.

Expanded Blastosist (Ort£SS) Hatching/Hatched Blastosist (Ort+SS)

Toplam 24. Saat 48. Saat 72. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat

Embriyo

Sayisi
3{;" 28 1055174 1054174 1454260 65493  105+174 105+17.4
Grup 29
Ny 3424200 3424201  367+173 1094174  9.6+153  23.6+109
p 0.056 0.056 0,090 0.814 0.278 0.110

Yapilan analiz sonuglarina gore, 24. saat (p>0,05), 48. saat (p>0,05) ve 72. saat
(p>0,05) sonunda “Expanded Blastosist” ve “Hatching/Hatched Blastosist” oranlari

arasinda istatistiksel anlamda farklilik olmadig: tespit edildi.

Sekil 4.7. Embriyolarin vitrifikasyonu sirasinda alinan goriintiiler. A:Kiiltiir
medyumundaki blastosit goriintiisii, B: VD1 goriintii, C:VD2 goriintii.

69



Sekil 4.8. Vitrifiye edilen embriyolarin ¢ézdiirlilme asamasinda alinan goriintiiler. A:
Cozdiirme asamasinda VC1 goriintli, B: VC2 goriintli, C: Cézdiirme sonrasi kiiltiir

medyumundaki goriintii.

Tim gruplarda bulunan embriyolarin gelisim oranlarinin karsilagtirilmasi

Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.8. Tiim gruplarda bulunan embriyolarin gelisim oranlarinin karsilagtirilmasi

Expanded Blastosist (Ort£SS)

Hatching/Hatched Blastosist (Ort+SS)

Toplam
Embriyo 24. Saat 48. Saat 72. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Sayisi
Grup 61 355328 43,0£31,7  559:36,5 16,7+31,7  30,2+34,1 31,7433,0
Kontrol
Grup LK 56 2424415 34,6+403 5524468 0,518 42£12,0 10,9194
Grup YD 35 9,3+14,8 13,04204  19,0423,1 0,0£0,0 5,6%13.,6 5,6%13.,6
g]r)up LK- 39 2224195 493+414  493+414 0,040.0 1254200 2084246
Grup ViT 26 10,5€174  105+174  14,5426,0 6,549,3 10,5174 10,5+17,3
3{}‘1’ LK- 2 342+420,1 3424201  367+173 1094174  19,6+153 23,6+10,9
p 0,225 0,147 0,150 0315 0,100 0,112
Kruskal Wallis H Testi
Yapilan analiz sonuclarina gore, 24, 48 ve 72. saat sonunda “Expanded
Blastosist” ve “Hatching/Hatched Blastosist” oranlarinin karsilagtirilmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit edildi (p>0,05).
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5. TARTISMA

Sigir embriyolarinin in vitro lretimi diinya genelinde giderek artmaktadir.
Hatta son yillarda tiretilen IVP embriyo sayilarinin, IVD embriyo sayilarini gectigi
gorilmektedir. Elde edilen embriyolar taze transfer edilebildigi gibi dondurularak
uzun siire saklanabilmektedir. Basarili sekilde dondurulan embriyolarin
¢ozdiiriildiikten sonra transfer edilmesiyle canli yavrular alinabilmektedir. In vitro
embriyolarin yavas dondurmaya kars1 duyarli oldugu bilinmektedir. [IVP embriyolarin
IVD embriyolara gore daha hassas olmasi 6zel dondurma yontemlerine gereksinim
olusturmaktadir. Her ne kadar IVP embriyo kriyoprezervasyonunun gelistirilmesine

yonelik ¢caligmalar yapilmis olsa da standart bir protokol belirlenememistir.

Gelisen biyoteknoloji ile birlikte ¢iftliklerde yetistirilen, soyu tiikenmekte olan
veya zorunlu olarak kesime giden genetik olarak iistiin 6zelliklere sahip hayvanlardan
embriyolar Uretilebilmektedir. Embriyo iiretimi sirasinda kiiltiir ortami1, embriyolarin
metabolizmasi, gelisim hizlari, kriyoprezervasyona duyarliliklari, oksidatif stres yaniti
ve lipid metabolizmasi1 {izerinde kalici etkilere sahiptir. Yag asitlerinin kiiltiir
ortamindan uzaklastirilmast erken embriyonik donemde gelisimi olumlu
etkilemektedir (Yotsushima ve ark.,, 2004). Sigir IVP embriyolarinin kriyo-
duyarliligmm1 azaltmak ic¢in, oosit veya embriyolarin lipit birikimini azaltabilen
molekiiller kullanilabilmektedir. L-karnitinin, oosit olgunlagsmasini ve domuzlarda
embriyonik gelisimi artirabilecek ATP iiretimi i¢in yag asidini mitokondriye tagiyarak
B-oksidasyonunda 6dnemli bir rol oynadigi bildirilmektedir (Somfai ve ark., 2011; Wu
ve ark., 2011a). Sunulan bu ¢alismada IVP embriyolarin kiiltiir ortamina L-karnitin

eklenmesinin dondurma {izerine etkisi arastirildi.

Oosit aspirasyonu; Mezbahada toplanan siir ovaryumlarindan oosit elde
etmek i¢in genellikle aspirasyon teknigi kullanilmaktadir. Aspirasyon yontemi yaygin
bir sekilde kullanilmasina ragmen ovaryum tizerinde bulunan folikiillerin %30 ile 60
kadarindan oosit toplanabilmektedir (Ahmed ve ark., 2015; Gordon, 2003; Zarcula ve
ark 2012). Ahmed ve ark. (2015) oosit basina 1,37 A ve 0,96 B kalite olmak iizere
toplam 2,33 kaliteli oosit topladiklarin1 bildirmektedir. Khandoker ve ark. (2016),
tizerinde CL bulunan ovaryumlardan 4,8 adet, CL bulunmayan ovaryumlardan ise 2,8

olmak iizere ortalama 3,8 kaliteli oosit aspire etmislerdir. Satilmis (2019) aspirasyon
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ile oosit basina toplanan A ve B kalitede 4,19 oosit elde etmistir. Sunulan bu ¢alismada
ovaryum basina 1,56 A kalitede ve 0,92 B kalitede olmak iizere ortalama 2,48 kaliteli
(A ve B kalite) oosit elde edildi. Elde edilen sonuglar, Ahmed ve ark. (2015) ile paralel
bulunurken, Khandoker ve ark. (2016) ve Satilmis (2019)’a gore diisiik bulunmustur.
Toplanan oosit sayilarindaki farkliliklar, hayvanin bireysel 6zellikleri, ¢evre sartlari,
kesim Oncesi dol verimleri, ovaryum iizerinde CL varligi ve aspirasyonu yapan

pratisyen farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Oositlerin  maturasyonu; Oositin  kalitesi maturasyon basarisini,
fertilizasyonu ve embriyo gelisimini etkilemektedir (Sirard ve ark., 2006). Kaliteli
oositlerin kullanildig1 IVP ¢alismalarinda, maturasyon oranlarinin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir. Protokollerde genellikle A kalite immatiir oositler tercih
edilmektedir. Maturasyon ¢alismalarinda A kalite oositlerin kullanilmasinda metafaz
II'ye (%MII) ulasan oosit oraninin %81,8 oldugu bildirilmektedir. B ve C kalitede
oositlerin tercih edilmesinde ise basarinin sirastyla %57,1 ve %38,5 oldugu tespit
edilmistir (Kakkassery ve ark., 2010). Akyol ve ark. (2007) A-B kalitede sigir
oositlerinin  kullanildigi arastirmada maturasyon basarist %92  oldugunu
bildirmektedir. Satilmis (2019), A ve B kalitede immatiir oositlerin kullanildig
calismasinda maturasyon oranini %87,42 bulmustur. Zhang ve ark. (1995) oosit
kalitelerinin embriyo gelisimi iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada maturasyon
oranlarin1 %93-96 oldugunu bildirmektedir. Giiler (2018) sigir oositlerinde IVM
basarisinin %96 olarak bulmustur. Sunulan ¢alismada A ve B kaliteli immatiir oositler
kullanilarak, IVM basar1 oranin1 yukarida bahsedilen literatiirlere paralel olarak
%94,91 oldugu belirlendi. Calismalar arasindaki farkliliklar oositlerin toplandigi
hayvanin genel durumu, siklusun dénemi, maturasyon stiresi, pH, sicaklik gibi bir¢ok
faktorden kaynaklanabilmektedir. Yapilan arastirmalarda ITVM basarisina birgok
faktoriin etki ettigi bildirilmektedir. Oositlerin toplandig1 hayvanin fizyolojik durumu,
Ostrus siklusu, siklusun donemi, folikiiler dalgalanmalar, folikiil ¢ap1, kumulus oosit
kompleksi, oositin kalitesi ve maturasyon i¢in gegen siire gibi faktorler 6rnek olarak
verilmektedir(Gordon, 2003). Ayrica medyumlarin pH’s1 osmotik basincit ortam
sicakligl, nem ve g¢evresel gaz bilesimi de maturasyon basarisini etkilemektedir

(Matsuo ve ark., 2017). Tiim bunlarin yanisira morfolojik derecelendirme subjektif
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olup, IVM basarisinda énemli bir varyasyon kaynagi olabilmektedir (Rocha ve ark.,

2016;Viswanath ve ark., 2016).

Klivaj oranlari; Carrillo-Gonzalez ve ark. (2021) 38,5°C, %5 CO2, %90 bagil
nem igeren ortamda gergeklestirildigi calismada, sigir embriyolarmin IVK
medyumuna 1,5 mM L-karnitin eklenmesinin klivaj oranlarin1 etkilemedigini
bildirmektedirler. Arastirma sonuglarinda kontrol grubunda %68,3, L-karnitin
grubunda ise %67,1 klivaj oran tespit edildigi bildirilmektedir. Zolini ve ark. (2019)
OPU yontemiyle topladiklari oositlerin kiiltlir medyumuna 0,75 mM L-karnitin
eklenmesinin klivaj oranlarmi arttirmadigini tespit etmislerdir. L-karnitin eklenen
grupta %76,4, L-karnitin eklenmeyen grupta ise %78,8 klivaj orani bildirilmektedir
(Zolini ve ark., 2019). Takahashi ve ark. (2013) 1,518 mM L-karnitin eklenen grupta
%75,6, L-karnitin yogunlugun 3,03mM oldugu grupta %76,5 ve kontrol grubunda ise
%76,5 klivaj orani tespit etmiglerdir. Arastirmacilar kiiltiir medyumuna 1,518 mM ve
3,03mM yogunluklarinda L-karnitin eklenmesinin klivaj oranlarini artirmadigini
bildirilmektedir. Phongnimitr ve ark. (2013) 38,5°C ve %5 CO; ortaminda IVK
medyumlarina L-karnitin eklenmesi durumunda klivaj oranlarinin %67,8 oldugunu ve
L-karnitinin klivaj oranlarini iyilestirmedigini tespit etmislerdir. Nikoloff ve ark.
(2019) L-karntine benzer antioksidan olan sisteaminin IVP embriyolarda
eikosapentaenoik asit (EPA) ve vitamin E’nin tek basmna veya birlikte
kombinasyonlarinin embriyo gelisimi {izerine etkisini aragtirmiglardir. Arastirmacilar
kiiltiir ortaminin 39°C, %7 O2, %5 CO2, %88 N> oldugunu ve medyumlarin her 48
saatte bir degistirildigi ¢alismada IVF sonrasi 3. glinde kontrol grubunda toplam klivaj
oranlarim1 %73,6 oldugu tespit edilmistir. Caligmamizda da, yukarida sunulan
calismalara benzer sekilde kiiltiir ortamina L-karnitin eklenmesinin, klivaj oranlarini
etkilemedigi tespit edildi. Yukarida sunulan ¢alismalara benzer olarak, 39°C, %5 O2,
%5 CO2, %90 N> ortamda gerceklestirildigimiz ¢alismamizda kiiltiir ortamina L-
karnitin eklenen grupta klivaj oran1 %60,7, eklenmeyen grupta %60,6 oldugu tespit
edildi. Caligmalar arasindaki klivaj oran farkliliklarinin ise kullanilan L-karnitin
yogunlugu, kiiltiir medyumlari, hayvan materyali, oositlerin elde edilme yontemleri,
secilen oosit kaliteleri, laboratuvar ortami, kisisel tecriibeler ve kiiltiir ortam

kosullarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Embriyo gelisim oranlari; Zolini ve ark. ( 2019) kiiltiir medyumuna 7. giine
kadar 0,75 mM L-karnitin eklenmesi blastosist gelisim oranlarini (kontrol grubu
%22,2, L- karnitin grup %20,6) etkilemedigini bildirirken, L-karnitin yogunlugunun
3,03 mM olmasimin ise blastosist gelisim oranlarinin azalmasina neden oldugunu
belirtmektedirler. Takahashi ve ark. (2013) IVK medyumuna 1,518 mM ve 3,03mM
yogunluklarinda L-karnitin eklenmesinin IVF’in 7. giiniinde blastosist gelisim oranini
%40,2 ve %44,6 olacak sekilde arttirdigin1 bildirmektedir. Aymi ¢alismada kontrol
grubu i¢in blastosist gelisim olanlariin %32,2 oldugu tespit edilmistir. Calismamizda
IVK-LK’da blastosist gelisimi %43,1 IVK grubunda ise %36,9 oldugu tespit edildi. L-
karnitin eklenen grupta blastosist gelisim orani sayisal olarak daha yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel anlamda bir fark tespit edilmedi. Farkli calismalarda (Dunning ve
ark., 2010; Uhde ve ark., 2018), kiiltiir ortamina L-karnitin eklenmesinin [3-
oksidasyonunu ve embriyo gelisimini olumlu etkiledigi bildirilmektedir. Ayrica enerji
kaynagi olan karbonhidratlarin yoklugunda zigotlarin boliinmesi onemli o6lgiide
artmaktadir (Dunning ve ark., 2010). Calismamizda elde edilen blastosist gelisim
oranlar1 Zolini ve ark. (2019)’dan yiiksek, Takahashi ve ark. (2013) ile benzer
bulunmustur. Caligmamizda elde edilen bulgularin Zolini ve ark. (2019)’dan yiiksek
bulunmasinin nedeni, calismamizda kiiltiirtin 3. glinii boliinmeyen ve 2 hiicreli
embriyolarin ¢alismadan ¢ikartilarak, en az 4 ve lzeri hiicreye sahip embriyolarla

caligmaya devam edilmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Kiiltiire devam eden embriyolarin gelisim oranlari; Atmosferik oksijen
seviyesinde (%20 O) kiiltiirlenen oositler yliksek konsantrasyonda ROT
uretebilmektedir (Ali ve ark., 2003). Ayrica B-oksidasyonun yetersizligi de, ROT
olusumunu tesvik etmekte ve DNA hasarina neden olmaktadir. Asirt ROT {iretiminin,
B-oksidasyonu bozarak mitokondriyal fonksiyonu modiile ettigi ve artan lipit
birikimine yol agtigr bildirilmektedir (Van Hoeck ve ark., 2015). Hiicresel
makromolekiillere baglanan ROT lipit peroksidasyonunu arttirmakta ve hiicre hasarina
neden olmaktadir (Tarin ve Trounson, 1993; Quinn, 1985). Kiiltiir sirasinda ROT
olusumunun azaltilmasinin, in vitro embriyo gelisimi iizerinde faydali bir etki
gostermesi beklenmektedir. Oksijen radikallerinin in vitro olarak nasil iretildigi
belirsiz oldugu icin, kiiltiir kosullar1 altinda gergekte ka¢ oksijen radikalinin

bulundugunu tahmin etmek ¢ok zordur. Sigir embriyo kiiltiiriinde B-merkaptoetanol
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(Lim ve ark., 1999), sisteamin (de Matos ve ark., 1996), vitamin E (Olson ve Seidel,
2000), allopurinol (Iwata ve ark., 1998), hipotaurin (Fujitani ve ark., 1997) ve
siiperoksit dismutaz (Iwata ve ark., 1998), sisteamin (Balasubramanian ve Rho,
2007;de Matos ve ark., 2002), sistein, N-asetil-L-sistein, katalaz, stiperoksit dismutaz
(Ali ve ark., 2003), glutatyon (Deleuze ve Goudet, 2010), melatonin (Remido ve ark.,
2016) ve L-karnitin (Somfai ve ark., 2011) gibi antioksidanlar kullanilmaktadir.
Glutatyon seviyesinin, L-karnitin takviyesinden sonra arttig1 tespit edilmistir (Mishra
ve ark., 2016). Kiiltiir ortamina L-karnitin eklenmesinin B-oksidasyonu ve embriyo
gelisimini  olumlu etkiledigi bildirilmektedir. Ayrica enerji kaynagi olan
karbonhidratlarin yoklugunda zigotlarin boliinmesini 6nemli 6lgiide artirmaktadir
(Dunning ve ark., 2010; Uhde ve ark., 2018). Domuz oositlerinin maturasyonunda L-
karnitinin, ROT seviyelerini azaltan gii¢lii antioksidan 6zelligi bulunmaktadir (Somfai
ve ark., 2011; Wu ve ark., 2011a). Bu o6zelliginden dolayi, L-karnitin hiicreleri
apoptozdan korumakta (Qi ve ark., 2006; Ye ve ark.,, 2010), mitokondriyal
disfonksiyonu dnleyebilmekte ve mitokondriyal membranlari stabilize edebilmektedir
(Pillich ve ark., 2005). Teorik olarak, antioksidanlar sigir embriyo gelisimi iizerinde
olumlu etkiler gosterir. Ancak bazi arastirmacilar (Fujitani ve ark., 1997; Iwata ve ark.,
1998), oksijen seviyesi veya kiiltiir kosullarina bagli olarak, embriyo gelisiminde
olumsuz etkiler tespit etmislerdir. Olson ve Seidel (2000) ve de Matos ve ark.
(2000)'nin ¢alismalar1 disinda, antioksidanlarin olumlu etkileri esas olarak %20
oksijen kosullarinda elde edilmektedir. Pozitif sonuclar i¢in kiiltiir ortaminin da
oldukga 6nemli oldugu bildirilmektedir. Ornegin TCM199 ile pozitif etkiler elde
etmek i¢in 50-100 uM sisteamin gerekliyken (Takahashi ve ark., 1993; de Matos ve
ark., 1996) SOF ile yapilan kiiltiir isleminde 25-50 pM sisteamin gerekmektedir (de
Matos ve ark., 2000). Bu durum SOF ortaminin zaten embriyolar1 serbest radikal
hasarindan koruyabilecek faktorleri icerdigi gercegiyle aciklanabilmektedir (Morales
ve ark., 1999). Sunulan ¢alismada kiiltiiriin 7. giiniinde erken blastosist ve blastosist
asamasina gelen embriyolarin 3 giin boyunca kiiltiirde gelisimleri gozlendi. Karnitin
eklenen grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda expanded blastosist oranlarinin 24, 48
ve 72. saat sonunda degismedigi goriildi. Karnitin eklenen grubun 48. saat
degerlendirilmesinde hatching blastosist oranlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak diisiik bulundu. Ancak 72. saat sonunda ise istatistiksel fark bulunmadi.
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Sunulan ¢aligmada kullanilan kiiltiir medyumunun BSA, vitaminler, amino asitler ve
antioksidanlar ile zenginlestirildigi bildirilmektedir. Ancak kullanilan maddelerin
yogunluklar1 hakkinda bilgi bilinmemekteydi. Dolayisiyla antioksidan bulunan bir
kiltir medyumuna ayrica antioksidan eklenmesinin, antioksidan yogunlugunun
artmasimna ve embriyonik gelisimin olumsuz etkilenmesine neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kiiltiiriin 48. saatinde hatching oranlarinin diisiik olmasi ¢aligmanin
% 5 O ortamindan veya kullanilan L-karnitin yogunlugundan kaynaklanabilecegini
disiindiirdi. Yapilacak calismalarda ticari bir medyumla degil de tanimh
medyumlarla, farkli L-karnitin yogunluklari ve O seviyeleriyle ¢alismanin
tekrarlanmasi1 gerekmektedir. Ayrica ¢aligmamizda ROT seviyelerine bakilmadi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-karnitin grubunda farkin olmamasit ROT
degerlerinin birbirine yakin olabilecegini diistindiirdii. Yapilacak calismalarda ROT
degerlendirilmesi ve apoptoz hiicre oranlarina bakilmasi ile L-karnitin etkinliginin

anlasilmasina katki saglanabilir.

Yavas dondurulan embriyolarin gelisim oranlari; In vitro iiretilen
embriyolarin IVD embriyolara gore daha hassas ve kriyoprezervasyona karsi daha
duyarli olduklar1 bilinmektedir. Bu durum IVP embriyolarin sahada kullanimim
sinirlamaktadir (Fair ve ark., 2001). Sigir IVP embriyolarinda sitoplazmik lipit
birikimi, diisiik kriyotolerans ile iliskilendirilmektedir. Uretilen IVP ve IVD
embriyolar molekiiler diizeyde oldugu kadar morfolojik ve metabolik diizeyde de
farkliliklar gostermektedir (Abe ve ark., 2002; Leese ve ark., 2008; Rizos ve ark.,
2002). Zolini ve ark. (2019) IVP embriyolarin kiiltiir medyumuna 7. giine kadar 0,75
mM L-karnitin eklenmesinin, yavas dondurulan embriyolarda hayatta kalma oraninm
artirdigin1  bildirmektedir. Ayni1 calismada 0,75 mM L-karnitin re-ekspansiyon
oranlarini artirirken, hatching blastosist oranlari iizerine etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
Ayrica yavas dondurulan embriyolarin transferi sonrasinda gebelik oranlarinda
herhangi bir artig tespit edilmedigi bildirilmektedir (Zolini ve ark., 2019). Takahashi
ve ark. (2013)’nin, bulgularina gore IVK medyumuna 1,5 mM veya 3,03 mM L-
karnitin eklenmesi yavas dondurulan embriyolarin hayatta kalma oranlarini
tyilestirmektedir. Calismamizda kiiltiir medyumuna L-karnitin eklenmesinin yavas
dondurulan embriyolarda ¢6zdiirme sonrasi expanded blastosist ve hatching blastosist

oranlarini istatistik anlamda iyilestirmedigi tespit edildi. Ancak L-karnitin eklenen
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grupta yavas dondurulan embriyolarin gelisimlerinde 24, 48 ve 72. saatlerde oransal
bir artis oldugu gozlendi. Gruplar arasi bu oransal artis ¢alisma gruplarinin daha fazla
materyal ile tekrarlanmasi durumunda istatistik farkin olusabilecegini diisiindiirdi.
Lipid metabolizmasi iizerindeki etkisinden dolayi, kiiltiir medyumlarina L-karnitin
eklenilmesi embriyolarin kriyotoleransin1 gelistirmektedir (Held-Hoelker ve ark.,
2017; Ruiz ve ark., 2015; Takahashi ve ark., 2013). Yag asidi igermeyen BSA (EFAF-
BSA) ile takviye edilmis embriyo kiiltiir ortaminin L-karnitin ile desteklenmesinin,
¢Ozlilme sonras1 hayatta kalmayi1 iyilestirdigi, ancak embriyo lipit igerigini
etkilemedigi bildirilmektedir (Held-Hoelker ve ark., 2017). Calismamizda da yavas
dondurulan embriyolarin ¢dzdiirme sonrasinda expanded ve hatching blastosist
oranlarinda farklilik olmamasi Held-Hoelker ve ark. (2017)’n1 destekler niteliktedir.
Takahashi ve ark. (2013) ise sigirlardan elde edilen IVP embriyolarin kiiltiir
medyumuna L-karnitin eklenmesinin lipit igerigini azalttigini bildirmektedir
(Takahashi ve ark., 2013). Bu durum IVP embriyolarin kriyotolerans: ile
iligkilendirilmektedir. Caligma gruplar1 arasinda farklilik bulunmamasi ise ¢alismada
kullanilan embriyolara ait lipit igeriginde istatistiksel anlamda farkin olmamasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Lipid metabolizmas: iizerindeki etkilerinin
yanisira L-karnitin ROT diizeylerini azaltict olumlu etkileri bulunmaktadir (Giilgin,
2006). Dondurma-¢6zdiirme sirasinda ROT seviyeleri artmaktadir (Ahn ve ark.,2002).
Artan ROT miktar1 embriyolarda hasara veya 6liime yol agabilmektedir (Valencia ve
Moran 2004). Caligmamizda L-karnitin eklenen grupta embriyonik gelisimin sayisal
olarak artis gostermesi, Ahn ve ark. (2002)’n1 destekler nitelikte kiiltlir ortamina
eklenen L-karnitin, ROT seviyelerini diisiirlicii etkisinden kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. Dolayisiyla ilerleyen aragtirmalarda ¢aligsmalarin daha ¢ok sayiyla
tekrarlanmas1 ve embriyolarda ROT seviyelerinin dl¢lilmesi daha anlamli sonuglarin
ortaya cikabilecegini diisiindiirdii. Dondurularak saklanan embriyolarin aliciya
transfer edildikten sonra gebelik olusturmasinin, kiiltiirde Olgiilen hayatta kalma
6l¢iimlerinden daha karmagik oldugunu gostermektedir (Zolini ve ark., 2019). Boylece
embriyo kriyotoleransini iyilestirmeye yonelik yeni yaklasimlar, yalnizca in vitro
Olclimlere dayandirilmamali, aynm1 zamanda transferler yapilarak gebelik oranlari

degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Vitrifiye edilen embriyolarin gelisim oranlari; Kriyoprezervasyonun,
mitokondriyal aktivite veya hiicre iskeleti biitiinliiglinde degisikliklere neden oldugu
(Luciana ve ark., 2013), insan oositlerindeki ATP igerigini azalttig1 ve ig hasarini
indiikledigi bildirilmektedir (Manipalviratn ve ark., 2011). Vitrifiye oositlerde gelisim
ve fertilizasyon oranlarmin diisiik olmasi degistirilmis mayotik ig diizenegi,
mikrotiibiiller, kortikal graniil dagilimi, zona pellucida o6zellikleri ve oositlerin
vitrifikasyona bagli partenogenetik aktivasyonundan kaynaklandig ileri siirtilmektedir
(Gupta ve ark., 2007; Rojas ve ark., 2004; Shi ve ark., 2007; Somfai ve ark., 2007; Wu
ve ark., 2006). Kriyoprezervasyon sonrasi hayatta kalan oosit ve embriyolarda ROT
birikimi goriilmektedir. Artan ROT seviyelerine bagli olarak mitokondriyal hasar,
ATP tiikenmesi, dollenme sirasinda degisen kalsiyum salinimi (Takahashi ve ark.,
2003), apoptoz ve gelisimsel blok (Favetta ve ark., 2007) gibi zararl etkiler ortaya
cikmaktadir (Ahn ve ark., 2002; Somfai ve ark., 2007). Gupta ve ark. (2010)
vitrifikasyonun ROT seviyelerini artirdigin1 bildirmektedir. Artan ROT domuz oosit
veya embriyolariin hayatta kalma ve gelisim yeterliligini diisiirmektedir. Manda
oositlerinin IVM ve vitrifikasyon medyumuna asetil-L-kartnitin eklenmesi
mitokondriyal membran potansiyelini  arttirmakta, zarmm lipid profilini
degistirmektedir. Dolayisiyla embriyolarda kalite ve kriyotoleransi iyilestirmektedir
(Xu ve ark., 2019). Ozellikle si181r oositlerinin IVM medyumunda L-karnitin varlig
lipit icerigini merkezden perifere dogru dagitmaktadir (Chankitisakul ve ark., 2013).
Domuzlarin IVM medyuma L-karnitin eklenmesinin lipit damlaciklarinin
transkolasyonuna neden oldugu bildirilmektedir (Xu ve ark., 2020).
Kriyoprezervasyon  basaris1  embriyolarda ~ bulunan  lipit  miktarnt  ile
iligkilendirilmektedir (Abe ve ark., 2002; Nagashima ve ark., 1995). Oositlerdeki
sitoplazmik lipit damlaciklariin miktarimin artisi, oositleri kriyoprezervasyon
sirasinda soguk hasarina karsi daha hassas hale getirmektedir. Lipit damlaciklarinin
mekanik uzaklastirma veya kimyasal ajanlarla azaltilmasi ile oositlerin ve
embriyolarin  kriyotoleransini iyilestirilebilecegi bildirilmektedir (Ushijima ve
ark., 1996). Carrillo-Gonzalez ve ark. (2021) vitrifiye embriyolarin ¢ozdiiriildiikten
sonra expanded ve hatching blastosist oranlarini etkilemedigini tespit etmislerdir.
Aragtiramcilar  farklilik olusmama nedeninin embriyolarin lipit oranlarinin

benzerliginden kaynaklanabilecegini bildirmektedirler. Zolini ve ark. (2019) kiiltiir
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ortamma 0,75 mM'de L-karnitin eklenmesinin ¢oziilme sonrasi kriyotoleransi
iyilestirdigini, ancak dondurularak saklanan sigir embriyolarinin transferinden sonra
gebelik ve implantasyon orani iizerinde higbir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. in
vitro embriyolarinin kriyo-duyarliligini azaltmak igin, oositlerin veya embriyolarin
lipit birikimini azaltabilen L-karnitin gibi molekiiller kullanilabilmektedir.
Domuzlarda yapilan ¢aligmalarda L-karnitinin, oosit maturasyonunu ve embriyonik
gelisimi iyilestirebildigi bildirilmektedir. L-karnitin ATP {iretimi i¢in yag asidini
mitokondriye tasiyarak -oksidasyonda dnemli bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla L-
karnitinin mitokondriyal aktiviteyi artirdigi, sigir ve fare oositlerinde B-oksidasyonu
uyardig bildirilmektedir (Somfai ve ark., 2011; Wu ve ark., 2011a). Calismamizda
kiiltiir medyumuna L-karnitin eklenmesinin vitrifiye edilen embriyolarda ¢ozdiirme
sonrast expanded blastosist ve hatching blastosist oranlarini istatistik anlamda
tyilestirmedigi tespit edildi. Ancak L-karnitin eklenen grupta vitrifiye embriyolarin
gelisimlerinde 24, 48 ve 72. saatlerde oransal bir artig dikkat ¢ekiciydi. Calismamizda
kullanilan embriyolarin lipit miktarina bakilmadi. Dolayisiyla farkliligin olusmamasi
Carrillo-Gonzélez ve ark. (2021) destekler nitelikte kullanilan embriyolarda lipit
igeriklerinin istatistiki olarak farkli olmamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirdii.
Gupta ve ark. (2010) vitrifikasyonun ROT seviyelerini artirdigin1 bildirmektedir.
Artan ROT miktar1 oosit ve embriyolarda hasara veya Oliime yol agabilmektedir
(Valencia ve Moran 2004). Calismamizda L-karnitin eklenen grupta embriyonik
gelisimin sayisal olarak artig gostermesi, L-karnitin ROT seviyelerini diistiriicii
etkisinden kaynaklanmis olabilir. Dolayisiyla yapilacak farkli calismalarda materyal
sayis1 arttirilarak ve embriyolarda ROT seviyeleri Olclilerek daha anlamli sonuglarin

ortaya cikabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

v

v

Calisma gruplarinda bulunan embriyo sayilarinin miimkiin oldugunca fazla
olmasi, istatistiksel agidan saglikli sonuglarin ¢ikmasina katki saglayabilir.
Eger calismalarda ticari medyum kullanilacaksa, kullanilan medyumun
antioksidan igeriginin ve yogunlugunun bilinmesi gereklidir. Ticari medyumda
antioksidan varligi, L-karnitin ilavesinin etkilerini maskelemis olabilir.
Yapilacak ¢alismalarda embriyolara ait lipit icerikleri ve ROT seviyelerinin
Olctilerek degerlendirilmesi Onerilmektedir.

Yapilacak arastirmalarda vitrifikasyon, yavas dondurma ve ¢ozdiirme
medyumlarina L-karnitin eklenerek {iretilen embriyolarin, transfer edilip

gebelik oranlarinin degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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EKLER

EKk 1: Vitrifikasyon Soliisyon 1 (VS1): 3.5M etilen glikol (EG), %20 FBS iceren
TCM-199

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t~ 6 ml+ 75 ul

Etilen Glikol Sigma Aldrich 293237 1 ml +925 ul

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml

Ek 2: Vitrifikasyon Soliisyon 2 (VS2): 7M etilen glikol, 0.5M siikroz, %18 ficoll
70 (w/v), %20 FBS i¢ceren TCM-199

Kimyasal Madd Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t 4 ml +150 pl

Etilen Glikol Sigma Aldrich 293237 3 ml +850 pl

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2ml

Ficoll Sigma Aldrich F2878, 100 gr 1,8 gr

Sukroz Sigma Aldrich S7903-250 gr 1,7115 gr

EKk 3: Vitrifikasyon Cozdiirme Soliisyonu 1 (VCS1): 0,5M siikroz, %20 FBS i¢eren
TCM-199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldiich M2520-10x 11t 8 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml

Sukroz Sigma Aldrich S7903-250 gr 1, 7115gr

Ek 4: Vitrifikasyon Cozdiirme Soliisyonu 2 (VCS2): 0,25M siikroz, %20 FBS
iceren TCM-199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t 8 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml

Sukroz Sigma Aldrich S7903-250 g 0, 85575 gr

EKk 5: % 20 FBS igeren TCM-199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 1 1t 8 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml
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Ek 6: Yavas Dondurma Soliisyonu 1 (YDS1): %20 FBS igeren TCM-199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x1 It 8 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml

Ek 7: Yavas Dondurma Soliisyonu 2 (YDS2): 1.5M EG, 0.1M siikroz ve %20 FBS
iceren TCM-199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x11t 7 M1 +175 ul

Etilen Glikol Sigma Aldrich 293237 825 ul

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 2 ml

Sukroz Sigma Aldrich S7903-250 gr 0,3423 Gr

Ek 8: Yavas Dondurma Cozdiirme Soliisyonu 1 (YDCS1): 0.3M siikroz, %10 FBS
iceren TCM-199 olacak sekilde hazirlanacaktir.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t 9 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 1 ml

Sukroz Sigma Aldrich S7903-250 gr  1,0269 gr

Ek 9: Yavas Dondurma Coézdiirme Soliisyonu 2 (YDCS2): %10 FBS i¢ceren TCM-
199.

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t 9 ml

Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich F9665-500 ml 1 ml

Ek 10: L-Karnitin stok soliisyonu

Kimyasal Madde Marka Uriin Kodu Miktar
(Katalog No)

TCM199 Medyumu Sigma Aldrich M2520-10x 11t 10 ml

L-Karnitin Sigma Aldrich CO0158-5 gr 0,1209 gr
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