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ÖZET 

Sandal, A.�. (2012). Modifiye TCM-199 Medyumunda Olgunla�tırılarak �n Vitro 

Üretilen Sı�ır Embriyolarının Dondurulması. �stanbul Üniversitesi Sa�lık Bilimleri 

Enstitüsü, Dölerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dalı. Doktora Tezi. �stanbul.  

�n vitro sı�ır embriyosu üretiminde antioksidan maddeler, gamet hücrelerini reaktif 

oksijen türevlerine (ROS) kar�ı koruma amacıyla tercih edilmektedirler. Çalı�mada 

modifiye TCM-199 medyumunda olgunla�tırılarak in vitro üretilen sı�ır embriyoları  

7. ve 8. günde dondurulmu�, eritme sonrası 48. saatteki geli�imleri kaydedilmi�tir. 

Mezbahadan getirilen ovaryumlardan kesme metoduyla kazanılan oositler seçilerek iki 

gruba ayrılmı�tır. Birinci gruptaki oositler antioksidan bir madde olan sisteamin ilave 

edilen TCM-199 medyumunda (Grup A), ikinci gruptaki oositler ise sisteamin 

içermeyen TCM-199 medyumunda (Grup B) 38,8 ºC’de, %5 CO2 içeren inkübatörde 24 

saat süreyle olgunla�maya bırakılmı�lardır. Olgunla�an oositler IVF-TALP medyumuna 

aktarılmı�lar ve Sperm-TALP medyumuyla yıkanan donmu� bo�a sperması ile  

1-2x106/mL olacak �ekilde 18-22 saat süreyle 38,8 ºC’de, %5 CO2 içeren inkübatörde 

döllenmeye bırakılmı�lardır. Bu süre sonunda Grup A ve B’ye ait embriyolar karı�tırma 

metoduyla denude edilmi�lerdir. Her bir gruba ait embriyolar farklı 2 kültür 

medyumunda, Sentetik Ovidukt Sıvısında (SOF) ve CR1aa-Charles Rosencrans 

(CR1aa) geli�tirilmek üzere 2 alt gruba bölünmü�tür. Bu amaçla Grup AI-SOF, Grup 

AII-CR1aa, Grup BI-SOF ve Grup BII-CR1aa olmak üzere 4 grup olu�turulmu�tur.  

38,8 ºC’de, %5 CO2, %5 N2 ve %90 nem içeren inkübatörde kültüre edilen embriyolar 

camla�tırma (vitrifikasyon) metoduyla dondurulmu�lardır. Eritilen embriyolar kendi 

gruplarına ait CR1 ve SOF kültür medyumlarında 48 saat kültüre edilmi�lerdir. 

Blastosiste ve geni�lemi� blastosiste ula�ma oranları sırasıyla %20, %18,1, %24,6 ve 

%22,5 olarak bulunmu�tur. Eritme sonrası geli�imleri sırasıyla %5,5, %23,6, %0 ve 

%5,2 olarak bulunmu� ve Grup AII-CR1aa lehine olmak üzere P<0,05 düzeyinde 

istatistiksel önem saptanmı�tır. Sonuçta sisteamin, eritme sonrası CR1aa medyumunda 

geli�imi pozitif yönde etkilemi�tir. 

Anahtar Kelimeler: Sı�ır, Embriyo, Sisteamin, Olgunla�ma, Vitrifikasyon 

Bu çalı�ma, �stanbul Üniversitesi Bilimsel Ara�tırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmi�tir Proje No: 9564. 
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ABSTRACT 

Sandal, A. �. (2012). Vitrification of �n Vitro Produced Bovine Embryos Matured in 

Modified TCM-199. �stanbul University, �nstitute of Health Science, Department of 

Reproduction and Artificial �nsemination. PhD thesis. �stanbul.   

Antioxidant substances for in vitro embryo production are preferred to protect the 

gamete cells against reactive oxygen species. In this study, in vitro produced cattle 

embryos matured in modified TCM-199 media were frozen at the 7th and 8th days, and 

their development in the 48th hour after thawing were saved. The selected oocytes, 

obtained from the ovaries brought from slaughterhouse with slicing method, divided 

into two groups. Cysteamine was added to the first group oocytes in TCM-199 media 

(Group A), in second group it did not contain cysteamine in its TCM-199 media (Group 

B), and they were incubated at 38.8 ºC under 5% CO2 for 24 hours. Matured oocytes 

were transferred into the IVF-TALP media for fertilization with  

1-2x106/mL frozen bull semen washed with Sperm-TALP media were incubated at  

38.8 ºC under 5% CO2 for 18-22 hours. At the end of this period embryos belonging to 

Group A and Group B were denuded by vortex method. Embryos of each group in two 

different culture media, Synthetic Oviduct Fluid (SOF) and CR1aa-Charles Rosencrans 

(CR1aa) were divided into two sub-groups in order to be developed. For this purpose; 

four groups, Group AI-SOF, Group AII-CR1aa, Group BI-SOF and Group BII-CR1aa 

were established. Cultured embryos at 38.8 ºC under 5% CO2, 5% N2 and 90% humidity 

were frozen with vitrification method. Thawed embryos were incubated in CR1aa and 

SOF culture medias of their groups for 48 hours. The rate of reaching to the blastocyst 

and expanded blastocyst stages were detected as 20%, 18.1%, 24.6% and 22.5%, 

respectively. The development after thawing was detected as 5.5%, 23.6%, 0% and  

5.2%, respectively and in favor of Group AII-CR1aa statistical significance was 

detected at the level of P<0.05. In conclusion, cysteamine had a positive effect on 

development after thawing in CR1aa media.  

Key Words: Cattle, Embryo, Cysteamine, Maturation, Vitrification 

This study was supported by the Research Fund of Istanbul University with the project 

number: 9564. 
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1. G�R�� VE AMAÇ 

�çinde bulundu�umuz 21. yüzyılda gerek teknolojik gerekse biyolojik 

bilimlerdeki ilerlemeler büyük ölçüde hız kazanmı�tır. Özellikle reprodüktif 

biyoteknoloji alanında çiftlik hayvanlarının ıslahı ve böylece hayvansal üretimin 

geli�tirilmesi konusunda önemli geli�meler meydana gelmi�tir. Bu amaçla in vitro sı�ır 

embriyosu üretimi, üretilen embriyoların dondurulması ve  transferi konularında 

çalı�malar sıklıkla kullanılmaya ba�lanmı�tır. Embriyo transferi sayesinde yüksek 

oranda genetik ilerleme sa�lamak mümkündür. Embriyo transfer programı çerçevesinde 

bir yılda verici bir inekten ortalama 20 yavru elde edilebilir. �ne�in do�al ya�amı söz 

konusu oldu�unda ise bu sayı yalnızca 7-8 yavruya dü�mektedir (�leri ve ark. 1998).  

Ülkemizde yıllık kırmızı et tüketimi ki�i ba�ına ortalama 12 kg iken Avrupa’da 

ortalama 70-100 kg’dır (http://www.tarimsalhaberler.com/konu/652/kirmizi-et-

tuketimindede-sinifta-kaldik.html). Türkiye’de yıllık süt tüketimi ki�i ba�ına yalnızca 

24 L, Avrupa’da ise ortalama 100 L’dir (http://bebekvecocuk.milliyet.com.tr/turkiye-de-

sut-tuketimiyle-ilgili-uzucu-istatistikler-/haberpanosu/haberdetay/18.07.2012/ 1568654 

/default.htm). Bu  nedenle ülkemiz için çiftlik hayvanlarının ıslah edilmesi, yüksek 

verimli hayvanların popülasyonun arttırılması ve hayvansal üretimin te�vik edilmesi son 

derece önemli bir konudur.  

Sonuç olarak; in vitro embriyo üretimi, transferi, gerekti�inde dondurulması 

yöntemleri ile hem ülke ekonomisi açısından önemli derecede gelir kayna�ı olan büyük 

ba� hayvancılı�ı geli�tirmek ve sa�lıklı nesiller yeti�tirmek, hem de soyu tükenme 

tehlikesiyle kar�ı kar�ıya kalan yerli hayvan ırklarını korumak mümkün olabilmektedir 

(Hafez 1993 ss. 461-499; �leri ve ark. 1998; Gordon 2003 ss. 303-321). 

�n vitro sı�ır embriyosu üretimi; kesimhanelerden alınan ovaryumlardan 

olgunla�mamı� oositlerin kazanılması, in vitro olgunla�tırılması (IVM), olgunla�an 

oositlerin laboratuvar ortamında döllenmesi (�n Vitro Fertilizasyon-IVF) ve in vitro 

olarak kültüre edilmesi (IVC) a�amalarından olu�maktadır (Gordon 2003 ss.112-275). 
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1959 yılında Chang tarafından tav�anlarda ilk in vitro fertilizasyon denemesi 

sonucunda ba�arılı bir döl elde edilmi� ve günümüze kadar yapılan ara�tırmalarda in 

vitro olgunla�ma (maturasyon), döllenme (fertilizasyon) ve in vitro kültür sonucu 

embriyoların blastosiste ula�ma oranlarını arttırmak için bilim insanları sayısız 

çalı�malarda bulunmu�lardır (Wolf ve Quigley 1984; Birler ve ark. 1997; Atalla 2002; 

Sa�ırkaya ve ark. 2007).  

Özellikle in vitro olgunla�ma a�amasında kullanılan Sentetik Ovidukt Sıvısı 

(SOF) ve Doku Kültür Medyumu (TCM-199) gibi medyumlara ilave edilen epidermal 

büyüme faktörü, insülin benzeri büyüme faktörleri ile oosit olgunla�ma oranı 

arttırılmaya çalı�ılmı�tır (Birler ve ark. 1997; Sa�ırkaya ve ark. 2007). Geçmi� yıllarda 

kültür medyumlarını geli�tirmek ve blastosist oranlarını arttırmak amacıyla protein, 

�eker, antioksidan türevleri, hormon ve büyüme faktörleri ile ilgili olarak birçok çalı�ma 

yapılmı� aynı zamanda embriyoların geli�imlerinde ihtiyaçları olan O2 ve CO2 gaz 

sistemleri standardize edilmeye çalı�ılmı�tır. Hücrelerin geli�iminde temel besin 

maddesi olan proteinlerden Fötal Buza�ı Serumu (FCS), Sı�ır Serum Albümini (BSA), 

L-Glutamin, enerji maddelerinden glukoz, sukroz, hormonlardan Folikül Stimüle Edici 

Hormon (FSH), Lüteinle�tirici Hormon (LH), Östrojen gibi maddeler çiftlik hayvanları 

için yapılan in vitro fertilizasyon çalı�malarında standart hale getirilmeye çalı�ılmı�tır 

(Sa�ırkaya ve ark. 2004; Sa�ırkaya ve ark. 2007; Özda� ve ark. 2012a). Son 10 yıllık 

süreçte ise elde edilen embriyoların blastosist oranlarının ve dondurma-eritme sonrası 

canlı kalma kapasitelerinin arttırılması amacıyla in vitro olgunla�ma ve kültür 

medyumlarına belli oranlarda ilave edilen �-Merkaptoetanol (�-ME), sisteamin, sistein, 

sistin gibi antioksidan maddeler sıklıkla kullanılmaya ba�lanmı�tır (Van Soom ve ark. 

2002; Ali ve ark. 2003; Kobayashi ve ark. 2006).  

Embriyo ve oosit dondurulmasında yava� dondurma ve vitrifikasyon olmak 

üzere iki temel teknik bulunmaktadır. Bu tekniklerden ilki olan yava� dondurma metodu 

fare embriyoları üzerinde uygulanmı�tır (Whittingham 1971). Daha sonraki yıllarda 

vitrifikasyon yöntemlerinden olan elektron mikroskop grid, minimum damla hacmi, 

kriyotop, kriyolop, katı yüzey, naylon a�, kriyolif, açık-kapalı payet yöntemleri gibi 

birçok teknik geli�tirilmi�tir. Embriyo dondurulmasında her tekni�in avantaj ve 
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dezavantajları bulunmakla beraber son 10 yıldaki çalı�malarda ara�tırıcılar payet 

yöntemi ile vitrifikasyonu tercih etmektedirler (Atalla 2002; Mucci ve ark. 2006; 

Gomez ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2010; Zhao ve ark. 2012).  

Son yıllarda ara�tırıcılar  sı�ır embriyolarının  dondurulmasında temel dondurma 

tekni�i olan yava� dondurma metodu yerine daha hızlı dondurma tekni�i olan aniden 

camla�tırma denilen vitrifikasyon yöntemini tercih etmeye ba�lamı�lardır (Nedambale 

ve ark. 2004; Abdalla ve ark. 2010; Saragusty ve Arav 2011). Yapılan çalı�malar 

vitrifikasyon metodu ile dondurulan embriyoların eritme sonrası ya�ama oranlarının 

daha yüksek oldu�unu göstermektedir (Sommerfeld ve Niemann 1999). Vitrifikasyon 

metodunda yüksek oranda kullanılan kriyoprotektanların toksik etkileri oldu�u bilinse 

de embriyolar çok kısa süreyle bu küçük hacimdeki maddelere maruz kaldıkları için 

di�er yava� dondurma metoduna göre daha avantajlı oldu�u bilinmektedir (Kuwayama 

2007; Galeati ve ark. 2011). 

Ülkemizde sı�ır embriyo üretimi ve dondurma teknikleri tam olarak 

çözümlenmemi�tir. Bu durumun sebepleri arasında sı�ır in vitro üretimi ve 

dondurulması konusunda çalı�an ara�tırıcı sayısının az olması, büyük ba� hayvan 

popülasyonunun azalması dolayısıyla mezbahalardaki kesim sayısının dü�mesi gibi 

faktörler yer almaktadır.  Bu doktora tez projesi ile üstün verim özelliklerine sahip 

hayvanların sayılarının arttırılması ve genetik ilerlemenin sa�lanması amacıyla in vitro 

sı�ır embriyo üretimi ve dondurma tekniklerinin geli�tirilerek sa�lıklı embriyoların 

üretilmesi, dondurulması ve ilerideki projelerle embriyo transferlerinin rutin olarak 

yapılması planlanmı�tır.  
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2. GENEL B�LG�LER 

2.1. �n Vitro Fertilizasyonun Tarihçesi 

  �n vitro fertilizasyonla ilgili ilk çalı�ma Shenk’in kobay ve tav�an oositlerinin 

döllenmesi sonucu ilk polar cismin atılması ve kültüre ba�lı bölünmelerin gözlendi�i 

1878 tarihine dayanmaktadır. Ancak bu çalı�ma o tarihlerde onaylanmamı�, 1969 

yılında Thiboult tarafından özetlenmi�tir. 1959 yılında Chang isimli ara�tırıcı ilk defa in 

vitro döllenmi� tav�an oositlerini alıcı tav�ana naklederek sa�lıklı bir döl elde etmi�tir. 

Bu tarihten sonra in vitro fertilizasyon çalı�maları hız kazanmı� ve birçok ara�tırıcı 

tarafından farklı hayvan türlerinde denemeler yapılmı�tır. Bunlar sırasıyla 1964 yılında 

Yanagimachi ve Chang tarafından hamsterlarda, 1968 yılında Whittingham tarafından 

farelerde, 1969’da Edwards ve arkada�ları tarafından insanlarda, 1970 yılında Homner 

ve arkada�larınca kedilerde, 1972’de Yanagimachi tarafından kobaylarda, 1973’te 

Miyamoto ve Chang tarafından ratlarda, ilk defa 1977 yılında �ritani ve Niwa tarafından 

çiftlik hayvalarından ineklerde, 1978’de yine �ritani ve arkada�larınca domuzlarda, 

1983’te Bavister ve arkada�ları tarafından Rhesus maymununda ve aynı yıl içinde 

Gould tarafından �empanzelerde gerçekle�tirilmi�tir. Sayısız denemelerin ardından 

insanlarda ilk defa 1978’te in vitro fertilizasyon yöntemiyle sa�lıklı bir bebek dünyaya 

gelmi�tir. 1984 yılında bu konudaki çalı�malar hız kazanmı�tır (Wolf ve Quigley 1984). 

2.2. �n Vivo �artlarda Oositlerin Olgunla�ması, Döllenmesi ve Embriyo 

Olu�umu 

   �n vivo (vücut içi) �artlarda memeli türlerinin ço�unda gametlerin farklıla�ması 

döneminde  di�i üreme hücreleri (oogonia) önce mitoz bölünme ile proliferasyonlarını 

tamamlar ve  primer oosit a�amasına ula�acakları 1. mayoz bölünmenin profaz 

safhasına fötal ya�amda ula�ırlar. Fötal dönemde ba�layan mayoz bölünme do�umu 

takiben diktiat adı verilen faza girer ve  durur. Bu a�amada üreme hücresinin genetik 

materyali zarla çevrili haldedir ve germinal vezikül (GV) olarak adlandırılır. Puberteyle 

birlikte oosit kaldı�ı yerden 1. mayoz bölünmesine devam eder. 1. mayoz bölünmenin 

devam etmesiyle GV olarak adlandırılan yapı yıkımlanır (GVBD). Yıkımlanmayı 
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sa�layan etkenler arasında olgunla�ma ilerletici faktörün (MPF) alt komponentlerinden 

olan p34cdc2 proteini ve siklin-B yer almaktadır. (Akyol 2006; Delilba�ı 2008 ss. 86-88; 

Conti ve ark. 2012). Ovulasyonla birlikte ilk polar cismin atılmasıyla 1. mayoz bölünme 

sona erer.  Ço�u memeli türünde ilk polar cismin atılmasından sonra hızla 2. mayoz 

bölünmeye ba�layan oosit döllenmeye kadar metafaz II  safhasında bekler.  

�n vivo ortamda döllenme sırasında spermatozoonların oositin sitoplazmasına 

girmesinin hemen arkasından oositin sitoplazmasının periferinde bulunan kortikal 

granüller hücrenin yüzeyine do�ru hareket ederek ekzositoz yoluyla ba�ka bir 

spermatozoonun giri�ini engellemek amacıyla blok olu�tururlar. Buna kortikal 

reaksiyon adı verilir. Kortikal granüllerin ekzositozuna neden olan en büyük etken 

hücre içinde Ca++ iyonlarının artı�ıdır.  

Ekzositoz yoluyla hücrenin yüzeyine salgılanan kortikal granüllerin yapısında 

meydana gelen proteolizis gibi kimyasal de�i�imler zona pellüsidanın yapısını 

de�i�tirerek zona reaksiyonunun meydana gelmesini sa�lar. Böylelikle polispermi oosit 

tarafından engellenerek  döllenme gerçekle�tirilmi� olur (Delilba�ı 2008 ss. 107-108). 

 Döllenmeden 16-18 saat sonra di�i ve erkek pronükleuslar oosit 

sitoplazmasının ortasında görülürler. �ki pronukleusun birle�mesinin ardından singami 

meydana gelir. Spermatoozon tarafından ooplazmaya ta�ınan sentriyoller kromatidleri 

çeker ve döllenmeden ortalama 35 saat sonra iki hücreli bir embriyo meydana gelir. Bu 

iki blastomerli embriyo bölünerek genital kanalda geli�imine devam eder. 2-4 

blastomer, 8-16 blastomer, morula, kompakt morula gibi geli�im a�amalarının ardından 

blastosist a�amasına ula�an embriyo uterusa yerle�ir (Delilba�ı 2008 s. 117). 

2.3. �n Vitro Fertilizasyon (IVF) Nedir ? 

 Di�i üreme hücrelerinin yani oositlerin vücudun dı�ında uygun laboratuvar 

ko�ullarında olgunla�tırılarak taze veya donmu� spermatozoonlarla döllenmesi sonucu 

olu�an embriyoların in vivo ko�ulların sa�landı�ı ortamda belirli bir süre kültüre 

edilmesi ve geli�tirilmesine  “�n Vitro Fertilizasyon” adı verilmektedir. Bu süreç 

oositlerin in vitro olgunla�tırılması, in vitro döllenmesi ve son olarak da in vitro kültüre 

edilmesi a�amalarından olu�maktadır.  
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2.3.1. �n Vitro Olgunla�ma (IVM) 

Memeli türlerinde elde edilen olgunla�mamı� oositlerin laboratuvar ko�ullarında 

in vivo �artları sa�layarak döllenebilecek olan metafaz II a�amasına getirilmesine “�n 

Vitro Maturasyon” adı verilir. 

�n vitro olgunla�mada kullanılacak oositlerin eldesi amacıyla cerrahi, ultrason 

yöntemi (OPU: Oosit Toplama) ve mezbahadan temin edilen ovaryumlardan folikül 

aspirasyonu veya kesme yöntemi gibi çe�itli yöntemler kullanılmaktadır. Günümüzde 

yapılan çalı�malarda ucuz olması nedeniyle genellikle mezbahada kesilen hayvanlardan 

elde edilen ovaryumlar kullanılmaktadır.   

Sı�ır ovaryumları 30-35 ºC arasında %0,9’luk NaCl veya antibiyotik ilaveli 

fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS) bulunan termoslarda 2-3 saat içerisinde 

laboratuvara getirilirler (Mtango ve ark. 2003; Özda� ve ark. 2012a). Olgunla�mamı� 

oositler ovaryum yüzeyindeki genellikle 2-8 mm çaplı foliküllerden aspirasyon, 

punksiyon veya kesme metotlarıyla elde edilirler (Fry ve ark. 1997; Hashimoto ve ark. 

1999). Bunun sebebi de 2-8 mm çaplı foliküllerden elde edilen oositlerin metafaz I 

safhasından metafaz II safhasına ula�ma kapasitlerinin yüksek olu�udur (Raghu ve ark. 

2002; Woudenberg ve ark. 2006; Khatir ve ark. 2007). Olgunla�tırılacak oositlerin 

etrafında en az 3-4 sıralı kumulus ooforus (COC’s) hücrelerinin olması, 

sitoplazmalarının homojen görünümde olması ve hücre çeperlerinin düzgün olması 

gerekti�i bildirilmektedir (Mayes ve Sirard 2001; Davachi ve ark. 2012). Seçilen sı�ır 

oositlerinin olgunla�tırılmasında kullanılan olgunla�ma medyumlarında; mineral 

maddeler, Folikül Stimüle Edici Hormon (FSH), Lüteinle�tirici Hormon (LH), büyüme 

faktörleri (Epidermal Büyüme Faktörü (EGF), �nsülin Benzeri Büyüme Faktörü (IGF)), 

enerji maddeleri, proteinler, antibiyotikler ve antioksidan gibi kimyasalların bulunması 

gerekti�i bildirilmi�tir (Gasparrini ve ark. 2000; Sa�ırkaya ve ark. 2007). Ayrıca 

ara�tırıcılar olgunla�mada medyum türlerine göre %5 CO2, %5 O2, %90 N2 ve %90 nem 

içeren gaz karı�ımını, hayvan türlerine göre de 37-39 ºC sıcaklık ve 22-24 saat 

inkübasyon süresinin kullanılması gerekti�ini belirtmi�lerdir (Khurana ve Niemann 

2000; Park ve ark. 2005). 
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2.3.2. �n Vitro Fertilizasyon (IVF) 

Olgunla�ma süresinin sonunda etraflarındaki kumulus ooforus hücrelerinin 

geni�lemesiyle olgun oldukları dü�ünülen oositler, donmu� veya taze spermatozoonlarla 

in vitro olarak döllenirler (Keskintepe ve ark. 1995; Dhali ve ark. 2009; Naib ve ark. 

2011). �n vitro fertilizasyonda kullanılabilecek donmu� spermatoozonların eritme 

sonrası en az %45-60 oranında motil olmaları gerekmektedir. Taze ve donmu� 

spermatozoonların döllenme için hazırlanmasında Percoll-Gradient, Swim-Up, Pellet 

gibi yıkama yöntemleri kullanılırken, döllenme medyumu olarak da IVF-TALP, 

Tryode, Brackett ve Oliphant (BO) gibi medyumlar tercih edilmektedir (Kim ve ark. 

2002; Nedambale ve ark. 2006a). 

Döllenmede kullanılacak spermatoozon konsantrasyonu türlere göre de�i�mekle 

beraber genellikle sı�ır dahil olmak üzere 0,4-2 x 106/mL olacak �ekilde ayarlanmakta 

ve ço�unlukla medyum türlerine göre %5 CO2, %5 O2, %90 N2 ve %90 nem içeren gaz 

karı�ımı ve hayvan türlerine göre de 37-39 ºC sıcaklık altında 18-24 saat inkübasyona 

bırakılmasına ra�men yapılan son çalı�malarda 6 saatlik döllenme süresinin yeterli 

olabilece�i belirtilmektedir (Nedambale ve ark 2006a; Gupta ve ark. 2010).  

2.3.3. �n Vitro Kültür (IVC) 

Döllenme süresinin sonunda döllenmi� oositler etraflarındaki spermatoozon ve 

kumulus ooforus karı�ımından arındırılarak uygun kültür medyumlarına aktarılırlar. 

Kültür medyumu olarak Sentetik Ovidukt Sıvısı (SOF), CR1aa-Charles Rosencrans, 

KSOM, TCM-199, Menezo-B2, Whittens Medyumu, Ham’s F10 ve CZB gibi 

medyumlar ara�tırıcılar tarafından kullanılmakta (Whitten 1971;  Tervit ve ark. 1972; 

Chatot ve ark. 1989; Rosenkrans ve ark. 1993) ancak ço�unlukla SOF ve CR1aa 

medyumları tercih edilmektedir Nedeni ise, bu medyumlarda kültüre edilen 

embriyoların geli�im dönemlerinde daha sa�lıklı olmaları ve donma i�lemlerine kar�ı 

kriyotoleranslarının daha yüksek olmasıdır (Nedambale ve ark. 2004; Mucci ve ark. 

2006). Embriyoların geli�iminde kullanılacak kültür medyumlarında en önemli nokta, 

ovidukt kanalındaki kimyasal kompozisyona benzerlik göstermesi gerekti�idir. Bu 

amaçla kullanılan medyumlara ovidukt ko kültürünün eklenmesinin daha yüksek oranda 
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blastosist eldesine neden oldu�u ara�tırıcılar tarafından bildirilmektedir (Özda� ve ark. 

2006; Goovaerts ve ark. 2009; Özda� ve ark. 2012b). 

Kullanılan medyum türlerine göre %5 CO2, %5 O2, %90 N2 ve %90 nem içeren 

gaz karı�ımı ve hayvan türlerine göre de 37-39 ºC sıcaklık altında 5-9 gün boyunca 

kültüre edilirler (Perin ve ark. 2008; Trigal ve ark. 2012; Rubessa ve ark. 2011). 

Yapılan çalı�malarda ara�tırıcılar in vitro üretilen embriyoların in vivo olanlara göre 

daha geç geli�mekte olduklarını bu durumun da toplam kültür süresini 1 gün daha 

uzattı�ını belirtmi�lerdir (Enright ve ark. 2000; Holm ve ark. 2002). Kültür medyum 

dropları genelde 50-500 µL arasında de�i�mekle beraber genellikle embriyo ba�ına 1-10 

µL medyum olması gerekti�i vurgulanmaktadır (Fujita ve ark. 2006; Hoelker ve ark. 

2009). Aynı ara�tırıcılar (Fujita ve ark. 2006) embriyo:medyum hacimi oranının 1:1 

oldu�u zamanlarda blastosiste ula�ma oranlarını %18 bulurken, 1:10 iken blastosiste 

ula�ma oranını %2,5 olarak bildirmi�lerdir. Ayrıca embriyoların blastosist a�amasına 

ula�ma yüzdeleri kültür medyumlarının kimyasal içerikleri, inkübasyon süresince 

mevcut oksijen konsantrasyonu ve kültüre edilen embriyo sayısı gibi etkenlere ba�lı 

olarak de�i�iklik gösterebilmektedir (Nagao ve ark. 2008; Hoelker ve ark. 2009).  

2.4. �n Vitro Olgunla�ma ve Kültür Medyumlarının �çerikleri 

�n vitro embriyo üretiminde in vivo ko�ulların sa�lanması amacıyla erkek ve di�i 

gamet  hücrelerinin ihtiyaç duydu�u maddelerin medyumlarda bulunması ba�arılı bir in 

vitro fertilizasyon süreci için oldukça gereklidir. 

2.4.1. Enerji Kaynakları 

Oositler için enerji kaynakları olan glukoz, pirüvat ve laktat farklı oranlarda 

kültür medyumlarına katılarak kullanılmaktadır (Guyader-Joly ve ark. 1996; Kimura ve 

ark. 2005). Hücrenin enerji gereksinimini büyük ölçüde kar�ılayacak olan pirüvat, 

kumulus ooforus hücreleri tarafından glukozun kimyasal reaksiyonlar sonucu 

dönü�türülmesiyle olu�maktadır (Bilodeau-Goeseels 2006).  

Sı�ır oositlerinin nükleer geli�imi için enerji gereksinimi konusu farelerde 

oldu�u kadar net açıklanmamı�tır. Özellikle enerji maddelerinin eksikli�i durumunda 
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kumulus hücrelerininin oositin metafaz II a�amasına ula�masını engelledi�ini 

bildirmi�tir (Bilodeau-Goeseels 2006). 

Hayvan türlerine göre farklılık göstermekle birlikte sı�ırlarda in vitro 

fertilizasyon çalı�malarında döllenmi� bir di�i gamet hücresinde 8-16 blastomerli 

a�amada geli�imsel blok meydana gelir yani hücre bölünmesine devam edemez. Birçok 

ara�tırıcı bunun nedeninin genellikle kültür medyumlarına erken dönemde ilave edilen 

glukozdan kaynaklandı�ını belirtilmektedir (Thompson 2000; Rubessa ve ark. 2011). 

Ancak hamsterlarda yapılan bir ara�tırmada 2 blastomerli a�amadaki hücre için 

inorganik fosfatın glukozdan daha fazla inhibitör etki gösterdi�i bildirilmi�tir (Seshagiri 

ve Bavister 1991). 

Sı�ır embriyoları morula döneminden önceki bölünme a�amalarında enerji 

ihtiyaçlarını özellikle pirüvat ve laktattan sa�larken, morula döneminden sonra glukoza 

gereksinim duymaktadırlar. Buna ek olarak sitratın in vitro kültür a�amasında  

miyo inositol ile birlikte kullanıldı�ı durumlarda sı�ır embriyo geli�imine yüksek 

oranda destek oldu�u bildirilmektedir (Holm ve ark. 1999).  

2.4.2. Protein Kaynakları 

Proteinlerin, özellikle de vücut tarafından sentezlenemeyen esansiyel 

aminoasitlerin embriyo geli�iminde önemli payı vardır (Li ve ark. 2006; Hong ve Lee 

2007). Ancak in vitro embriyo üretiminde kullanılan ba�ta L-glutamin, fötal buza�ı 

serumu, fötal sı�ır serumu ve sı�ır serum albümini gibi protein kaynaklarının 

embriyonun implantasyon a�amasında faydalı oldu�u bildirilse de (Carolan ve ark. 

1995; Kuran ve ark. 2001), bazı ara�tırıcılar özellikle blastosiste ula�ma a�amasında 

proteinlerin pozitif bir etkisinin olmadı�ını savunmaktadırlar (Gomez ve Diez 2000). 

Ayrıca bazı bilim insanları da, in vitro kültür medyumlarına eklenen serumların 

embriyonun metabolizmasında bazı de�i�iklikler yaparak ya� asitlerinin birikimini 

(Reis ve ark. 2003) ve  sitoplazmik ya� damlacıklarının sayısını arttırdıklarını (Abe ve 

ark. 1999) bunun sonucu olarak da Moore ve ark. (2007) hücrelerin kriyotoleranslarını 

azalttı�ını belirtmi�lerdir. 
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Özellikle glutaminin metabolize edilmesi sonucu açı�a çıkan amonyak embriyo 

üzerine olumsuz etki etmektedir (Rooke ve ark. 2004; Hammon ve ark. 2000). 

Amonya�ın en önemli etkisi “iri buza�ı sendromu”nu olu�turan temel faktörlerden birisi 

olmasıdır (Lane ve Gardner 1994; 2003). Bu nedenle bazı ara�tırıcılar glutamin 

kullanılan kültür medyumlarının kültür süresi boyunca her iki günde bir de�i�tirilerek 

tazelenmesinin embriyo geli�im oranını optimize etti�ini bildirmi�lerdir (Lane ve 

Gardner 1994). Fakat medyum tazelemenin metabolik artıkları elimine etti�i gibi ortam 

pH’sını ve gaz basıncını de�i�tirdi�i böylelikle geli�imi destekleyici faktörleri de 

ortadan kaldırdı�ı belirtilmektedir (Fukui ve ark. 1996).   

Yapılan ara�tırmalarda sı�ır embriyolarının in vitro üretimleri sırasında 

kullanılan medyumlara ilave edilen serumların, hücrelerin ultrastruktürel yapısında 

de�i�iklikler, anormal blastulasyon olu�umu ve beklenmedik mRNA ekspresyonları ile 

iri buza�ı sendromu ve do�umdan hemen sonra yavru kayıplarına neden olabilece�i 

belirtilmi�tir (Abe ve ark. 2002; Wrenzycki ve ark. 2004). 

Ayrıca Mucci ve ark.’ın (2006) yılında yayınladı�ı makalesinde serumun yararlı 

etkilerinin ticari preparatların arasında çe�itlilik gösterdi�inden bahsedilmi�tir. 

Ara�tırıcılar in vitro kültür medyumlarından protein kayna�ı olan serumun 

çıkartılması durumunda onun yerine destekleyici maddelerle dengelenmesi gerekti�ini 

dü�ünerek Polivinilalkol (PVA) veya Polivinilprolidon (PVP) gibi inert maddeleri 

kullanmı�lardır. Böylelikle sentetik a�ır bir polimer olan PVA ya da PVP kullanımıyla 

proteinsiz bir ortamda embriyoların kolaylıkla manipüle edilmesi sa�lanmı�tır (Gardner 

2010 s. 145). Bunun yanısıra sı�ırlarda BSA yerine PVA kullanılmasının embriyoların 

bölünme oranlarını, blastosiste ula�an hücre sayısını ve donmaya kar�ı canlılıklarını 

olumsuz yönde etkiledi�i de bilim insanları tarafından bildirilmi�tir (Vajta ve ark. 1999; 

Sommerfeld ve Niemann 1999).  
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2.4.3. Hormonlar ve Büyüme Faktörleri 

�n vitro olgunla�ma medyumlarına FSH, LH ve 17 �-östradiol gibi hormonlar 

ilave edilmektedir.  

Sı�ırlarda 2-8 mm çapındaki folliküllerde granuloza hücreleri üzerinde yalnızca 

FSH reseptörleri mevcuttur. LH reseptörleri ise teka hücrelerinde bulunur.    

 FSH, hem kumulus hücrelerinde geni�lemeye neden olarak hem de kumulus-

oosit birle�ik yapısında siklik adenozin mono fosfat (cAMP) miktarında geçici artı�a 

neden olarak olgunla�mayı uyarıcı etki gösterir (Izadyar ve ark. 1997; 1998). �n vitro 

olgunla�ma medyumlarına ilave edilen FSH’nın in vitro fertilizasyonu destekledi�i ve 

embriyo geli�imi üzerinde olumlu etkileri oldu�u bildirilirken; LH’nın, embriyonun 4-8 

blastomerli a�amasına dek geli�imini destekleyici etki gösterdi�i kanıtlanmı�tır 

(Brackett ve ark. 1989). 

Gasparrini (2002) in vitro embriyo üretiminde sıklıkla kullanılan epidermal 

büyüme faktörü (EGF) ve insülin benzeri büyüme faktörü (IGF-1) gibi büyüme 

faktörlerinin embriyo geli�imini arttırdı�ını bildirmi�tir. Özellikle insülin benzeri 

büyüme faktörü (IGF-1), FSH ile birlikte sinerjik etki yaparak oosit olgunla�masını 

dolayısıyla da mitogenezisi, steroid hormonların üretimini ve protein sentezini 

destekler. 

Ayrıca, birçok ara�tırıcı tarafından yapılan çalı�malarda epidermal büyüme 

faktörünün, DNA sentezini, protein ve proteoglikan sentezlerini uyarıcı etkisi oldu�u 

kanıtlanmı�tır (Lonergan ve ark. 1996; Khamsi ve Armstrong 1997). 

2.4.4. Antioksidanlar ve Oksijen Basıncı 

Bugüne kadar di�i genital sistemindeki oksijen basıncıyla ilgili birçok çalı�ma 

kaydedilmi�tir (Rodina ve ark. 2009; Waldenström ve ark. 2009).  Ovidukt ve uterustaki 

oksijen basıncının atmosferik oksijen basıncından dü�ük oldu�u net bir �ekilde 

bilinmektedir (Fischer ve Bavister 1993). Memeli türlerinin in vitro embriyo üretiminde 

rutin olarak atmosferik oksijen basıncı kullanılmı�tır ancak in vitro embriyo kültürü 

süresince bu yüksek basınç reaktif oksijen türlerinin (ROS) olu�umuna neden olur  

(Van Soom ve ark. 2002; Ali ve ark. 2003; Kitagawa ve ark. 2004). ROS’un bilinen 
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zararlı etkilerinin arasında DNA hasarı, lipid peroksidasyonu ve proteinlerin oksidatif 

modifikasyonları ve spermatozoon ile oositin füzyon inhibisyonu yer almaktadır 

(Aitken ve ark. 1993). Bilinen bu olumsuz etkileri yanında ROS, bazı ko�ullarda 

programlı hücre ölümünün (apoptoz) önemli bir faktörü gibi fizyolojik olarak da 

nitelendirilebilmektedir (Van Soom ve ark. 2002; Yuan ve ark. 2003).  

ROS, direkt olarak erkek ve di�i gametlerden veya çe�itli embriyonal geli�im 

a�amasındaki embriyodan köken alabildi�i gibi tamamen çevresel ko�ullardan da 

kaynaklanabilir (Guérin ve ark. 2001). ROS’un endojen kaynakları arasında en önemlisi 

oksidatif fosforilizasyondur. Oksidatif fosforilizasyonun inhibe edilmesi ROS üretimini 

dü�ürür ve in vitro embriyo geli�imi üzerine pozitif etki eder (Thompson ve ark. 2000). 

ROS üretimini arttıran eksojen kaynaklı en önemli faktör ise oksijen basıncıdır. 

Ovidukttaki oksijen basıncı atmosferik oksijen basıncının ancak ¼’ü kadardır. Dü�ük 

oksijen basıncı altında (%5-7) in vitro üretilen sı�ır embriyolarında protein yapıda 

olmayan sülfidril bile�iklerinden olan glutatyon (GSH) sentezinin ve donmaya kar�ı 

dayanıklılı�ın arttı�ı bildirilmi�tir (Oyamada ve Fukui 2004; Räty ve ark. 2011).   

�n vitro sı�ır embriyosu üretiminde �-merkaptoetanol, sisteamin, sistin, sistein, 

N-asetil-L-sistein (NAC) ve süperoksitdismutaz (SOD) gibi antioksidanlar embriyoyu 

oksidadif strese kar�ı koruyabilmek amaçlı sıklıkla kullanılmı�tır (Ali ve ark. 2003; 

Kobayashi ve ark. 2006; Balasubramanian ve Rho 2007). Antioksidanların embriyo 

geli�imi üzerine olumlu etkisi bilinmekle birlikte bazı bilim insanları bu pozitif etkilerin 

belirli ko�ullarda geçerli oldu�unu savunmu�lardır. Yapılan çalı�malarda 

antioksidanların olumlu etkileri %20 O2 basıncı varlı�ında ortaya çıkmaktadır (Olson ve 

Seidel 2000). Aynı �ekilde kullanılan medyum türünün ve antioksidan miktarının da 

önemli oldu�u vurgulanmaktadır (Van Soom ve ark. 2002). Sistein, sistin ve �-

merkaptoetanol %20 O2  basıncı varlı�ında olgunla�ma için kullanılan TCM-199 

medyumunda pozitif etki ederken; 50 µM sisteamin %20 O2 basıncı altında TCM-199 

medyumunda pozitif, aynı miktar sisteamin %5 O2 basıncında ve SOF medyumunda 

embriyo geli�imine pozitif etki etmektedir (Takahashi ve ark. 1993). �n vitro embriyo 

üretiminde ara�tırmacılar tarafından çe�itli oksijen basınçları farklı ko�ullarda 

denenmektedir. Örne�in; ovidukt hücreleri veya granulosa hücrelerinin kullanıldı�ı ko 
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kültür ortamlarında %20 O2 basıncı, somatik hücrelerinin kullanılmadı�ı ko kültürsüz 

ortamlarda ise %5 O2 basıncı daha uygun bulunmu�tur (Yuan ve ark. 2003; Özda� ve 

ark. 2012b). Ayrıca %5 O2 basıncı altında in vitro üretilen sı�ır embriyolarında 

apoptotik hücre oranının %20 O2 basıncı altında üretilenlerden belirgin bir �ekilde 

dü�ük oldu�u bildirilmektedir (Van Soom ve ark. 2002).  

Dü�ük molekül a�ırlıklı tiyol bile�iklerinden olan �-merkaptoetanol ve 

sisteamin, sistinin sisteine indirgenmesini sa�layarak hücre içi glutatyon sentezinin 

(GSH) artı�ına sebep olmaktadır (Ali ve ark. 2003; Nedambale ve ark. 2006b; 

Balasubramanian ve Rho 2007).  Hücre içi GSH yükseli�i, embriyoyu endojen veya 

eksojen kaynaklı ROS ürünlerinin yarataca�ı oksidatif strese kar�ı  koruyarak hücre 

kalitesini ve blastosiste ula�an embriyo sayısını arttırarak etki göstermektedir (Singhal 

ve ark. 2009). Balasubramanian ve Rho’nun  2007 yılındaki makalesinde in vitro 

olgunla�ma medyumlarına ilave edilen �-merkaptoetanol, sistein ve sistin gibi 

antioksidanların sı�ır oositlerinde hücre içi glutatyon sentezini, embriyo kalitesini ve in 

vitro kültürün 6. gününde blastosiste ula�an embriyo sayısını arttırdı�ı bildirilmektedir 

(De Matos 1996; 1997).   

�n vitro olgunla�ma veya kültür süresince kullanılan antioksidanlar, vitrifikasyon 

sonrası  eritilen sı�ır embriyolarının kültüre edilmeleri için kullanılan SOF, CR1 ve 

KSOM gibi medyumlara da ilave edilmi� ve geli�imleri kontrol edilmi�tir. Yapılan 

çalı�mada eritme sonrası 6 saatlik kültür süresi sonunda en iyi geli�imin  

�-merkaptoetanol eklenen SOF medyumunda oldu�u bildirilmi�tir (Nedamble ve ark. 

2006).  

2.4.5. Dondurma Yöntemleri ve Kriyoprotektanlar 

Günümüzde birçok memeli türünün di�i genital hücrelerinin kriyoprezervasyonu 

genetik materyalin korunması açısından oldukça etkili bir yöntemdir (Vajta ve 

Kuwayama 2006; Özda� ve ark. 2012c). 

Di�i genital hücreler in vitro fertilizasyon i�lemlerinde kullanılmak veya 

dondurulmak üzere çe�itli yöntemlerle ve seksüel sikluslarının farklı a�amalarında elde 

edilebilmektedirler.  Bu yöntemler arasında kısırla�tırma sonrası ve kesim sonrası elde 
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edilen ovaryumlardan folikül aspirasyonu ya da kesme yöntemi ile do�al ya da kimyasal 

yolla senkronize edilmi� hayvanlardan ovulasyonu takiben ovum toplama yöntemi 

(OPU) sayılabilmektedir (Ward ve ark. 2000; Galli ve ark. 2003; Van Wagtendonk-de 

Leeuw 2006).   

Toplanan di�i genital hücreler temel olarak iki metotla dondurulmaktadırlar. 

Birincisi geleneksel yava� dondurma ikincisi ise hızlı ve ani dondurma (vitrifikasyon) 

metodudur. Her iki yöntemde hücre içi ve dı�ında bulunan suyun biyolojik olarak 

donması söz konusudur. Ancak yava� dondurma metodunda hücre dı�ındaki su 

kristalle�ti�inde hücre içindeki su henüz donmamı�tır. Kristalle�menin etkisiyle ortamda 

bulunan kriyoprotektan maddelerin yo�unluklarında artı� meydana gelir ki, osmotik 

dengeyi sa�lamak amacıyla hücre içinde bulunan su dehidre olarak hücre dı�ına 

çıkmaya ba�ladı�ında artık hücre içi yo�unluk da artmı� olmaktadır sonuç olarak burada 

da kristalle�me ba�lar ve ardından donma i�lemi gerçekle�mi� olur (Bucak ve Tekin 

2007). Olu�an buz kristalleri büyük oldukları için hücre zarına olumsuz yönde etki 

etmektedirler. Vitrifikasyon metodunda ise hücre içi ve hücre dı�ında bulunan su aniden 

hızlı bir �ekilde camsıla�arak donar. Bu metodun en önemli avantajı, su kristallerinin 

ani ve hızlı donmaya ba�lı, geleneksel yava� dondurma yönteminden farklı olarak daha 

küçük boyutlarda olu�malarıdır (Saragusty ve Arav 2011).  

Yava� dondurma metodunda hücreler kademeli olarak dü�ük konsantrasyonda 

ve hücre zarından geçebilen kriyoprotektanlar arasından genellikle gliserol ve 

dimetilsülfoksit (DMSO) gibi kriyoprotektanlarla dondurulmu�lardır (Whittingham 

1975; Saragusty ve Arav 2011). Vitrifikasyon metodunu kullanarak oosit ya da embriyo 

dondurma sırasında dikkat edilmesi gereken bazı kritik noktalar bulunmaktadır. 

Bunlardan ilki dondurma sıcaklık derecesidir. Temel olarak likit nitrojen (LN2) 

kullanılarak ula�ılan dondurma derecesi -196 ºC’dir. Vitrifikasyonda dikkat edilmesi 

gereken ikinci ve en önemli nokta ise kullanılan dondurma medyumlarının miktarlarıdır. 

Medyum hacmi ne kadar az olursa dondurma ba�arısı o kadar artmaktadır (Kuwayama 

2007; Rios ve ark. 2010). Son yüzyılda vitrifikasyonda kullanılan solüsyonların 

kullanılan hacimlerini en aza indirmek için ara�tırıcılar tarafından Elektron Mikroskop 

Izgara Sistemi (EM grid) (Park ve ark. 1999; Kim ve ark. 2012), Minimum Damla 
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Hacmi (MDS) (Abdalla ve ark. 2010), Kriyotop (Kuwayama 2007; Lin ve ark. 2010; 

Galeati ve ark. 2011), Katı Yüzey Vitrifikasyonu (SSV) (Somfai ve ark. 2006; Zhang ve 

ark. 2009), Açık Çekilmi� Payet (OPS) (Al Yacoub ve ark. 2010; Zhao ve ark. 2012), 

Kapalı Çekilmi� Payet (CPS) (Yu ve ark. 2010) gibi birçok yöntem kullanılmı�tır.  

Gerek geleneksel yava� dondurma gerekse vitrifikasyon metoduyla di�i genital 

hücrelerin kriyoprezervasyonunda dondurma sırasında olu�abilen so�uk �okuna, hücre 

içi kristal olu�umuna, aynı �ekilde eritme esnasında mevcut kristallerin çözünmesinde 

meydana gelebilecek zararlı etkilere kar�ı koruyucu etkileri için kullanılan kimyasal 

maddelere kriyoprotektan adı verilir. Kriyoprotektanlar hücre içine geçebilenler ve 

geçemeyenler olmak üzere iki gruba ayrılırlar.  

Hücre zarından geçerek etki gösteren kriyoprotektanlar arasında gliserol, etilen 

glikol, propilen glikol ve DMSO gibi kimyasallar yer almaktadır. Bu maddeler etkilerini 

hücre içinde mevcut madde ve elektrolit yo�unlu�unu azaltmak ko�ulu ile dehidrasyonu 

düzenleyerek gösterirler (Bucak ve Tekin 2007; Manjunatha ve ark. 2009). Oositlerin 

kriyoprezervasyonunda genellikle gliserol ve DMSO gibi kriyoprotektanlar 1-1,5 M 

oranında kullanılırken; embriyoların dondurulmasında 1,35-1,5 M oranında 

kullanılmaktadırlar (Saragusty ve Arav 2011). 

Hücre dı�ı kriyoprotektanlar olarak bilinen glukoz, sukroz, fruktoz, trehaloz gibi 

kriyoprotektanlar da etkilerini donma ve çözünme sırasında olu�abilecek membran 

hasarına kar�ı fosfolipitlerle etkile�ime girip yüzey artı�ı sa�layarak gösterirler. Memeli 

embriyolarının dondurulmasında vitrifikasyon solüsyonlarına sıklıkla ilave edilen 

sukroz 0,25-0,5 M oranında kullanılmaktadır (Bucak ve Tekin 2007; Tian ve ark. 2007; 

Manjunatha ve ark. 2008; Özda� ve ark. 2012c). Yapılan çalı�malarla ara�tırıcılar 

vitrifikasyon metoduyla dondurulup eritilen embriyoların ya�ama oranlarının ve 

transferi sonucu gebelik oranlarının daha yüksek oldu�unu savunmaktadırlar (Pugh ve 

ark. 2000; Isachenko ve ark. 2003). Buna ba�lı olarak tez çalı�masında vitrifikasyon 

metoduyla sı�ır embriyolarının dondurulması tercih edilmi�tir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Oosit Eldesi ve Seçimi 

Çalı�mada, 2011-2012 yılları arasında Tuzla Mezbahasından (Elif Et) alınan 

Holstein ırkı (kültür ırkı) sı�ır ovaryumları kullanılmı�tır (�ekil 3-1).  

 

 

�ekil 3-1: Holstein ırkı inek.  

(http://www.britannica.com/EBchecked/topic/269677/Holstein-Friesian) 

 

Ovaryumlar antibiyotik  ilaveli (Penisilin 250 IU/mL, Streptomisin 125 µg/mL 

ve Neomisin125 µg/mL) 30-35 °C’lik Dulbeco’nun fosfat tamponlu tuz solusyonu  

(D-PBS/FTTS) içerisinde 2-3 saat içinde laboratuvara getirilmi�tir (Khamsi ve 
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Armstrong 1997). Oositler, ovaryumlar üzerinde bulunan 2-8 mm çaplı foliküllerden 

kesme yöntemi ile elde edilmi�lerdir (Khatir ve ark. 2007). Bu yöntemde bistüri ucu ile 

ovaryumların üzerinde bulunan foliküllere yüzeysel (1-2 mm derinlikte) ve sık 

aralıklarla kesitler atılmı� ve açılan kesitlerin içleri 22 gauge steril i�ne ve 20 mL’lik 

sı�ır ovaryum yıkama medyumu çekilmi� enjektör yardımıyla steril petrilere yıkanmı�tır 

(�ekil 3-2). Petrilere yıkanan oositler mikroskop altında kumulus ooforus hücreleri ve 

morfolojik de�erlendirmeye göre olgunla�maya konmak üzere seçilmi�lerdir. 

Döllenecek oositlerde hücre çeperinin düzgün olması, homojen bir sitoplazmaya sahip 

olmaları, zona pellusidalarının düzgün ve hasarsız olması, etraflarında en az 3-4 sıra 

kumulus ooforus hücreleri kompakt bir �ekilde kaplı olmaları gibi özellikler aranmı� ve 

bu kriterlere göre olgunla�maya konmu�lardır (Abe ve ark. 1999). 

 

 

�ekil 3-2: Ovaryumlardan kesme metoduyla elde edilen olgunla�mamı� sı�ır 

oositleri. 

a)Kumulus hücreleri 

 

a 
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3.2. Oositlerin Olgunla�tırılması 

Mikroskop altında seçilen oositler hepesli TCM-199 (Lonergan ve ark. 1996) 

medyumunda 3 kez yıkandıktan sonra her bir grup için ayrı hazırlanan ve önceden 

gazlanmı� olan olgunla�ma medyumlarında yıkandıktan sonra 700 µL IVM medyumu  

içeren dört kuyucuklu petri kaplarına her bir kuyucu�a 30-50 adet oosit olacak �ekilde 

aktarılmı�tır. Olgunla�ma için seçilen oositler, iki gruba ayrılarak [GrupA (Sisteaminli) 

ve GrupB (Sisteaminsiz)] antioksidan bir madde olan  sisteamin ile modifiye edilen 

TCM-199 medyumunda ve sisteaminsiz TCM-199 medyumunda 38,8 °C’de %5 CO2 

içeren inkübatörde 24 saat olgunla�maya bırakılmı�tır (�ekil 3-3). 

 

 

�ekil 3-3: Olgunla�ma sonrası kumulus hücrelerinin geni�lemesi. 

a)Açılmı� kumulus hücreleri 

 

3.3. Olgunla�tırılan Oositlerinin Döllenmesi 

Olgunla�ma sonrası etraflarındaki kumulus ooforus hücreleri açılan oositler 

olgun kabul edilerek GrupA (Sisteaminli) ve GrupB (Sisteaminsiz) için ayrı ayrı 

a 
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hazırlanan önceden gazlanmı� IVF-TALP medyumuna (Fair ve ark. 2001; Özda� ve ark. 

2012b) aktarılmı�lardır.  Aktarma i�lemi, olgunla�ma medyumundan çıkarılan oositlerin 

önce 2 mL döllenme medyumu içeren 35 mm’lik  petrisinde üç defa yıkanması hemen 

ardından da döllenmenin gerçekle�tirilece�i ve içerisinde 400 µL döllenme medyumu 

bulunan dört kuyucuklu petrilere her kuyucu�a 25-35 adet oosit olacak �ekilde 

yerle�tirilmesiyle yapılmı�tır. 

3.3.1.Spermanın Eritilmesi, Motilitenin De�erlendirilmesi ve 

Konsantrasyonunun    Hesaplanması 

Döllenme için 2 adet holstein ırkı (kültür ırkı) bo�aya ait donmu� 0,25’lik 

sperma payetleri 37 °C’de 30 sn süre ile eritilmi�lerdir. Eritme sonrası motilite 

muayenesinde en az %45-60 motil olanlar tespit edildikten sonra sperma 

konsantrasyonunun  hesaplanması a�amasına geçilmi�tir. Hesaplama için Thoma lamı 

kullanılmı�tır. Thoma lamında sayım yapabilmek için hazırlanan karı�ım  

(95 µL Hancock solüsyonu üzerine 5 µL sperma) spermanın 1:20 oranında 

sulandırılmasını sa�lamı�tır. Eppendorf tüpünde sulandırılan spermatozoonlar Thoma 

lamında sayılarak döllenme için 1-2x106/mL olacak �ekilde hesaplanmı�tır (Goovaerts 

ve ark. 2009). Payet içeri�i yıkanmak üzere 4 mL Sperm-TALP medyumu (Özda� ve 

ark. 2012b) içeren 14 mL’lik konik tüplere aktarılarak 1500 g’de 5 dk santrifüj 

edilmi�lerdir. Birinci santrifüj i�lemi sonunda süpernatant atılarak dipte kalan 

spermanın üzerine 4 mL’ye tamamlayacak �ekilde Sperm-TALP eklenmi� ve tekrar 

1500 g’de 5 dk daha santrifüj edilmi�lerdir. Son santrifüj sonrasında süpernatant dipteki 

tortuyu karı�tırmadan atılarak tekrar taze Sperm-TALP medyumu ile 0,5 mL’ye 

tamamlanmı�tır. Yıkanan spermatozoonlar, döllenme medyumunda hazır bulunan olgun 

oositlerin üzerine otomatik pipet yardımıyla eklenmi� ve toplam hacimin her bir 

kuyucuk için 500 µL olması sa�lanarak 38,8 °C’de %5 CO2 içeren inkübatörde  

18-22 saat süre ile döllenmeye bırakılmı�lardır. 
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3.4.Döllenen Oositlerin Kültür Medyumlarına Aktarılması 

3.4.1.Kültür Medyum Droplarının Hazırlanması 

Sisteaminli (Grup A) ve Sisteaminsiz (Grup B) olgunla�ma  medyumlarında 

olgunla�tırılan sı�ır oositlerinin kültürlerinde farklı iki medyum SOF ve CR1aa (Tervit ve 

ark. 1972; Rosenkrans ve ark. 1993) test edilmek amacıyla kullanılmı�tır. Bu amaçla her bir 

grup iki alt gruba bölünerek toplamda dört kültür grubu olu�turulmu�tur:   

Grup A-I SOF, Grup A-II CR1aa, Grup B-I SOF, Grup B-II CR1aa 

 Her iki grup için bir gece önceden ayrı ayrı hazırlanıp gaz karı�ımı içeren 

inkübatöre gazlanması için bırakılan dört kuyucuklu kültür petrilerinin her kuyucu�una 

önce 5 µL kültür medyumu üzerine 910 µL mineral ya� son olarak da 95 µL kültür 

medyumu olacak �ekilde droplar yapılmı�tır.   

3.4.2. Döllenmi� Oositlerin Spermatozoonlardan ve Kumulus Hücrelerinden 

Arındırılması ve Kültüre Aktarılması 

Önceden  hazırlanan ve 38,5 °C’de bulunan 14 mL’lik konik santrifüj tüplerinin  

içinde 1 mL sı�ır yıkama medyumuna alınan etrafları spermatozoonlarla kaplı ve 

döllenmi� oldu�u dü�ünülen oositler Grup A ve B için ayrı ayrı 1 dk süre ile 

karı�tırılmı�lardır. Karı�ım içeri�i 35 mm’lik bo� petriye dökülerek stereo mikroskop 

altında embriyo seçimi gerçekle�tirilmi�tir. Seçilen embriyolar üç kez sı�ır yıkama 

medyumunda (Hepesli TCM-199) ve bir kez de %5 FCS katkılı SOF ve CR1aa 

medyumlarında yıkanmı�lardır. Kumulus hücreleri ve spermatozoonlardan arındırılan 

döllenmi� zigot olarak dü�ünülen Grup A (Sisteaminli) ve Grup B (Sisteaminsiz)’ ye ait 

embriyolar  kendi gruplarında hemen hemen e�it sayıda iki alt gruba bölünerek önceden 

hazırlanarak inkübatörde gazlanması sa�lanmı� embriyo kültür medyumlarında her 

dropta 20-30 adet embriyo olacak �ekilde  38,8 °C’de %5 CO2, %5 N2 ve %90 nem 

içeren inkübatörlerde 7-9 gün süre ile kültüre edilmi�lerdir.  
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3.5. Kültüre Konan Embriyoların Bölünme Kontrollerinin Yapılması 

�n vitro kültür a�aması sırasında embriyoların bölünme kontrolleri yapılmı�tır. 

Kültür süresinin ba�langıcından itibaren 48. saat sonunda bölünmü� olan embriyolar 

kendi gruplarına ait taze  medyum droplarını içeren, önceden gazlanmı� 60 mm’lik 

kültür petrilerine alınarak bölünmemi� olan di�er embriyolardan ayrılmı�lardır. 

Böylelikle bölünmemi� olan embriyoların metabolik artıklarının olu�turabilece�i 

olumsuz etki ortadan kaldırılmı� olmaktadır (�ekil 3-4). 

 

 

�ekil 3-4: 48. saat sonunda bölünmü� iki blastomerli sı�ır embriyoları. 

a)�ki blastomer a�amasındaki embriyolar, b) 3-4 blastomer a�amasındaki embriyo 

 

3.6. Geli�en Embriyoların Dondurulması 

Kültür sonunda blastosist ve geni�lemi� blastosist a�amasına ula�mı� ayrı ayrı 

SOF ve CR1aa medyumlarında geli�tirilen Grup A ve Grup B’ye ait sa�lıklı embriyolar 

dondurma i�lemine tabi tutulmak üzere seçilmi�lerdir. Seçilen embriyolar hızlı bir 

a 

b 
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�ekilde camla�tırma (vitrifikasyon) metoduna göre payet yöntemi ile (Kasai 1997; Vajta 

2000) dondurulmu�lardır (�ekil 3-5).  

                                                                

                                0,5 M Sukroz                        Bo�luk  0,5 M Sukroz   Bo�luk 

 

         Pamuk kısım                                                       VS2+Embriyo        Polivinil Alkol  

        

�ekil 3-5: Payetlere yerle�tirilen embriyoların görüntüsü. 

 

Vitrifikasyon metodunda kullanılan solüsyonlar; ekilibrasyon (VS1) ve 

vitrifikasyon (VS2) solüsyonları �eklinde adlandırılmı� olup,  temel olarak %20 fötal 

buza�ı serumu içeren antibiyotik ilaveli fosfat tamponlu tuz solüsyonundan 

hazırlanmı�tır. Ekilibrasyon solüsyonu olarak 1,5 M etilen glikol (EG) ve 1 M 

dimetilsülfoksit (DMSO) kombinasyonu; vitrifikasyon solüsyonu olarak da 2,5 M EG, 2 

M DMSO ve 0,5 M sukroz kombinasyonu kullanılmı�tır (�ekil 3-6).  

 

 

  

   

 

 

 

�ekil 3-6: Embriyoların vitrifikasyon medyumundaki görünümü. 

Seçilen embriyolar önceden hazırlanmı� ve oda ısısında bulunan %20 FCS 

katkılı PBS droplarına alınmı�lardır. 70 µL’lik 3 ayrı drop halinde hazırlanan temel 

solüsyonda adaptasyon amaçlı kısa bir süre bekletilen embriyolar,  iki a�amalı 

Temel Solüsyon PBS 

VS1    (3 dk) 

VS2    (30 sn) 
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vitrifikasyon metodunun  birinci a�aması olan ekilibrasyon solüsyonuna aktarılmı�tır. 3 

dk boyunca 70 µL’lik 3 ayrı drop halinde hazırlanan VS1 solüsyonunda pasajlanarak 

bekletilen embriyolar hemen ardından yine 70 µL’lik 3 ayrı drop halinde hazırlanan 

VS2 solüsyonuna (�ekil 3-7) alınarak 30 sn içinde önceden hazırlanmı� embriyo 

dondurma payetlerine 3-5 adet embriyo olacak �ekilde yerle�tirilip payetin açık olan ucu 

önce polivinilalkole (PVA) daha sonra suya daldırılarak kapatılması sa�lanmı� ve direkt 

olarak -196 °C’lik sıvı azota 45°’lik açıyla daldırılarak dondurulmu�lardır (Özda� ve 

ark. 2012c). 

 

  

�ekil 3-7: Sisteaminsiz ortamda olgunla�tırılıp SOF medyumunda geli�tirilen 

blastosist a�amasındaki embriyolar. VS1 (solda) ve VS2 (sa�da). 

 

3.7. Dondurulan Embriyoların Eritilmesi 

Dondurulmu� embriyo payetleri en az 1 hafta bekletildikten sonra eritilmi�lerdir. 

Payetler sıvı azottan çıkarıldıktan sonra yakla�ık 10 sn ortam sıcaklı�ında havada 

tutulduktan sonra direk olarak 37 °C’lik su banyosunda 30 sn süre ile eritilmi�lerdir. Su 

banyosundan çıkarılan payetler peçete yardımıyla iyice kurutulmu� ve polivinilalkol ile 

kapatılmı� olan ucu kesildikten sonra dik bir �ekilde içinde önceden hazırlanmı� ve oda 

ısısında bulunan %20 serum katkılı PBS kullanılarak yapılan 1 M Sukroz solüsyonu 

bulunan 35 mm’lik petriye payetin pamuk kısmı kesilerek içeri�in akması sa�lanmı�tır. 

Embriyolar 3 dk boyunca 1 M sukroz solüsyonunda, sitoplazmalarının homojen hale 

gelmesi, farklı osmotik basınçlar nedeniyle büzü�en embriyoların tekrar geni�lemesi 

için bekletilmi�tir. Ardından 0,5 M sukroz solüsyonuna alınmı� ve burada 1 dk 
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bekletildikten sonra hepesli TCM-199 medyumuna aktarılmı�lar ve 3 kez aynı medyum 

içerisinde yıkanmı�lardır (�ekil 3-8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�ekil 3-8: Dondurulan embriyoların eritilmesi. 

 

3.8. Eritilen Embriyoların Kültüre Edilmesi 

Eritilen embriyolar hepesli TCM-199 medyumunda 3 kez yıkandıktan sonra 

geli�imlerinin ve dondurma i�leminin embriyo üzerindeki etkisinin tespit edilmesi için 

her embriyo kendi grubuna ait önceden hazırlanmı� olan %5 FCS katkılı SOF ve CR1aa 

kültür medyumlarında 1 kez yıkandıktan sonra 35 mm’lik kültür medyumlarında 48 saat 

süre ile kültüre edilmi�tir (�ekil 3-9). Kültür medyumlarının dropları eritilen embriyo 

sayısına ba�lı olarak hücre ba�ına 10 µL medyum olacak �ekilde hazırlanmı�tır. 48 

saatlik süre sonunda embriyoların eritme sonrası geli�imlerine devam edip etmedikleri 

kontrol edilmi�tir (Özda� ve ark. 2012c). 

 

1 M sukrozlu PBS (3dk)  0,5 M sukrozlu PBS (1dk) 

  

Yıkama 1 Yıkama 2 Yıkama 3 
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�ekil 3-9: Sisteaminli ortamda olgunla�tırılıp CR1 medyumunda geli�tirilen 

blastosist ve geni�lemi� blastosist  a�amasındaki embriyolar. 

a) Blastosist, b) Geni�lemi� blastosist 

 

3.9.Çalı�mada Kullanılan Medyumların Hazırlanması 

3.9.1.Fosfat Tamponlu Tuz Solüsyonunun Hazırlanması (FTTS) 

Mezbahada kesilen embriyoların laboratuvara ta�ınması amacıyla kullanılan 

fosfat tamponlu tuz solüsyonu a�a�ıdaki formüle göre hazırlanmı�tır. 

 

 

 

 

 

 

b 

a 
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Tablo 3-1: Fosfat Tamponlu Tuz Solüsyonu (FTTS): 

Kimyasal Madde Sigma Miktar (gr) Final Konsantrasyon 

NaCl S 5886 8 gr 137 mM 

KCl P 5405 0,2 gr 2,7 mM 

KH2PO4 P 5655 0,3 gr 1,5 mM 

Na2HPO4 S 5136 2,16 gr 8,1 mM 

Penisilin P 7794 0,3 gr 250 IU/mL 

Streptomisin S 1277 0,25 gr 125 µg/mL 

Neomisin N 6386 0,25 gr 125 µg/mL 

 

Kimyasal maddeler 700 mL ultra saf su içinde çözdürüldükten sonra solüsyon 

üzerine saf su eklenerek medyum 1.000 mL’ye tamamlanmı�tır.  

Solüsyonun osmotik basıncı 280 mOsm/kg ve pH’sı da 7,2-7,4 olarak 

ayarlanmı� ve por çapı 22 µm’lik filtre yardımı ile steril edilerek �i�e içinde 4 °C’de 

buzdolabında en fazla 1 hafta süre ile saklanmı�tır. 

3.9.2.Sı�ır Oosit Yıkama Medyumunun Hazırlanması 

Mezbahadan alınan ovaryumlar antibiyotik ilaveli (Penisilin 250 IU/mL, 

Streptomisin 125 µg/mL ve Neomisin 125 µg/mL) 30-35 °C’lik Dulbeco’nun fosfat 

tamponlu tuz solusyonu (D-PBS/FTTS) içerisinde en geç 2-3 saat içinde laboratuvara 

getirildikten sonra oosit eldesi amacıyla kullanılan sı�ır yıkama  medyumu a�a�ıdaki 

formüle göre hazırlanmı�tır. 

 

Tablo 3-2: Sı�ır Oosit Yıkama Medyumu: 

Kimyasal Madde Sigma Heparinsiz 
Yıkama 

Heparinli 
Yıkama 

Final 
Konsantrasyon 

Hepes TCM-199 M 2520 660 mg 660 mg 45 mL’ye tamamla 

Sodyum Bikarbonat S 5761 99 mg 99 mg 45 mL’ye tamamla 

Gentamisin sülfat 10 mg/mL (200x) G 1264 0,23 mL 0,23 mL 50 µg/mL 

Heparin 1000 U/mL (50x) H 3149 - 0,9 mL 20 U/mL 

L-glutamin 200 mM (200x) G 5763 0,23 mL 0,23 mL 1 mM 

 

Hazırlanan heparinsiz yıkama medyumunun içine %2,5 oranında heparinli 

yıkama medyumundan eklenerek sı�ır yıkama medyumu elde edilmi�tir.  
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Medyumun osmotik basıncı 280-285 mOsm/kg ve pH’sı da 7,2-7,4 olarak 

ayarlandıktan sonra por çapı 22 µm’lik filtre yardımı ile steril edilerek �i�e içinde 4 

°C’de buzdolabında en fazla 1 hafta süre ile saklanmı�tır. 

3.9.3.Sı�ır Olgunla�ma Medyumunun Hazırlanması 

Mikroskop altında toplanan oositler bazı kriterlere göre seçilerek olgunla�ma 

medyumuna aktarılırlar. Seçilecek oositlerin etrafındaki kumulus ooforus hücrelerinin 

en az 3-4 sıra olmasına, sitoplazmalarının homojen da�ılım göstermesine ve hücre 

çeperlerinin düzgün olmasına dikkat edilir.  

 

Tablo 3-3: Olgunla�ma Medyumu:  

Kimyasal Madde 20 mL Sigma 

TCM-199 190 mg M 5017 

Sodyum Bikarbonat 44 mg S 5761 

L-Glutamin 200 mM 0,03 mL G 5763 

Na-pirüvat 20 mM (100x) 0,2 mL P 3662 

EGF 10 µg/mL (200x) 0,05 mL E 4127 

LH 10 µg/mL 0,1 mL L 5269 

FSH 10 µg/mL 0,005 mL F 8174 

Gentamisin sülfat 10 mg/mL (200x) 0,1 mL G 1264 

Sisteamin (80x) *0,125 mL M 9768 

 

*Kullanım sabahı yukarıdaki formüle göre hazırlanan olgunla�ma medyumu iki e�it 

hacime bölünerek, 10 mL’lik hacimlerden birinin içinden 125 µL çıkartılarak yerine 

çıkartılan miktar kadar sisteamin eklenmi�tir. Bu i�lemin sonunda her iki medyumun 

pH’sı 7,2-7,4 olarak, osmotik basıncı 280±10 mOsm/kg olarak ayarlanmı� ve 22 µm’lik 

dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek kullanılmı�tır.  
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3.9.4.Sperma Yıkama (Sperm-TALP) ve Döllenme Medyumunun 

 (IVF-TALP) Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

3.9.4.1.Sperm-TALP Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

Olgunla�mı� oositlerin döllenmesi için kullanılacak eritilmi� sperma payetlerinin 

dondurma medyumlarından arındırılması amaçlı yıkama i�leminde kullanılacak Sperm-

TALP medyumunun stok solüsyonu a�a�ıdaki formüle göre hazırlanmı�tır. 

 

Tablo 3-4: Sperm-TALP Stok Solüsyonu: 

Kimyasal Madde Moleküler 
A�ırlık 

(gr) 

Final Konsantrasyon 
(mM) 

200 mL Sigma 

NaCl 58,44 100,0 1,168 gr S 5886 

KCl 74,55 3,10 0,0462 gr P5405 

NaHCO3 84,01 25,00 0,4200 gr S 4019 

Laktik asit %60  w/w 112,1 21,60 0,807 mL L 4263 

NaH2PO4 120,0 0,29 0,0070 gr S 5011 

CaCl2, 2H2O 147,02 2,10 0,0617 gr C 7902 

MgCl2, 6H2O * 203,30 1,50 
3 mL 100 mM 

stok 
M 2393 

Hepes (asit) 238,30 10,00 0,4766 gr H 9136 

Fenol  Red 354,38 5 µg/mL 0,0010 gr P 5530 

Embriyo test 
edilmi� su 

- - 
200 mL’ye 
tamamla 

W1503 

 

*Magnezyum Klorit stok (MgCl2 6H2O): 100 mM stok solüsyonu hazırlamak için  

10 mL embriyo test edilmi� su içinde 203 mg MgCl2 6H2O çözdürülmü� ve 1 mL’lik 

porsiyonlar eppendorf tüplerinin içinde -20 °C’de en fazla 1 ay süre ile saklanmı�tır. 
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3.9.4.2.IVF-TALP Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

Olgunla�mı� oositlerin döllenmesi için kullanılacak IVF-Talp medyumunun stok 

solüsyonu a�a�ıdaki formüle göre hazırlanmı�tır. 

 

Tablo 3-5: IVF-TALP Stok Solüsyonu: 

Kimyasal Madde 
Moleküler 

A�ırlık 
(gr) 

Final 
Konsantrasyon 

(mM) 
200 mL Sigma 

NaCl 58,44 114,00 1,3324 gr S 5886 

KCl 74,55 3,20 0,0477 gr P 5405 

NaHCO3 84,01 25,00 0,4201 gr S 4019 

Laktik asit 
%60 w/w 

112,1 
10,00 0,374 mL L 4263 

NaH2PO4 120,0 0,40 0,0096 gr S 5011 

CaCl2, 2H2O 147,02 2,00 0,0588 gr C 7902 

MgCl2, 6H2O * 203,30 0,50 1 mL 100 mM stok M 2393 

Fenol Red 354,38 5 �g/mL 0,0010 gr P 5530 

Embriyo test edilmi� su - - 
200 mL’ye 

tamamala 
W1503 

 

*Magnezyum Klorit stok (MgCl2 6H2O): 100 mM stok solüsyonu hazırlamak için  

10 mL embriyo test edilmi� su içinde 203 mg MgCl2 6H2O çözdürülmü� ve 1 mL’lik 

porsiyonlar eppendorf tüplerinin içinde -20 °C’de en fazla 1 ay süre ile saklanmı�tır. 
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3.9.5.Sperma Yıkama (Sperm-TALP) ve Döllenme (IVF-TALP) 

Medyumlarının Hazırlanması 

3.9.5.1.Sperm-TALP Medyumunun Hazırlanması 

Kullanım gününden 1 gün önce a�a�ıdaki formüle göre hazırlanan medyumun 

pH’sı 7,2-7,4 olarak, osmotik basıncı 305±7 mOsm/kg olarak ayarlanmı� ve 22 µm’lik 

dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek 4 °C’de saklanmı�tır. 

 

Tablo 3-6: Sperm-TALP Medyumu: 

 
 
*10 mg/mL gentamisin sülfat stok solüsyonu:  0,300 gr gentamisin sülfat, 30 mL 

embriyo test edilmi� su içerisinde çözdürülmü� ve 1 mL’lik  porsiyonlar halinde 

eppendorf tüpünde 4 °C’de en fazla 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

**20 mM Na-pirüvat stok solüsyonu: 0,022 gr Na-pirüvat, 10 mL embriyo test edilmi� 

su içerisinde çözdürülmü� ve 14 mL’lik tüp içinde 4 °C’de en fazla 1 hafta süre ile 

saklanmı�tır.  

3.9.5.2.IVF-TALP Medyumunun Hazırlanması 

Kullanım gününden 1 gün önce a�a�ıdaki formüle göre hazırlanan medyumun 

pH’sı 7,2-7,4 olarak, osmotik basıncı 295±5 mOsm/kg olarak ayarlanmı� ve 22 µm’lik 

dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek 4 °C’de saklanmı�tır. 

 

 

 

 

Kimyasal Madde Sigma 20 mL Final konsantrasyon 
Sperm-TALP Stok - 20 mL’ye tamamla - 

Gentamisin sülfat 10 mg/mL (200x stok) * G 1264 0,1 mL 50 µg/mL 

Na-pirüvat 20 mM (20x stok) ** P 3662 1 mL 1 mM 

BSA, fraksiyon V A 4919 0,120 gr 6 mg/mL (%0,6) 
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Tablo 3-7: IVF-TALP Medyumu: 

Kimyasal Madde Sigma 20 mL Final concentration 
IVF-TALP Stok  20 mL’ye tamamla  

PHE 100x Stok * 

P 4875 

H 1384 

E 4250 

0,2 mL 

20 µM 

10 µM 

1 µM 

Gentamisin sülfat 200x Stok  

(10 mg/mL) ** 
G 1264 0,1 mL 50 µg/mL 

Heparin Stok 1mg/mL 

(170 USP/mg) *** 
H 3149 0,6 mL 30 µg/mL 

Na-pirüvat  20mM (80x stok) **** P 3662 0,25 mL 0,25 mM 

BSA, fraksiyon V A 4919 0,1200 gr 6 mg/mL (%0,6) 

 
**10 mg/mL gentamisin sülfat stok solüsyonu:  0,300 gr Gentamisin sülfat, 30 mL 

embriyo test edilmi� su içerisinde çözdürülmü� ve 1 mL’lik  porsiyonlar halinde 

eppendorf tüpünde 4 °C’de en fazla 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

****20 mM Na-pirüvat stok solüsyonu: 0,022 gr Na-pirüvat, 10 mL embriyo test 

edilmi� su içerisinde çözdürülmü� ve 14 mL’lik tüp içinde 4 °C’de en fazla 1 hafta süre 

ile saklanmı�tır. 

***1 mg/mL Heparin stok solüsyonu: 0,030 gr heparin, 30 mL Sperm-TALP 

medyumunun içerisinde çözdürülmü� 1,5 mL’lik porsiyonlar halinde eppendorf tüpünde 

-20 °C’de en fazla 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

*100x PHE stok solüsyonu: 

NaCl 157 mM (Sigma S 5886) solüsyonu: 0,918 gr NaCl 100 mL embriyo test edilmi� 

su   içerisinde çözdürülür. 

Laktat bisülfit stok: 126 µL sodyum laktat (Sigma L 4263) + 50 mg sodyum 

metabisülfit (Sigma S 1516) 50 mL embriyo test edilmi� su içerisinde çözdürülür ve  

1 M HCl (hidrojen klorik asit) ile pH’sı 4,0’e ayarlanır. 

Penisilamin 10 mM (Sigma P 4875):  15 mg penisilamin 10 mL NaCl solüsyonu 

içerisinde    çözdürülür. 

  Hipotaurin 10 mM (Sigma H 1384): 11 mg hipotaurin 10 mL NaCl solüsyonu içerisinde 

çözdürülür. 
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Epinefrin 1 mM (Sigma E 4250): 1,8 mg epinefrin 10 mL laktat bisülfit stok solüsyonu 

içerisinde çözdürülür. Epinefrin solüsyonu PHE stok solüsyonunun hazır olmasına 

yakın zamanda hazırlanıp bekletmeden ana karı�ımın içine katılır. 

 

Tablo 3-8: 100x PHE stok: 

Kimyasal Madde 
30 mL 

100x PHE 
stok 

100X PHE stok 
içindeki 

konsantrasyonu 

IVF-TALP 
içindeki 

konsantrasyonu 

10 mM Penisilamin 6 mL 2 mM 20 µM 

10 mM Hipotaurin 3 mL 1 mM 10 µM 

1 mM Epinefrin 3 mL 0,1 mM 1 µM 

157 mM NaCl 18 mL - - 

 

 100x PHE stok hazırlandıktan sonra epinefrin kolayca okside oldu�u için 

hızlıca 0,5 mL’lik porsiyonlar halinde eppendorf tüpünde ı�ık görmemesini sa�lamak 

amacıyla etrafı alüminyum folyo ile kaplı olarak -20 °C’de  1 ay süre ile saklanmı�tır.  

 

3.9.6.SOF ve CR1aa Kültür Medyumlarının Stok Solüsyonlarının 

Hazırlanması 

3.9.6.1.SOF Kültür Medyumunun Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

 

Tablo 3-9: SOF-Stok A Solüsyonunun Hazırlanması:  

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
NaCl  S 5886 3,145 (gr) 

KCl  P 5405 0,267 (gr) 

KH2PO4  P 5655 0,081 (gr) 

MgSO4,7H2O  M 2643 0,091 (gr) 

Na-laktat  L 4263  0,30  (mL) 

H2O  W1503  49,20 (mL) 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 50 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 ay süre ile saklanmı�tır. 
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Tablo 3-10: SOF-Stok B Solüsyonunun Hazırlanması:  

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
NaHCO3  S 4019 1,050 (gr) 

Fenol Red  P 5530 0,0050 (gr) 

H2O  W 1503 50 (mL) 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 50 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

 

Tablo 3-11: SOF-Stok C Solüsyonunun Hazırlanması: 

Kimyasal Madde Sigma 10 mL 

Na-pirüvat  P 3662 0,0800 (gr) 

H2O  W 1503 10 (mL) 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 14 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 hafta süre ile saklanmı�tır. 

 

Tablo 3-12: SOF-Stok D Solüsyonunun Hazırlanması:  

Kimyasal Madde Sigma 10 mL 
CaCl2, 2H2O  C 7902 0,2620 (gr) 

H2O  W 1503 10 (mL) 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 50 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 ay süre ile saklanmı�tır. 
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3.9.6.2.CR1aa Kültür Medyumunun Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

 

Tablo 3-13: CR1aa-Stok A Solüsyonunun Hazırlanması: 

 

 

 

 

 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 50 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

 

Tablo 3-14: CR1aa-Stok B Solüsyonunun Hazırlanması: 

 

 

 

 

 

 Hazırlanan solüsyon 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 50 mL’lik tüp 

içerisinde 4 °C’de 1 ay süre ile saklanmı�tır. 

 

 

 

 

 

 

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
NaCl  S 5886 0,440 (gr) 

KCl  P 5405 0,015 (gr) 

Na-pirüvat  P 3662 0,003 (gr) 

NaHCO3  S 4019 0,144 (gr) 

Fenol Red  (% 0,5) P 5530 0,032 (µL) 

H2O  W 1503 50 mL’ye tamamla 

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
LaktikAsit 

HemikalsiyumTuzu  

 L 2000 0,150 (gr) 

H2O  W 1503 50 mL’ye tamamla 
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3.9.7. SOF ve CR1aa Kültür Medyumlarının Hazırlanması 

3.9.7.1.SOF Kültür Medyumunun Hazırlanması 

Kullanım gününden 2 gün önce a�a�ıdaki formüle göre hazırlanan medyumun 

pH’sı 7,4 olarak, osmotik basıncı 275-285 mOsm/kg olarak ayarlanmı� ve 22 µm’lik 

dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek 4 °C’de saklanmı�tır. Döllenmi� 

oositlerin kültüre konaca�ı günden önceki ak�am %5 oranında Fötal Buza�ı Serumu 

eklenerek tekrar 22 µm’lik dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek kültür 

petrileri hazırlanmı�tır.  

 

Tablo 3-15: SOF Kültür Medyumu: 

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
H2O (mL) W 1503 39 mL 

Tri-Na-sitrat-dihidrat  S 1804 0,0050 gr 

Miyo-inositol  I 7508 0,0250 gr 

SOF-Stok A  - 5 mL 

SOF-Stok B  - 5 mL 

SOF-Stok C  - 0,5 mL 

SOF-Stok D - 0,5 mL 

BME 50X  B 6766 1,5 mL 

MEM 100X  M 7145 500 µL 

L-Glutamin 200 mM G 5763 50 µL 

Gentamisin Sülfat  

10 mg/mL 
G 1264 250  �L 

 

3.9.7.2.CR1aa Kültür Medyumunun Hazırlanması 

Kullanım gününden 2 gün önce a�a�ıdaki formüle göre hazırlanan medyumun 

pH’sı 7,2-7,4 olarak, osmotik basıncı 280-285 mOsm/kg olarak ayarlanmı� ve  

22 µm’lik dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek 4 °C’de saklanmı�tır. 

Döllenmi� oositlerin kültüre konaca�ı günden önceki ak�am %5 oranında Fötal Buza�ı 

Serumu eklenerek tekrar 22 µm’lik dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril edilerek 

kültür petrileri hazırlanmı�tır. 
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Tablo 3-16: CR1aa Kültür Medyumu: 

Kimyasal Madde Sigma 50 mL 
H2O W 1503 50 mL’ye tamamla 

CR1aa Stok A - 38 mL 

CR1aa Stok B - 10 mL 

BME 50X B 6766 1,0 mL 

MEM 100X  M 7145 0,5 mL 

L-Glutamin 200mM      G 5763 50 µL 

Sı�ır Serum Albümini (Ya� 
asiti serbest BSA-FAF) 

A 8806 0,1500 gr 

Penisilin 100 U/mL P 7794 0,0035 gr 

Streptomisin 100 µg/mL S 1277 0,0050 gr 

 

3.9.8.Dondurmada Kullanılan Medyumların Hazırlanması 

3.9.8.1.Vitrifikasyon Medyumunun Temel Solüsyonunun Hazırlanması 

 

Tablo 3-17: Vitrifikasyon Medyumunun Temel Solüsyonu (PBS): 

Kimyasal Madde Sigma Miktar (gr/L) Final Konsantrasyon 

NaCl S 5886 8 gr 137 mM 

KCl P 5405 0,2 gr 2,7 mM 

KH2PO4 P 5655 0,3 gr 1,5 mM 

Na2HPO4 anhidroz S 5136 1,15 gr 8,1 mM 

CaCl22H2O* C 7902 0,133 gr 1,2 mM 

MgCl26H2O* M 2393 0,100 gr 0,49 mM 

D-Glukoz G 6152 0,100 gr 5,5 mM 

Na-Pirüvat P 4562 0,036 gr 0,32 mM 

Penisilin P 7794 0,066 gr 100 IU/mL 

Streptomisin S 1277 0,050 gr 50 µg/mL 

 

* CaCl22H2O ve MgCl26H2O ayrı kaplarda embriyo test edilmi� su içerisinde eritilip 

solüsyonun hacmi 1 L’ye tamamlanmadan önce son a�amada yava�ça medyuma ilave 

edilmi�tir. 
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 Solüsyon hazırlandıktan sonra pH’sı 7,2-7,4 osmotik basıncı 280-285 mOsm/kg 

olarak ayarlanmı�tır. 22 µm’lik filtre yardımıyla steril edilerek 4 °C’de en fazla 1 ay 

süre ile saklanmı�tır. 

 Kullanım günü vitrifikasyon temel solüsyonunun içine %20 oranında fötal 

buza�ı serumu katılarak tekrar 22 µm’lik dü�ük protein tutan filtre yardımıyla steril 

edilmi�tir.  

 3.9.8.2.Ekilibrasyon ve Vitrifikasyon Medyumlarının Hazırlanması 

 

Tablo 3-18: Ekilibrasyon ve Vitrifikasyon Medyumları: 

     Kimyasal Madde Ekilibrasyon 
Medyumu (VS1) 

Vitrifikasyon 
Medyumu (VS2) 

Sigma 

Etilen Glikol (EG) 0,931 mL (1,5 M) 1,550 mL (2,5 M) E 9129 

Dimetilsülfoksit (DMSO) 0,781 mL (1 M) 1,560 mL (2 M) D 2650 

Sukroz - 1,71 gr (0,5 M) S 1888 

Temel Solüsyon 

(%20 FCS’li PBS) 
8,288 mL 10 mL’ye tamamla - 

 

 Ekilibrasyon ve vitrifikasyon solüsyonları kullanım gününde %20 FCS katkılı 

temel solüsyondan taze olarak hazırlanmı�tır.  

 3.9.8.3.Dondurma Payetlerinin Hazırlanmasında ve Eritilmesinde 

Kullanılan Solüsyonların Hazırlanması 

 

Tablo 3-19: Dondurma Payetlerinin Hazırlanmasında ve Eritilmesinde Kullanılan    

Solüsyonlar: 

Kimyasal Madde 0,5 M Sukroz 1 M Sukroz 

Sukroz 1,71 gr 3,42 gr 

Temel Solüsyon %20 FCS’li PBS 10 mL’ye tamamla 10 mL’ye tamamla 
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   Blastosist a�amasına ula�mı� embriyoların dondurulmasında 0,5 M sukroz 

solüsyonu kullanılırken embriyoların eritilmesi için önce 1 M sukroz solüsyonu 

ardından  0,5 M sukroz solüsyonu kullanılmı�tır. 

3.10.Verilerin De�erlendirilmesi 

Tez çalı�masında elde edilen verilerin istatiksel açıdan de�erlendirilmesinde 

SPSS-13.0 paket programı dahilinde �2 (Ki-kare) testi kullanılmı�tır. 

3.11.Alet ve Malzeme Listesi 

Alet Listesi: 

O2 ve CO2 inkübatörleri 

CO2 inkübatörü 

Etüv 

Stereomikroskop 

Steril kabin 

Görüntüleme sistemi 

Isıtma tablası 

Buzdolabı 

Derin dondurucu (-80ºC) 

Osmometre 

pH metre 

Hassas terazi 

Karı�tırıcı 

Santrifüj cihazı 
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Malzeme Listesi: 

Desikatör 

Azot tankı 

Parafilm 

            Cerrahi set 

Enjektörler 

4 gözlü kültür petrileri 

35 ve 60 mm’lik kültür petrileri 

14 ve 50 mL’lik santrifüj tüpleri 

Otomatik pipetler 

Otomatik pipet uçları 

�ırınga ucu filtreler 

Kimyasal Malzeme Listesi: 

BME amino asit solüsyonu 

BSA (sı�ır serum albümini) 

CaCl2, 2H2O 

DMSO (dimetilsülfoksit) 

Embriyo test edilmi� su 

Etilen glikol 

Epinefrin 

Epidermal büyüme faktörü 

Fötal sı�ır serumu 

Fötal buza�ı serumu 

Gentamisin Sülfat 
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Glukoz 

Glutamin (L-glutamin) 

Fenol red 

FSH (Folikül stimüle edici hormon) 

LH (Lüteinle�tirici hormon) 

Gliserol 

Heparin 

Hepes acid free 

Hepes Na tuzu 

Hipotaurin 

KCl 

KH2PO4 

Laktat hemi kalsiyum 

Laktat sodyum tuzu 

MEM amino asit solüsyonu 

MgCl2, 6H2O 

MgSO4, 7H2O 

Mineral ya� 

Miyoinositol 

NaCl 

NaH2PO4 

NaHCO3 

Na metabisülfit 

Neomisin 
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Penisilin 

Penisilamin 

Piruvat sodyum tuzu 

Sisteamin 

Streptomisin 

Sukroz 

TCM-199 (Earle’s Salts) 

Tri sodyum sitrat dihidrat 
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3. BULGULAR  

Tez çalı�masında ilk üç tanesi sistemi yerle�tirmek ve kriyoprotektanların 

embriyo üzerindeki toksisitesini saptamak amacıyla olmak üzere toplamda 18 deney 

yapılmı�tır. Geriye kalan 15 deneyin 4 tanesinde elde edilen 690 oosit 

inkübatörlerde olu�an kontaminasyon sonucunda bölünememi�tir ve istatistiki 

de�erlendirmeye alınmamı�tır.  

11 tekrarlı çalı�ma sonunda büyükba� hayvan kesimhanesinden 329 adet 

ovaryum toplanmı� ve 2710 adet sı�ır oositi elde edilmi�, bu oositlerden 2357 tanesi 

olgunla�tırılmak üzere kullanılmı�tır (%86,97).  Bu veriler ı�ı�ında bir ovaryumdan 

elde edilen oosit sayısı ortalama 12,13 bulunmu�tur. 

Sisteaminli (Grup A) ve Sisteaminsiz (Grup B) olgunla�ma  medyumlarında 

olgunla�tırılan sı�ır oositlerinin kültürlerinde farklı iki medyum SOF ve CR1aa test 

edilmek amacıyla kullanılmı�tır. Bu amaçla her bir grup iki alt gruba bölünerek 

toplamda dört kültür grubu olu�turulmu�tur:   

Grup A-I SOF, Grup A-II CR1aa, Grup B-I SOF, Grup B-II CR1aa. 

       Deneyler sonucunda her bir deney grubuna ait elde edilen veriler ve tüm 

deney gruplarına ait veriler Tablo 4-1 ve Tablo 4-12 arasında sunulmu�tur.  
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Tablo 4-1: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-I): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
120/140 

Grup   

AI  

(SOF) 

60 
27 

(45) 

2 

(7,4) 

0 

(0) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

60 
29 

(48,3) 

0 

(0) 

0 

(0) 

Sisteamin 

(-) 
113/120 

Grup  

BI  

(SOF) 

63 
25 

(39,6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

50 
15 

(30) 

1 

(6,6) 

0 

(0) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

60

      Tablo 4-2: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-II): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
98/125 

Grup AI 

(SOF) 
50 

21 b 

(42) 

0b 

(0) 

0 

(0) 

Grup 

AII 

(CR1aa) 

48 
25 a 

(52) 

0b 

(0) 

0 

(0) 

Sisteamin 

(-) 
97/125 

Grup  

BI  

(SOF) 

48 
34 a* 

(70,8) 

12a* 

(35,2) 

2 

(5,8) 

Grup BII 

(CR1aa) 
49 

34 a 

(69,3) 

8a 

(23,5) 

2 

(5,9) 

      a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

       *: P<0,05  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

61

     Tablo 4-3: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-III): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
107/125 

Grup  AI 

(SOF) 
54 

36a 

(66,6) 

10 

(27,7) 

6 

(16,6) 

Grup 

AII 

(CR1aa) 

53 
34a 

(64,1) 

12 

(35,2) 

5 

(14,7) 

Sisteamin 

(-) 
116/125 

Grup  

BI  

(SOF) 

58 
44a* 

(75,8) 

16 

(36,3) 

4 

(9) 

Grup BII 

(CR1aa) 
58 

29b 

(50) 

12 

(41,3) 

3 

(10,3) 

      a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

       *: P<0,05 
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      Tablo 4-4: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-IV): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
65/120 

Grup  

AI (SOF) 
33 

28 

(84,8) 

10 

(35,7) 

2 

(7,1) 

Grup 

AII 

(CR1aa) 

32 
22 

(68,7) 

4 

(18,1) 

0 

(0) 

Sisteamin 

(-) 
94/120 

Grup  

BI 

 (SOF) 

53 
35 

(66) 

8 

(22,8) 

3 

(8,5) 

Grup BII 

(CR1aa) 
41 

24 

(58,5) 

4 

(16,6) 

2 

(8,3) 
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     Tablo 4-5: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-V): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
168/200 

Grup  

AI (SOF) 
93 

36 

(38,7) 

10 

(27,7) 

8a 

(22,2) 

Grup 

AII 

(CR1aa) 

75 
31 

(41,3) 

11 

(35,4) 

10a 

(32,2) 

Sisteamin 

(-) 
172/200 

Grup  

BI  

(SOF) 

75 
26 

(34,6) 

12 

(46,1) 

7a 

(26,9) 

Grup BII 

(CR1aa) 
97 

44 

(45,3) 

5 

(11,3) 

1b* 

(2,2) 

      a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

       *: P<0,05 
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      Tablo 4-6: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-VI): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
134/140 

Grup  

AI (SOF) 
66 

35a* 

(53) 

0b 

(0) 

0 

(0) 

Grup 

AII 

(CR1aa) 

68 
32ab 

(47) 

1b 

(3,1) 

0 

(0) 

Sisteamin 

(-) 
139/140 

Grup  

BI  

(SOF) 

71 
24b 

(33,8) 

0b 

(0) 

0 

(0) 

Grup BII 

(CR1aa) 
68 

23b 

(33,8) 

5a 

(21,7) 

1 

(4,3) 

      a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

       *: P<0,05 
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  Tablo 4-7: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-VII): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
100/110 

Grup  

AI  

(SOF) 

46 
18 

(39,1) 

4 

(22,2) 

3 

(16,6) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

54 
22 

(40,7) 

4 

(18,1) 

1 

(4,5) 

Sisteamin 

(-) 
112/130 

Grup  

BI  

(SOF) 

52 
24 

(46,1) 

3 

(12,5) 

2 

(8,3) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

60 
26 

(43,3) 

3 

(11,5) 

1 

(3,8) 
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  Tablo 4-8: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-VIII): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
60/70 

Grup  

AI  

(SOF) 

30 
16 

(53,3) 

5 

(31,2) 

2 

(12,5) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

30 
9 

(30) 

3 

(33,3) 

1 

(11,1) 

Sisteamin 

(-) 
40/50 

Grup  

BI  

(SOF) 

20 
8 

(40) 

2 

(25) 

0 

(0) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

20 
7 

(35) 

4 

(57,1) 

2 

(28,5) 
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   Tablo 4-9: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-IX): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı ı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
95/100 

Grup  

AI  

(SOF) 

46 
14 

(30,4) 

1 

(7,1) 

0 

(0) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

49 
16 

(32,6) 

3 

(18,7) 

0 

(0) 

Sisteamin 

(-) 
67/70 

Grup  

BI  

(SOF) 

35 
20 

(57,1) 

3 

(15) 

0 

(0) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

32 
15 

(46,8) 

2 

(13,3) 

0 

(0) 
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  Tablo 4-10: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-X): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
85/90 

Grup  

AI  

(SOF) 

43 
31 

(72) 

15 

(48,3) 

5 

(16,1) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

42 
29 

(69) 

11 

(37,9) 

4 

(13,7) 

Sisteamin 

(-) 
107/110 

Grup  

BI  

(SOF) 

54 
35 

(64,8) 

18 

(51,4) 

6 

(17,1) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

53 
34 

(64,1) 

17 

(50) 

5 

(14,7) 
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  Tablo 4-11: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi (Deney-XI): 

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
144/150 

Grup  

AI  

(SOF) 

73 
23b 

(31,5) 

0 

(0) 

0 

(0) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

71 
43a 

(60,5) 

4 

(9,3) 

2 

(4,6) 

Sisteamin 

(-) 
124/150 

Grup  

BI  

(SOF) 

60 
33a 

 (55) 

2 

(6) 

0 

(0) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

64 
42a* 

(65,6) 

5 

(11,9) 

2 

(4,7) 

     a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

   *: P<0,05 
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  Tablo 4-12: Sisteaminin Sı�ır Embriyolarının �n Vitro Geli�imlerine Etkisi  

 (Tüm Deneyler):  

Olgunla�ma 

Medyumu 

Olgunla�maya 

Bırakılan/Toplam 

Oosit Sayısı 

Kültür 

Grupları 

Kültüre 

Konan 

Oosit 

Sayısı 

Bölünen 

Oosit 

Sayısı 

(%) 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Sayısı 

(%) 

Sisteamin 

(+) 
1176/1370 

Grup  

AI  

(SOF) 

594 
285 

(47,9) 

57 

(20) 

26 

(9,1) 

Grup  

AII 

(CR1aa) 

582 
292 

(50,1) 

53 

(18,1) 

26 

(8,9) 

Sisteamin 

(-) 
1181/1340 

Grup  

BI  

(SOF) 

589 
308 

(52,2) 

76 

(24,6) 

27 

(8,8) 

Grup  

BII 

(CR1aa) 

592 
293 

(49,4) 

66 

(22,5) 

19 

(6,4) 
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4. TARTI�MA 

Günümüzde sı�ır, domuz, koyun, keçi gibi türlerin in vitro embriyo 

üretimlerinde  olgunla�ma ve kültür medyumlarına ilave edilen (TCM-199, SOF, 

CR1aa) sisteamin, sistin, sistein, �-merkaptoetanol olarak bilinen antioksidan maddeler 

embriyo geli�imi üzerine pozitif etkilerinden dolayı sıklıkla kullanılmaktadır (de Matos 

ve ark. 2002; Kobayashi ve ark. 2006; De ve ark. 2011; Wani ve ark. 2012). Tez 

çalı�masında sisteaminin sı�ır oositlerinin olgunla�ma a�amasında olumlu etkisi 

hipotezine dayanarak TCM-199 medyumuna eklenerek kullanılmı� ve daha sonra 

CR1aa ve SOF  gibi farklı kültür medyumlarında embriyo geli�imi üzerine etkisi 

ara�tırılmı�tır. �u ana kadar yapılan çalı�malarda mevcut bilgilere göre sı�ır oositlerinin 

olgunla�masında kullanılan sisteaminin SOF medyumunda kültürü yaygın bir �ekilde 

ara�tırılmasına ra�men, CR1aa medyumunda embriyo geli�imine olan etkisi ile ilgili 

herhangi bir bilgi bulunmamaktadır.  

Tablo 4-12’de görüldü�ü üzere Sisteamin ilave edilen TCM-199 medyumunda 

1176 adet oosit olgunla�tırılırken, Sisteamin eklenmeyen TCM-199 medyumunda ise 

1181 adet oosit kullanılmı�tır. Her iki gruba ait oositler döllenmeyi takiben SOF ve 

CR1aa kültür medyumlarında hemen hemen e�it sayıda olmak üzere 2’�er alt gruba 

bölünmü� ve bölünme oranları sırasıyla %47,9 (Grup A-I SOF), %50,1 (Grup A-II 

CR1aa), %52,2 (Grup B-I SOF), %49,4 (Grup B-II CR1aa) olarak bulunmu�tur. Bu 

oranlara göre olgunla�ma açısından aralarında istatistiki bir fark saptanmamı�tır. 

Gasparini ve ark. (2000) TCM-199 medyumunda 100 µM sisteamin ilave ederek 

olgunla�tırdıkları ve SOF medyumunda kültüre ettikleri sı�ır oositlerinin bölünme 

oranını %56,92 olarak saptarlarken,  Singhal ve ark. (2009) bufalo oositlerinde 50 µM 

sisteaminle yaptıkları çalı�mada bölünme oranını %60,7 olarak bulmu�lardır.  

Oyamada ve Fukui (2004) ise epidermal büyüme faktörü ve sisteaminin sı�ır 

oositlerinin olgunla�ması üzerine etkilerini ara�tırmı�lar; 100 µM sisteamin ilave 

ettikleri grupta bölünme oranını %62,4 epidermal büyüme faktörü ve sisteaminli grupta 

%63,2 bularak aralarında istatistiki bir fark saptamamı�lardır. 
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Tez çalı�masında bulunan sonuçlar ile Oyamada ve Fukui’nin (2004) buldu�u 

de�erler birbirine paralel gözükmektedir. Birçok ara�tırıcı antioksidan maddelerin 

oositlerin olgunla�masında ve embriyoların geli�mesi üzerinde pozitif etkileri oldu�unu 

savunsalar da antioksidanların etki mekanizması tam olarak bilinmemektedir.  

�n vivo �artlarda EGF (Dekel ve Sherizly 1985), EGF benzeri büyüme faktörleri (Park 

ve ark. 2004), LH (Tsafriri ve Kraicer 1972), GnRH (Hillensjo ve Lemaire 1980) ve 

gonadotropinler (Eppig 2001); hipoksantin (Downs ve ark. 1985; Byskov ve ark. 1997), 

fosfodiesteraz (Dekel ve Beers 1978) ve cAMP analogları (Cho ve ark. 1974) gibi 

olgunla�ma inhibitörlerinin etkilerini ortadan kaldırdı�ı bilinmekle birlikte in vitro 

�artlarda gonadotropinlerin ve büyüme faktörlerinin eksojen olarak medyumlara 

katılmasının antioksidansız bir ortamda dahi adı geçen inhibitörleri etkisiz kılabilece�i 

ayrıca olgunla�ma için yeterli olabilece�i tez çalı�masıyla da desteklenmektedir.   

Aynı zamanda Balasubramaninan ve Rho (2007) yine sisteamin katkılı  

TCM-199 medyumunda olgunla�tırdıkları oositlerin aynı medyumda kültür sonrası 

bölünme oranlarını %77,3 sisteaminsiz grupta ise %72,4 olarak kaydetmi�ler ve 

aralarında istatistiki önem bulamamı�lardır. Bu sonuçlar tez çalı�masında bulunan 

olgunla�ma sonuçlarıyla aynı do�rultuda gözükmektedir. Domuzlarda ise sisteaminin 

oosit olgunla�masındaki pozitif etkisi %96,2 ile yüksek oranda, bölünmedeki etkisi ise 

%72,8 olarak saptanmı�tır. Bu durum da antioksidan maddelerin farklı türler ve 

medyumlar arasında de�i�ik etki gösterdiklerini kanıtlamaktadır (Kobayashi ve ark. 

2006). 

Dünyada yapılan çalı�malarda sisteamin kullanılmayan olgunla�ma 

medyumlarıyla elde edilen sonuçları inceledi�imizde Gasparrini ve ark. (2000) sı�ır 

oositlerinin bölünme oranlarını SOF medyumunda %52,9 , Balasubramanian ve Rho 

(2007) TCM-199 medyumunda %72,4 , Oyamada ve Fukui (2004) %54,2 , Singhal ve 

ark. (2009) bufaloda %90,4; sunulan tez çalı�masında SOF  medyumunda bölünme 

oranları %52,2 CR1aa medyumunda %49,4 olarak bulunmu� ve aralarında istatiksel 

açıdan fark saptanmamı�tır. SOF medyumu için Gasparini ve ark. (2000) ile hemen 

hemen aynı yüzdesel sonuç bulunurken, mevcut literatürlere göre CR1aa medyumunda 

sisteamin ile kar�ıla�tırma yapabilece�imiz bir çalı�ma bulunmamaktadır.  



 

 

 

 

73

Tez çalı�masında kültür süresi sonunda Grup-AI’de (Tablo 4-12 ve �ekil 4-1) 

blastosiste ula�ma oranı %20 ve geni�lemi� blastosist %9,1 iken, Oyamada ve Fukui 

(2004) aynı �artlar altında sadece blastosist oranını %10,6 olarak bulmu�lardır. Benzer 

ara�tırmalarda olgunla�mada 50 µM sisteamin destekli in vitro üretilen bufalo 

embriyolarının blastosiste ula�ma oranı %13,5 iken (Singhal ve ark. 2009), 100 µM 

sisteamin destekli TCM-199 medyumunda mature ve kültüre edilen sı�ır embriyoların 

blastosist oranı %13,7 olarak belirtilmi�tir (Balasubramanian ve Rho 2007). 

 

 

�ekil 4-1: 8. gün, SOF (+) blastosist, geni�lemi� blastosist, hatching ve hatched  

blastosist. 

a)Blastosist, b) Geni�lemi� blastosist, c) Hatching blastosist, d) Hatched blastosist ve bo� zonası 

 

Yapılan çalı�malarda antioksidan madde eklenmeden olgunla�tırılan ve kültüre 

edilen embriyoların farklı hayvan türlerinde ve medyumlarda blastosiste ula�ma oranları 

sı�ırlarda TCM-199’da %7,2 yine sı�ırlarda SOF’da %6, domuzlarda SOF 

medyumunda ise %23,3 olarak saptanmı�tır (Oyamada ve Fukui 2004; 

a 

b 
d 

c 
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Balasubramanian ve Rho 2007; Singhal ve ark. 2009). Oyamada ve Fukui (2004), SOF 

medyumunda kültürün 8. gününde blastosiste ula�ma oranlarını göz önüne 

alındıklarında kontrol (%6) grubu ile sisteaminli (%10,6) grup arasında istatiksel bir 

fark bulmu�lardır (P<0,05). Tez çalı�masında ise Grup-BI’de (Tablo 4-12 ve �ekil  

4-2) blastosist oranı %24,6 ve geni�lemi� blastosist oranı ise %8,8 olarak bulunmu�tur. 

Grup-BI ve BII arasında blastosiste ula�ma oranlarında yüzdesel bir fark olsa da 

istatistiki bir önem saptanmamı�tır. 

 

 

�ekil 4-2: 8. gün, SOF (-) blastosist, geni�lemi� blastosist ve hatched blastosist. 

a)Blastosist, b) Geni�lemi� blastosist, c) Hatched blastosistler ve bo� zonaları 

 

 Benzer durum farklı medyumlarda kültüre edilen Grup AI-SOF ve Grup  

AII-CR1aa arasında da gözlenmektedir. Grup AI-SOF’ta blastosist oranı %20 iken Grup 

AII-CR1aa’da %18,1’dir (�ekil 4-3) ve aralarında istatistiksel bir fark yoktur. Dikkat 

çekici nokta ise antioksidan katılmamı� olan olgunla�ma medyumunda olgunla�an 

b 

 c 

a 
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embriyoların kültür süresince blastosiste ula�ma oranları (SOF medyumunda %24,6 ve 

CR1aa medyumunda %22,5) (�ekil 4-4) yüksek iken; antioksidanlı olgunla�ma 

medyumunda olgunla�tırılan embriyoların SOF medyumuna (%20) oranla CR1aa  

medyumunda blastosist oranlarının (%18,1) dü�ük bulunmasıyla birlikte aralarında 

istatistiksel bir fark olmamasıdır. Bu sonuç bazı bilim insanlarının antioksidanların 

embriyo geli�imi üzerindeki pozitif etkilerinin belirli ko�ullarda ve farklı medyum 

içeriklerinde geçerli oldu�u tezini desteklemektedir (Van Soom ve ark. 2002; Ali ve 

ark. 2003). 

 

 

�ekil 4-3: 8. gün, SOF (+) blastosist ve geni�lemi� blastosist. 

a)Blastosist, b) Geni�lemi� blastosist 

a 

b 
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�ekil 4-4: 8. gün, SOF (-) blastosist ve geni�lemi� blastosist. 

a) Blastosist, b) Geni�lemi� blastosist 

 

Olson ve Seidel (2000) yaptıkları bir çalı�mada kültür medyumlarında kullanılan 

antioksidan miktarının önemli oldu�unu vurgularken, aynı ara�tırıcılar antioksidanların 

olumlu etkilerinin ço�unlukla yüksek oksijen basıncında (%20) ortaya çıktı�ını 

belirtmektedirler. Fakat, Yuan’ın (2003)  yüksek oksijen basıncı altında yüksek oranda 

reaktif oksijen türevleri (ROS) açı�a çıktı�ını bildirdi�i için tez çalı�masında 

embriyoların kültüründe dü�ük oksijen basıncı (%5) tercih edilmi�tir. Antioksidan  

maddeler %20 oksijenli ortamda embriyoların blastosiste ula�ma oranları üzerine pozitif 

etki ettiklerinden dolayı tez çalı�masında SOF ve CR1aa medyumunda %5 O2 basıncı 

kullanılması, antioksidanların yeteri düzeyde olumlu etkilerini açı�a çıkaramadıklarını 

dü�ündürmektedir.  Bunu destekleyici olarak Rodina ve ark. (2009) yaptıkları bir 

çalı�mada %5 ve %20 oksijen basıncının KSOM ve TCM-199 gibi farklı kültür 

medyumlarında farklı etki gösterdi�ini belirtmi�lerdir. Bu çalı�mayla tez ile do�ru 

b 

a 
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orantılı olarak dü�ük oksijen basıncı altında (%5) blastosist geli�iminin daha yüksek 

oldu�unu vurgulamı�lardır. 

Di�er yandan da ara�tırıcılar embriyo kültüründe kullanılan medyum türünün ve 

antioksidan miktarlarının blastosiste ula�ma kriteri olarak önemli oldu�unu 

vurgulamaktadırlar (Van Soom ve ark. 2002; Nedamble ve ark. 2006). Farklı 

medyumlar, farklı enerji maddeleri ve geni� varyasyonlarda mineral madde 

içermektedirler ve embriyolar gerekli olan bu besin maddelerini embriyonik geli�im 

sürecinin de�i�ik dönemlerinde kendilerine uygun gaz atmosferi altında kullanarak 

blastosist a�amasına ula�ırlar (Lane ve Gardner 2007; Goovaeerts ve ark. 2009; Özda� 

ve ark. 2012b). Takahashi ve ark. (1993) ile de Matos ve ark.’ın (1996) belirttikleri 

üzere TCM-199 medyumunda 50-100 µM oranında kullanılan sisteamin kültür boyunca 

embriyo geli�imine pozitif etki ederken; SOF medyumunda sadece 25-50 µM 

sisteaminin gerekli oldu�unu bildirmi�tir (Van Soom ve ark. 2002). 

Tezde sisteaminsiz ortamda olgunla�an embriyoların kültürlerinde Grup AI ve 

Grup AII’de blastosist oranlarının dü�ük olması antioksidanların %20 O2 basıncı altında 

bilinen genel etkilerini %5 O2 basıncı altında gösteremediklerini dü�ündürmektedir. Tez 

çalı�masında 8. günde  geni�lemi� blastosiste ula�ma oranları sırasıyla Grup AI-SOF 

%9,1, Grup AII-CR1aa %8,9, Grup BI-SOF %8,8, Grup BII-CR1aa %6,4 olarak 

saptanmı� ve gruplar arasında istatistiki bir önem bulunamamı�tır. Oyamada ve  Fukui 

(2004) ise SOF medyumunda kültürün 8. gününde yalnızca blastosist oranlarını kontrol 

grubunda %6, Sisteaminli grupta ise %10,6 olarak saptamı�lar ve aralarında istatistiksel 

önem bulmu�lardır ve blastosist a�amasından sonraki geli�im oranlarından 

bahsetmemi�lerdir. Antioksidan maddeler sistinin sisteine indirgenmesini sa�layarak 

glutatyon sentezini arttırılar. Bu da hücre içi GSH sentezini yükselterek embriyonun 

oksidatif strese kar�ı korunmasını sa�lar ve böylelikle in vitro kültürün 6. gününde 

blastosiste ula�an embriyo sayısını arttırır (Balasubramaninan ve Rho 2007, Singhal ve 

ark. 2009). Tez çalı�masında kültürün 7. gününde blastosist sayıları kaydedilmi�tir 

ancak 7. günde kompakt morula halinde görülen embriyolar ertesi gün hızlı bir �ekilde 

geni�lemi� olarak saptanmı�lar ve kaydedilmi�lerdir (Tablo 4-12). Bu etkinin 

antioksidanların pozitif etkilerinden kaynaklandı�ı dü�ünülmektedir.  
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 Dünyada son 40 yılda memeli embriyoları yava� dondurma ve vitrifikasyon 

metotları ile dondurulmaktadır (Keskintepe ve ark. 1995; Mucci ve ark. 2006). Ancak 

yapılan son çalı�malarda vitrifikasyon metodu ile dondurulan embriyoların eritme 

sonrası canlılık oranlarının daha yüksek oldu�u saptanmı�tır (Imai ve ark. 2002). 

Keskintepe ve Brackett (2000) dondurulma çalı�malarında sı�ır embriyolarının 

donmaya kar�ı duyarlılı�ı, kriyoprotektanların hücre membranlarından geçmeleri, 

difüzyon hızları ve molekül a�ırlıklarının eritme sonrasında embriyo kalitesini etkileyen 

faktörler arasında oldu�unu bildirmi�lerdir. Bu amaçla vitrifikasyon medyumunda 

kriyoprotektan olarak DMSO, etilen glikol, gliserol ve makromolekül yapısına sahip 

olan �eker türevlerinden sukroz kriyoprotektanlara ek olarak osmolariteyi arttırmak ve 

hücre içindeki sıvının dı�arı alınması amacıyla tercih edilmektedir (Pugh ve ark. 2000). 

Tez çalı�masında sonuncu dondurma solüsyonunda yüksek oranda kriyoprotektif 

maddeler (2,5 M etilen glikol, 2 M DMSO ve 0,5 M sukroz) kullanılmı�tır. 

Vitrifikasyon metodunun dezavantajı yüksek oranda kriyoprotektan madde gereksinimi 

ve bunların embriyo üzerinde toksik etki göstermeleridir (Pugh ve ark. 2000). Ancak 

farklı kriyoprotektanların ikili veya üçlü kombinasyonlar �eklinde kullanılması bu 

kimyasalların bireysel ve spesifik toksik etkilerini azaltmak için tercih edilmektedir. 

(Vajta ve Kuwayama 2006). Ayrıca kriyoprotektif maddelerin kullanım miktarları 

embriyonun sa�lıklı bir �ekilde donup erimesini sa�laması açısından önemlidir. 

Minimum hacimlerde kullanılan kriyoprotektanlar zona pellusida ve embriyonun 

yapısının bozulmasını engeller (Kuwayama 2007; Rios ve ark. 2010). Çalı�mada payet 

yöntemine göre dondurma metodu kullanılmı� ve embriyoların payete yüklenmesi 

sırasında vitrifikasyon solüsyonunun hacimi 3-5 �L civarında olmu�tur.  

Oositlerin ve embriyoların in vitro kültürlerinde sistein, N-asetilsistein, 

sisteamin, SOD ve � merkaptoetanol gibi antioksidan maddelerin kullanımı ve 

vitrifikasyon metodu ile dondurma ve eritme sonrası geli�imleri ile ilgili yapılan 

çalı�malar fazla sayıda de�ildir.  Bu bilgilere ba�lı olarak tez çalı�masında belirtildi�i 

üzere sisteaminin antioksidan etkisinin eritme sonrası embriyo geli�imleri üzerine 

etkileri ile ilgili sonuçlar Tablo 4-13’te verildi�i gibidir.   
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Tablo 4-13: Dondurulan Sı�ır Embriyolarının Eritme Sonrası Geli�imleri: 

 
a,b Aynı sütunda ortak harf ta�ımayan de�erler arasındaki fark önemlidir (P<0,05). 

*: P<0,05 

 

Sisteaminli ve sisteaminsiz TCM-119 medyumunda olgunla�tırılan embriyolar 

CR1aa ve SOF medyumlarında kültürleri sonucunda 154 tanesi blastosist ve 98 tanesi 

geni�lemi� blastosist olmak üzere toplamda 252 adet embriyo elde edilmi�tir. Elde 

edilen bu embriyolardan morfolojik olarak dondurmaya uygun olanları arasından 114 

adet blastosist ve 97 adet geni�lemi� blastosist vitrifikasyon metodu ile dondurulmu�tur. 

Blastosist a�amasına ula�an sı�ır embriyolarından %74’ü (114/154) dondurulurken, bu 

oran geni�lemi� olan embriyolarda %98,9 (97/98) olarak bulunmu�tur. Verilen de�erler 

incelendi�inde in vitro ortamda geni�lemi� blastosist a�amasındaki embriyoların 

çevresel ko�ullardan blastosistlere oranla daha iyi yararlandı�ı ve bu embriyoların 

donma kabiliyetlerinin daha yüksek oldu�u anla�ılabilir.   

Dondurulan embriyolardan Tablo 4-13’te görüldü�ü gibi Grup AI’de eritme 

sonrası 21 adet blastosistten 18 tanesi (%85,7), 26 adet geni�lemi� blastosistten yine 18 

Gruplar 

Dondurulan 
Embriyo Sayısı 

Eritme Sonrası 
Kültüre Konan 
Embriyo Sayısı 

Embriyoların 48. Saat Geli�imi 

 
48. Saat 
Sonunda 
Geli�en 
Toplam 
Embriyo 

Sayısı 
(%) 

Blastosist Geni�lemi� 

Blastosist 

Blastosist Geni�lemi� 

Blastosist 

Geni�lemi� 

Blastosist 

Hatching 

Blastosist 

Hatched 

Blastosist 

Grup 
AI 

(SOF) 
21 26 18 18 0b 1 1 

2b 

(%5,5) 

Grup 
AII 

(CR1aa) 
23 26 17 21 5a 1 3 

9a 

(%23,6) 

Grup 
BI 

(SOF) 
37 27 26 22 0b 0 0 

0b 

(%0) 

Grup 
BII 

(CR1aa) 
33 18 25 13 1b 1 0 

2b 

(%5,2) 
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tanesi (%69,2); sırasıyla Grup AII’de %73,9 (17/23), %80,7 (21/26); Grup BI’de %70,2 

(26/37), %81,4 (22/27); Grup BII’de %75,7 (25/33), %72,2 (13/18) geli�imlerini 

kaydetmek üzere kendi gruplarına ait kültür medyumlarında 48 saatlik inkübasyona 

alınmı�lardır. Bu sonuçlara göre dondurulan ve eritme sonrası kültüre konan hücre 

sayıları arasındaki azalma embriyoların dondurma sırasında önemli ölçüde morfolojik 

olarak fonksiyonel bozuklu�a u�radıklarının göstergeleridir (Vajta ve Kuwayama 

2006). �n vitro üretilen embriyolarda in vivo üretilenlere oranla zona pellusidanın çok 

daha kırılgan ve hassas oldu�u ayrıca bu embriyoların dondurulması sırasında 

kriyoprotektan maddelere maruz kalmaları neticesinde yapısal bütünlüklerini 

koruyamadıkları bilinmektedir (Fair ve ark. 2001). Çalı�mada eritme sonrasında tüm 

gruplarda ço�unlukla zona çatla�ı ve yırtılması gözlemlenmi� bu nedenle hasarlı 

embriyolar kültüre konmamı�lardır.  

48 saatlik kültür süresi sonunda Grup AI’de toplamda 2 adet embriyo geli�imine 

devam etmi� (%5,5) ve aralarından 1 tanesi zonasından çıkmaya ba�lamı� (hatching), 1 

tanesinin de hücre içeri�i zonadan tamamen ayrılmı� (hatched) olarak kaydedilmi�tir. 

Grup AII’de eritme sonrası geli�en 9 adet (%23,6) embriyodan 5 tanesi expanded, 1 

tanesi hatching 1 tanesi de hatched olarak kayda alınmı�tır. Grup BI’de eritme sonrası 

kültüre konan toplam 48 adet embriyodan geli�mesine devam eden olmamı�tır (%0). 

Son olarak Grup BII’de ise geli�im süresi sonunda 1 adet expanded blastosist, ve 1 adet 

hatching blastosist bulunmu�tur (%5,2). 

Eritme sonrası en yüksek oranda embriyo geli�imi %23,6 ile Grup AII’de elde 

edilmi�tir (�ekil 4-5). Elde edilen bu sonuçla di�er gruplar arasında istatistiksel açıdan 

önemlilik saptanmı�tır (P<0,05). Burada dikkat çeken en önemli nokta Tablo 4-13’te 

görüldü�ü üzere Grup BI’de eritme sonrası 48 saatlik inkübasyon süresi bitiminde 

herhangi bir geli�menin olmamasıdır. Grup AII’de bulunan %23,6’lık oran Mucci ve 

ark.’nın (2006) CR1aa medyumunda geli�tirdi�i embriyoların eritme sonrası 48. saatteki 

canlılık oranına (%26,7) oldukça yakındır. Grup BI’de canlılık oranına bakıldı�ında 

(%0) bulunurken; Gomez ve arkada�ları eritme sonrası SOF medyumunda 48 saat sonra 

canlılık oranını %35,2 olarak bulurken, Shirazi ve arkada�ları ise bu oranı %28,1 olarak 

kaydetmi�lerdir (Gomez ve ark. 2008; Shirazi ve ark. 2009).  
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�ekil 4-5: CR1 (+) eritme sonrası 48. saat geli�imi. 

a)Hatching blastosist, b) Hatched blastosist ve bo� zonası 

 

 Fair ve ark. (2001) in vitro olarak üretilen embriyoların daha koyu renkli 

sitoplazmaya sahip ve donmaya kar�ı daha duyarlı olduklarını bildirmi�lerdir. Donma 

sırasında hücrenin yaralanması, hücrenin büyüklü�üne, biçimine, hücre membranlarının 

geçirgenli�ine ve oositin ve embriyonun kalitesine ba�lıdır. Her ne kadar hücreler 

donma sırasında zarar görseler de bazen kısmen veya tamamen kendilerini onarır ve 

uygun ko�ullarda geli�mesine devam ederler (Vajta ve Kuwayama 2006). Çalı�mada 

eritme sonrası gruplarda hücrelerin ilk 2-3 saat içerisinde canlı oldukları 

gözlemlenmi�tir. Ancak kültürün ilerleyen saatlerinde kendilerini toparlayamayıp 

ço�unlukla geli�imlerine devam edememi�lerdir. Sadece Grup AII’de eritme sonrası 

geli�me oranı yüksek bulunmu�tur (%23,6). Bu da bize antioksidanların belirli ko�ullar 

altında ve farklı medyumlarda pozitif etkilerini gösterebildiklerini kanıtlamaktadır (Van 

Soom ve ark. 2002; Nedambale ve ark. 2006b; Balasubramanian ve Rho 2007; Gupta ve 

ark. 2010). Sonuç olarak elde edilen verilerde antioksidan maddelerden sisteaminin 

b 

a 
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olgunla�ma medyumuna eklenmesinin SOF medyumunda kültüre edilen embriyoların 

geli�imleri üzerine bir fark olu�turmadı�ı ancak CR1aa medyumunda geli�imlerini daha 

iyi oranda arttırdı�ı ve embriyoları donmaya kar�ı daha dayanıklı hale getirdi�i 

dü�ünülmektedir. 
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