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OZET

Sandal, A.l. (2012). Modifiye TCM-199 Medyumunda Olgunlastirilarak In Vitro
Uretilen Sigir Embriyolarnin Dondurulmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Dolerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

In vitro s1@ir embriyosu iiretiminde antioksidan maddeler, gamet hiicrelerini reaktif
oksijen tiirevlerine (ROS) kars1 koruma amaciyla tercih edilmektedirler. Calismada
modifiye TCM-199 medyumunda olgunlastirilarak in vitro iiretilen sigir embriyolar
7. ve 8. giinde dondurulmus, eritme sonrasit 48. saatteki gelisimleri kaydedilmistir.
Mezbahadan getirilen ovaryumlardan kesme metoduyla kazanilan oositler segilerek iki
gruba ayrilmistir. Birinci gruptaki oositler antioksidan bir madde olan sisteamin ilave
edilen TCM-199 medyumunda (Grup A), ikinci gruptaki oositler ise sisteamin
icermeyen TCM-199 medyumunda (Grup B) 38,8 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatérde 24
saat siireyle olgunlasmaya birakilmislardir. Olgunlasan oositler IVF-TALP medyumuna
aktarilmiglar ve Sperm-TALP medyumuyla yikanan donmus boga spermasi ile
1-2x10%/mL olacak sekilde 18-22 saat siireyle 38,8 °C’de, %5 CO; iceren inkiibatorde
dollenmeye birakilmislardir. Bu siire sonunda Grup A ve B’ye ait embriyolar karistirma
metoduyla denude edilmiglerdir. Her bir gruba ait embriyolar farkli 2 Kkiiltiir
medyumunda, Sentetik Ovidukt Sivisinda (SOF) ve CRlaa-Charles Rosencrans
(CR1aa) gelistirilmek tizere 2 alt gruba boliinmiistir. Bu amagla Grup AI-SOF, Grup
All-CR1aa, Grup BI-SOF ve Grup BII-CRlaa olmak iizere 4 grup olusturulmustur.
38,8 °C’de, %5 CO,, %5 N, ve %90 nem iceren inkiibatorde kiiltiire edilen embriyolar
camlagtirma (vitrifikasyon) metoduyla dondurulmuslardir. Eritilen embriyolar kendi
gruplaria ait CR1 ve SOF Kkiiltir medyumlarinda 48 saat kiiltiire edilmislerdir.
Blastosiste ve genislemis blastosiste ulagsma oranlari sirasiyla %20, %18,1, %24,6 ve
9%?22,5 olarak bulunmustur. Eritme sonrasi gelisimleri sirasiyla %S5,5, %?23,6, %0 ve
%5,2 olarak bulunmus ve Grup AII-CRlaa lehine olmak iizere P<0,05 diizeyinde
istatistiksel Oonem saptanmistir. Sonucta sisteamin, eritme sonrast CRl1aa medyumunda

gelisimi pozitif yonde etkilemistir.
Anahtar Kelimeler: Sigir, Embriyo, Sisteamin, Olgunlagma, Vitrifikasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir Proje No: 9564.
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ABSTRACT

Sandal, A. 1. (2012). Vitrification of In Vitro Produced Bovine Embryos Matured in
Modified TCM-199. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Reproduction and Artificial Insemination. PhD thesis. Istanbul.

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 °C under 5% CO, for 24 hours. Matured oocytes
were transferred into the IVF-TALP media for fertilization  with
1-2x10%mL frozen bull semen washed with Sperm-TALP media were incubated at
38.8 °C under 5% CO, 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 °C under 5% CO,, 5% N, 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-CRlaa 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. GIRIS VE AMAC

Icinde bulundugumuz 21. yiizyilda gerek teknolojik gerekse biyolojik
bilimlerdeki ilerlemeler biiyiik olgiide hiz kazanmustir. Ozellikle reprodiiktif
biyoteknoloji alaninda c¢iftlik hayvanlarinin 1slah1 ve boylece hayvansal iiretimin
gelistirilmesi konusunda 6nemli gelismeler meydana gelmistir. Bu amagla in vitro sigir
embriyosu {iiretimi, {retilen embriyolarin dondurulmasi ve transferi konularinda
caligmalar siklikla kullanilmaya baslanmistir. Embriyo transferi sayesinde yiiksek
oranda genetik ilerleme saglamak miimkiindiir. Embriyo transfer programi cergevesinde
bir yilda verici bir inekten ortalama 20 yavru elde edilebilir. Inegin dogal yasami s6z

konusu oldugunda ise bu say1 yalnizca 7-8 yavruya diismektedir (ileri ve ark. 1998).

Ulkemizde yillik kirmiz1 et tiiketimi Kisi bagina ortalama 12 kg iken Avrupa’da
ortalama  70-100  kg’dir  (http://www.tarimsalhaberler.com/konu/652/kirmizi-et-
tuketimindede-sinifta-kaldik.html). Tiirkiye’de yillik siit tiiketimi kisi basima yalnizca
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 iilkemiz icin ¢iftlik hayvanlarimin 1slah edilmesi, yiiksek
verimli hayvanlarin popiilasyonun arttirilmasi ve hayvansal tiretimin tesvik edilmesi son

derece onemli bir konudur.

Sonug olarak; in vitro embriyo iiretimi, transferi, gerektiginde dondurulmasi
yontemleri ile hem {iilke ekonomisi agisindan 6énemli derecede gelir kaynagi olan biiyiik
bas hayvanciligr gelistirmek ve saglikli nesiller yetistirmek, hem de soyu tiikkenme
tehlikesiyle kars1 karsiya kalan yerli hayvan irklarin1 korumak miimkiin olabilmektedir

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

In vitro sigir embriyosu iiretimi; kesimhanelerden alinan ovaryumlardan
olgunlagsmamis oositlerin kazanilmasi, in vitro olgunlastirilmasi (IVM), olgunlasan
oositlerin laboratuvar ortaminda dollenmesi (In Vitro Fertilizasyon-IVF) ve in vitro

olarak kiiltiire edilmesi (IVC) asamalarindan olusmaktadir (Gordon 2003 ss.112-275).
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1959 yilinda Chang tarafindan tavsanlarda ilk in vitro fertilizasyon denemesi
sonucunda basarili bir dol elde edilmis ve giiniimiize kadar yapilan arastirmalarda in
vitro olgunlasma (maturasyon), dollenme (fertilizasyon) ve in vitro kiiltiir sonucu
embriyolarin blastosiste ulagma oranlarin1 arttirmak igin bilim insanlari sayisiz
calismalarda bulunmuslardir (Wolf ve Quigley 1984; Birler ve ark. 1997; Atalla 2002;
Sagirkaya ve ark. 2007).

Ozellikle in vitro olgunlasma asamasinda kullanilan Sentetik Ovidukt Sivisi
(SOF) ve Doku Kiiltiir Medyumu (TCM-199) gibi medyumlara ilave edilen epidermal
bliyime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorleri ile oosit olgunlasma oram
arttirilmaya calisilmistir (Birler ve ark. 1997; Sagirkaya ve ark. 2007). Ge¢mis yillarda
kiiltir medyumlarim1 gelistirmek ve blastosist oranlarini arttirmak amaciyla protein,
seker, antioksidan tiirevleri, hormon ve biiytime faktorleri ile ilgili olarak bir¢ok calisma
yapilmis ayn1 zamanda embriyolarin gelisimlerinde ihtiyaclari olan O, ve CO; gaz
sistemleri standardize edilmeye calisilmistir. Hiicrelerin gelisiminde temel besin
maddesi olan proteinlerden Fotal Buzagi Serumu (FCS), Sigir Serum Albiimini (BSA),
L-Glutamin, enerji maddelerinden glukoz, sukroz, hormonlardan Folikiil Stimiile Edici
Hormon (FSH), Liiteinlestirici Hormon (LH), Ostrojen gibi maddeler ciftlik hayvanlari
icin yapilan in vitro fertilizasyon calismalarinda standart hale getirilmeye calisilmigtir
(Sagirkaya ve ark. 2004; Sagirkaya ve ark. 2007; Ozdas ve ark. 2012a). Son 10 yillik
stirecte ise elde edilen embriyolarin blastosist oranlarinin ve dondurma-eritme sonrasi
canli kalma kapasitelerinin arttirllmasi amaciyla in vitro olgunlagsma ve kiiltiir
medyumlarina belli oranlarda ilave edilen f-Merkaptoetanol (B-ME), sisteamin, sistein,
sistin gibi antioksidan maddeler siklikla kullanilmaya baglanmistir (Van Soom ve ark.

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

Embriyo ve oosit dondurulmasinda yavas dondurma ve vitrifikasyon olmak
tizere iki temel teknik bulunmaktadir. Bu tekniklerden ilki olan yavas dondurma metodu
fare embriyolan iizerinde uygulanmistir (Whittingham 1971). Daha sonraki yillarda
vitrifikasyon yontemlerinden olan elektron mikroskop grid, minimum damla hacmi,
kriyotop, kriyolop, kat1 yiizey, naylon ag, kriyolif, agik-kapali payet yontemleri gibi

bircok teknik gelistirilmistir. Embriyo dondurulmasinda her teknigin avantaj ve
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dezavantajlart bulunmakla beraber son 10 yildaki ¢aligmalarda arastiricilar payet
yontemi ile vitrifikasyonu tercih etmektedirler (Atalla 2002; Mucci ve ark. 2006;
Gomez ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2010; Zhao ve ark. 2012).

Son yillarda aragtiricilar sigir embriyolarinin dondurulmasinda temel dondurma
teknigi olan yavas dondurma metodu yerine daha hizli dondurma teknigi olan aniden
camlastirma denilen vitrifikasyon yontemini tercih etmeye baslamislardir (Nedambale
ve ark. 2004; Abdalla ve ark. 2010; Saragusty ve Arav 2011). Yapilan calismalar
vitrifikasyon metodu ile dondurulan embriyolarin eritme sonrasi yasama oranlarimin
daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Sommerfeld ve Niemann 1999). Vitrifikasyon
metodunda yiiksek oranda kullanilan kriyoprotektanlarin toksik etkileri oldugu bilinse
de embriyolar ¢ok kisa siireyle bu kiigiik hacimdeki maddelere maruz kaldiklar i¢in
diger yavas dondurma metoduna gore daha avantajli oldugu bilinmektedir (Kuwayama

2007; Galeati ve ark. 2011).

Ulkemizde sigir embriyo iiretimi ve dondurma teknikleri tam olarak
coziimlenmemistir. Bu durumun sebepleri arasinda si@ir in vitro {retimi ve
dondurulmas1 konusunda c¢alisan arastirici sayisinin az olmasi, biiyilk bas hayvan
popiilasyonunun azalmasi dolayisiyla mezbahalardaki kesim sayisinin diigmesi gibi
faktorler yer almaktadir. Bu doktora tez projesi ile istiin verim 6zelliklerine sahip
hayvanlarin sayilarinin arttirilmasi ve genetik ilerlemenin saglanmasi amaciyla in vitro
sigir embriyo {iiretimi ve dondurma tekniklerinin gelistirilerek saglikli embriyolarin
iiretilmesi, dondurulmasi ve ilerideki projelerle embriyo transferlerinin rutin olarak

yapilmasi planlanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. In Vitro Fertilizasyonun Tarihcesi

In vitro fertilizasyonla ilgili ilk ¢alisma Shenk’in kobay ve tavsan oositlerinin
dollenmesi sonucu ilk polar cismin atilmasi ve kiiltiire bagh boliinmelerin gozlendigi
1878 tarihine dayanmaktadir. Ancak bu calisma o tarihlerde onaylanmamis, 1969
yilinda Thiboult tarafindan 6zetlenmistir. 1959 yilinda Chang isimli arastirict ilk defa in
vitro dollenmis tavsan oositlerini alici tavsana naklederek saglikli bir dol elde etmistir.
Bu tarihten sonra in vitro fertilizasyon calismalar1 hiz kazanmis ve bir¢ok arastirici
tarafindan farkli hayvan tiirlerinde denemeler yapilmistir. Bunlar sirasiyla 1964 yilinda
Yanagimachi ve Chang tarafindan hamsterlarda, 1968 yilinda Whittingham tarafindan
farelerde, 1969’da Edwards ve arkadaglar1 tarafindan insanlarda, 1970 yilinda Homner
ve arkadaslarinca kedilerde, 1972°de Yanagimachi tarafindan kobaylarda, 1973’te
Miyamoto ve Chang tarafindan ratlarda, ilk defa 1977 yilinda Iritani ve Niwa tarafindan
ciftlik hayvalarindan ineklerde, 1978’de yine iritani ve arkadaslarinca domuzlarda,
1983°te Bavister ve arkadaslar tarafindan Rhesus maymununda ve ayni yil i¢inde
Gould tarafindan sempanzelerde gergeklestirilmistir. Sayisiz denemelerin ardindan
insanlarda ilk defa 1978te in vitro fertilizasyon yontemiyle saglikli bir bebek diinyaya

gelmistir. 1984 yilinda bu konudaki ¢alismalar hiz kazanmistir (Wolf ve Quigley 1984).

2.2. In Vivo Sartlarda Oositlerin Olgunlasmasi, Dollenmesi ve Embriyo

Olusumu

In vivo (viicut igi) sartlarda memeli tiirlerinin cogunda gametlerin farklilasmasi
déneminde disi tireme hiicreleri (oogonia) dnce mitoz boliinme ile proliferasyonlarini
tamamlar ve primer oosit agamasina ulasacaklari 1. mayoz bdliinmenin profaz
safhasina fotal yasamda ulasirlar. Fotal donemde baslayan mayoz boéliinme dogumu
takiben diktiat adi verilen faza girer ve durur. Bu asamada iireme hiicresinin genetik
materyali zarla cevrili haldedir ve germinal vezikiil (GV) olarak adlandirilir. Puberteyle
birlikte oosit kaldig1 yerden 1. mayoz bdliinmesine devam eder. 1. mayoz boliinmenin

devam etmesiyle GV olarak adlandirilan yap1 yikimlanir (GVBD). Yikimlanmay1
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saglayan etkenler arasinda olgunlagma ilerletici faktoriin (MPF) alt komponentlerinden
olan p34°““? proteini ve siklin-B yer almaktadir. (Akyol 2006; Delilbasi 2008 ss. 86-88;
Conti ve ark. 2012). Ovulasyonla birlikte ilk polar cismin atilmasiyla 1. mayoz béliinme
sona erer. Cogu memeli tiiriinde ilk polar cismin atilmasindan sonra hizla 2. mayoz

boliinmeye baslayan oosit dollenmeye kadar metafaz II safthasinda bekler.

In vivo ortamda dollenme sirasinda spermatozoonlarin oositin sitoplazmasina
girmesinin hemen arkasindan oositin sitoplazmasinin periferinde bulunan kortikal
graniiller hiicrenin yiizeyine dogru hareket ederek ekzositoz yoluyla bagka bir
spermatozoonun girisini engellemek amaciyla blok olustururlar. Buna kortikal
reaksiyon adi verilir. Kortikal graniillerin ekzositozuna neden olan en biiyiik etken

hiicre i¢inde Ca™ iyonlarinin artigidir.

Ekzositoz yoluyla hiicrenin yiizeyine salgilanan kortikal graniillerin yapisinda
meydana gelen proteolizis gibi kimyasal degisimler zona pelliisidanin yapisini
degistirerek zona reaksiyonunun meydana gelmesini saglar. Boylelikle polispermi oosit

tarafindan engellenerek dollenme gerceklestirilmis olur (Delilbagi 2008 ss. 107-108).

Dollenmeden 16-18 saat sonra disi ve erkek proniikleuslar oosit
sitoplazmasinin ortasinda gériiliirler. Iki pronukleusun birlesmesinin ardindan singami
meydana gelir. Spermatoozon tarafindan ooplazmaya tasinan sentriyoller kromatidleri
ceker ve dollenmeden ortalama 35 saat sonra iki hiicreli bir embriyo meydana gelir. Bu
iki blastomerli embriyo boliinerek genital kanalda gelisimine devam eder. 2-4
blastomer, 8-16 blastomer, morula, kompakt morula gibi gelisim asamalarinin ardindan

blastosist agsamasina ulagsan embriyo uterusa yerlesir (Delilbas1 2008 s. 117).
2.3. In Vitro Fertilizasyon (IVF) Nedir ?

Disi tireme hiicrelerinin yani oositlerin viicudun disinda uygun laboratuvar
kosullarinda olgunlastirilarak taze veya donmus spermatozoonlarla dollenmesi sonucu
olugan embriyolarin in vivo kosullarin saglandigi ortamda belirli bir siire kiiltiire
edilmesi ve gelistirilmesine “In Vitro Fertilizasyon” adi verilmektedir. Bu siirec
oositlerin in vitro olgunlastirilmasi, in vitro déllenmesi ve son olarak da in vitro kiiltiire

edilmesi agsamalarindan olusmaktadir.
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2.3.1. in Vitro Olgunlasma (IVM)

Memeli tiirlerinde elde edilen olgunlasmamis oositlerin laboratuvar kosullarinda
in vivo sartlar1 saglayarak dollenebilecek olan metafaz II asamasina getirilmesine “In

Vitro Maturasyon” adi verilir.

In vitro olgunlagsmada kullanilacak oositlerin eldesi amaciyla cerrahi, ultrason
yontemi (OPU: Oosit Toplama) ve mezbahadan temin edilen ovaryumlardan folikiil
aspirasyonu veya kesme yontemi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Giiniimiizde
yapilan caligmalarda ucuz olmasi nedeniyle genellikle mezbahada kesilen hayvanlardan

elde edilen ovaryumlar kullanilmaktadir.

Sigir ovaryumlar1 30-35 °C arasinda %0,9’luk NaCl veya antibiyotik ilaveli
fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) bulunan termoslarda 2-3 saat icerisinde
laboratuvara getirilirler (Mtango ve ark. 2003; Ozdas ve ark. 2012a). Olgunlagsmamis
oositler ovaryum yiizeyindeki genellikle 2-8 mm caph folikiillerden aspirasyon,
punksiyon veya kesme metotlartyla elde edilirler (Fry ve ark. 1997; Hashimoto ve ark.
1999). Bunun sebebi de 2-8 mm capli folikiillerden elde edilen oositlerin metafaz I
safthasindan metafaz II safthasina ulagma kapasitlerinin yiiksek olusudur (Raghu ve ark.
2002; Woudenberg ve ark. 2006; Khatir ve ark. 2007). Olgunlastirilacak oositlerin
etrafinda en az 3-4 sirali kumulus ooforus (COC’s) hiicrelerinin  olmast,
sitoplazmalarinin homojen goriinimde olmasi ve hiicre c¢eperlerinin diizgiin olmasi
gerektigi bildirilmektedir (Mayes ve Sirard 2001; Davachi ve ark. 2012). Secilen sigir
oositlerinin olgunlastirilmasinda kullanilan olgunlasma medyumlarinda; mineral
maddeler, Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH), Liiteinlestirici Hormon (LLH), biiyiime
faktorleri (Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii (IGF)),
enerji maddeleri, proteinler, antibiyotikler ve antioksidan gibi kimyasallarin bulunmasi
gerektigi bildirilmistir (Gasparrini ve ark. 2000; Sagirkaya ve ark. 2007). Ayrica
arastiricilar olgunlasmada medyum tiirlerine gore %5 COy %5 Oz, %90 Nz ve %90 nem
iceren gaz karigimini, hayvan tiirlerine gore de 37-39 °C sicaklik ve 22-24 saat
inkiibasyon siiresinin kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir (Khurana ve Niemann

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

Olgunlagma siiresinin sonunda etraflarindaki kumulus ooforus hiicrelerinin
genislemesiyle olgun olduklari diisiiniilen oositler, donmus veya taze spermatozoonlarla
in vitro olarak dollenirler (Keskintepe ve ark. 1995; Dhali ve ark. 2009; Naib ve ark.
2011). In vitro fertilizasyonda kullanilabilecek donmus spermatoozonlarin eritme
sonrast en az %45-60 oraninda motil olmalart gerekmektedir. Taze ve donmus
spermatozoonlarin dollenme icin hazirlanmasinda Percoll-Gradient, Swim-Up, Pellet
gibi yikama yontemleri kullanilirken, dollenme medyumu olarak da IVF-TALP,
Tryode, Brackett ve Oliphant (BO) gibi medyumlar tercih edilmektedir (Kim ve ark.
2002; Nedambale ve ark. 2006a).

Dollenmede kullanilacak spermatoozon konsantrasyonu tiirlere gore degismekle
beraber genellikle sigir dahil olmak iizere 0,4-2 x 10%mL olacak sekilde ayarlanmakta
ve cogunlukla medyum tiirlerine gore %5 CO,, %5 O,, %90 N, ve %90 nem iceren gaz
karisimi ve hayvan tiirlerine gore de 37-39 °C sicaklik altinda 18-24 saat inkiibasyona
birakilmasina ragmen yapilan son calismalarda 6 saatlik dollenme siiresinin yeterli

olabilecegi belirtilmektedir (Nedambale ve ark 2006a; Gupta ve ark. 2010).
2.3.3. In Vitro Kiiltiir (IVC)

Dollenme siiresinin sonunda dollenmis oositler etraflarindaki spermatoozon ve
kumulus ooforus karisimindan arindirilarak uygun kiiltiir medyumlarina aktarilirlar.
Kiiltiir medyumu olarak Sentetik Ovidukt Sivist (SOF), CR1aa-Charles Rosencrans,
KSOM, TCM-199, Menezo-B2, Whittens Medyumu, Ham’s F10 ve CZB gibi
medyumlar aragtiricilar tarafindan kullanilmakta (Whitten 1971; Tervit ve ark. 1972;
Chatot ve ark. 1989; Rosenkrans ve ark. 1993) ancak cogunlukla SOF ve CRlaa
medyumlarnt tercih edilmektedir Nedeni ise, bu medyumlarda Kkiiltire edilen
embriyolarin gelisim donemlerinde daha saglikli olmalar1 ve donma islemlerine karsi
kriyotoleranslarinin daha yiiksek olmasidir (Nedambale ve ark. 2004; Mucci ve ark.
2006). Embriyolarin gelisiminde kullanilacak kiiltiir medyumlarinda en 6nemli nokta,
ovidukt kanalindaki kimyasal kompozisyona benzerlik gostermesi gerektigidir. Bu

amagla kullanilan medyumlara ovidukt ko kiiltiiriiniin eklenmesinin daha yiiksek oranda
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blastosist eldesine neden oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Ozdas ve ark.
2006; Goovaerts ve ark. 2009; Ozdas ve ark. 2012b).

Kullanilan medyum tiirlerine gore %5 CO,, %5 Oz, %90 N, ve %90 nem iceren
gaz karistmi ve hayvan tiirlerine gore de 37-39 °C sicaklik altinda 5-9 giin boyunca
kiiltiire edilirler (Perin ve ark. 2008; Trigal ve ark. 2012; Rubessa ve ark. 2011).
Yapilan calismalarda arastiricilar in vitro iiretilen embriyolarin in vivo olanlara gore
daha gec gelismekte olduklarim1i bu durumun da toplam Kkiiltiir siiresini 1 giin daha
uzattigini belirtmislerdir (Enright ve ark. 2000; Holm ve ark. 2002). Kiiltiir medyum
droplar1 genelde 50-500 pL arasinda degismekle beraber genellikle embriyo bagina 1-10
pL medyum olmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Fujita ve ark. 2006; Hoelker ve ark.
2009). Aym arastiricilar (Fujita ve ark. 2006) embriyo:medyum hacimi oraninin 1:1
oldugu zamanlarda blastosiste ulasma oranlarint %18 bulurken, 1:10 iken blastosiste
ulagma oranint %2,5 olarak bildirmislerdir. Ayrica embriyolarin blastosist asamasina
ulasma yiizdeleri kiiltir medyumlarinin kimyasal icerikleri, inkiibasyon siiresince
mevcut oksijen konsantrasyonu ve kiiltiire edilen embriyo sayist gibi etkenlere bagli

olarak degisiklik gosterebilmektedir (Nagao ve ark. 2008; Hoelker ve ark. 2009).
2.4. In Vitro Olgunlasma ve Kiiltiir Medyumlarimin Icerikleri

In vitro embriyo iiretiminde in vivo kosullarin saglanmasi amaciyla erkek ve disi
gamet hiicrelerinin ihtiya¢ duydugu maddelerin medyumlarda bulunmasi basarili bir in

vitro fertilizasyon siireci i¢in oldukc¢a gereklidir.
2.4.1. Enerji Kaynaklari

Oositler icin enerji kaynaklar1 olan glukoz, piriivat ve laktat farkli oranlarda
kiiltiir medyumlarina katilarak kullanilmaktadir (Guyader-Joly ve ark. 1996; Kimura ve
ark. 2005). Hiicrenin enerji gereksinimini biiyiik 6lciide karsilayacak olan piriivat,
kumulus ooforus hiicreleri tarafindan glukozun kimyasal reaksiyonlar sonucu

doniistiiriilmesiyle olusmaktadir (Bilodeau-Goeseels 2006).

Sigir oositlerinin niikleer gelisimi icin enerji gereksinimi konusu farelerde

oldugu kadar net agiklanmamustir. Ozellikle enerji maddelerinin eksikligi durumunda
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kumulus hiicrelerininin oositin metafaz II asamasmna ulasmasim engelledigini

bildirmistir (Bilodeau-Goeseels 2006).

Hayvan tiirlerine gore farklilik gostermekle birlikte sigirlarda in  vitro
fertilizasyon c¢alismalarinda dollenmis bir disi gamet hiicresinde 8-16 blastomerli
asamada gelisimsel blok meydana gelir yani hiicre boliinmesine devam edemez. Bircok
arastirict bunun nedeninin genellikle kiiltiir medyumlarina erken donemde ilave edilen
glukozdan kaynaklandigini belirtilmektedir (Thompson 2000; Rubessa ve ark. 2011).
Ancak hamsterlarda yapilan bir arastirmada 2 blastomerli asamadaki hiicre igin
inorganik fosfatin glukozdan daha fazla inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Seshagiri

ve Bavister 1991).

Sigir embriyolart morula déneminden Onceki boliinme asamalarinda enerji
ihtiyaglarim ozellikle piriivat ve laktattan saglarken, morula doneminden sonra glukoza
gereksinim duymaktadirlar. Buna ek olarak sitratin in vitro kiiltiir asamasinda
miyo inositol ile birlikte kullanildigi durumlarda sigir embriyo gelisimine yiiksek

oranda destek oldugu bildirilmektedir (Holm ve ark. 1999).
2.4.2. Protein Kaynaklari

Proteinlerin, oOzellikle de viicut tarafindan sentezlenemeyen esansiyel
aminoasitlerin embriyo gelisiminde énemli pay1 vardir (Li ve ark. 2006; Hong ve Lee
2007). Ancak in vitro embriyo iiretiminde kullanilan basta L-glutamin, fotal buzagi
serumu, fotal sigir serumu ve sigir serum albiimini gibi protein kaynaklarinin
embriyonun implantasyon asamasinda faydali oldugu bildirilse de (Carolan ve ark.
1995; Kuran ve ark. 2001), bazi arastiricilar 6zellikle blastosiste ulasma asamasinda
proteinlerin pozitif bir etkisinin olmadigini savunmaktadirlar (Gomez ve Diez 2000).
Ayrica bazi bilim insanlart da, in vitro kiiltir medyumlarina eklenen serumlarin
embriyonun metabolizmasinda bazi degisiklikler yaparak yag asitlerinin birikimini
(Reis ve ark. 2003) ve sitoplazmik yag damlaciklarinin sayisim arttirdiklarini (Abe ve
ark. 1999) bunun sonucu olarak da Moore ve ark. (2007) hiicrelerin kriyotoleranslarini

azalttigini belirtmislerdir.
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Ozellikle glutaminin metabolize edilmesi sonucu agiga ¢ikan amonyak embriyo
iizerine olumsuz etki etmektedir (Rooke ve ark. 2004; Hammon ve ark. 2000).
Amonyagin en 6nemli etkisi “iri buzagi sendromu”nu olusturan temel faktorlerden birisi
olmasidir (Lane ve Gardner 1994; 2003). Bu nedenle bazi arastiricilar glutamin
kullanilan kiiltiir medyumlarinin kiiltiir siiresi boyunca her iki giinde bir degistirilerek
tazelenmesinin embriyo gelisim oranini optimize ettigini bildirmislerdir (Lane ve
Gardner 1994). Fakat medyum tazelemenin metabolik artiklar1 elimine ettigi gibi ortam
pH’sim1 ve gaz basincimi degistirdigi boylelikle gelisimi destekleyici faktorleri de
ortadan kaldirdig: belirtilmektedir (Fukui ve ark. 1996).

Yapilan arastirmalarda sigir embriyolarinin in vitro {retimleri sirasinda
kullanilan medyumlara ilave edilen serumlarin, hiicrelerin ultrastruktiirel yapisinda
degisiklikler, anormal blastulasyon olusumu ve beklenmedik mRNA ekspresyonlar ile
iri buzagl sendromu ve dogumdan hemen sonra yavru kayiplarina neden olabilecegi

belirtilmistir (Abe ve ark. 2002; Wrenzycki ve ark. 2004).

Ayrica Mucci ve ark.’in (2006) yilinda yayinladigi makalesinde serumun yararl

etkilerinin ticari preparatlarin arasinda cesitlilik gosterdiginden bahsedilmistir.

Aragtiricilar in vitro kiiltir medyumlarindan protein kaynagi olan serumun
cikartilmasi durumunda onun yerine destekleyici maddelerle dengelenmesi gerektigini
diistinerek Polivinilalkol (PVA) veya Polivinilprolidon (PVP) gibi inert maddeleri
kullanmislardir. Boylelikle sentetik agir bir polimer olan PVA ya da PVP kullanimiyla
proteinsiz bir ortamda embriyolarin kolaylikla manipiile edilmesi saglanmistir (Gardner
2010 s. 145). Bunun yanisira sigirlarda BSA yerine PVA kullanilmasinin embriyolarin
boliinme oranlarini, blastosiste ulasan hiicre sayisin1 ve donmaya karsi canliliklarini
olumsuz yonde etkiledigi de bilim insanlar tarafindan bildirilmistir (Vajta ve ark. 1999;

Sommerfeld ve Niemann 1999).
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2.4.3. Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri

In vitro olgunlasma medyumlarina FSH, LH ve 17 B-ostradiol gibi hormonlar

ilave edilmektedir.

Sigirlarda 2-8 mm capindaki follikiillerde granuloza hiicreleri tizerinde yalnizca

FSH reseptorleri mevcuttur. LH reseptorleri ise teka hiicrelerinde bulunur.

FSH, hem kumulus hiicrelerinde genislemeye neden olarak hem de kumulus-
oosit birlesik yapisinda siklik adenozin mono fosfat (cAMP) miktarinda gecici artisa
neden olarak olgunlasmayi uyarici etki gosterir (Izadyar ve ark. 1997; 1998). in vitro
olgunlagma medyumlarina ilave edilen FSH’ nin in vitro fertilizasyonu destekledigi ve
embriyo gelisimi lizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilirken; LH nin, embriyonun 4-8
blastomerli asamasina dek gelisimini destekleyici etki gosterdigi kanitlanmistir

(Brackett ve ark. 1989).

Gasparrini (2002) in vitro embriyo iiretiminde siklikla kullanilan epidermal
biiytime faktorii (EGF) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) gibi biiyiime
faktorlerinin embriyo gelisimini arttirdigim  bildirmistir. Ozellikle insiilin benzeri
biiytime faktorii (IGF-1), FSH ile birlikte sinerjik etki yaparak oosit olgunlagmasini
dolayistyla da mitogenezisi, steroid hormonlarin {iretimini ve protein sentezini

destekler.

Ayrica, bircok arasgtirici tarafindan yapilan c¢aligmalarda epidermal bilyiime
faktoriiniin, DNA sentezini, protein ve proteoglikan sentezlerini uyarici etkisi oldugu

kanitlanmistir (Lonergan ve ark. 1996; Khamsi ve Armstrong 1997).
2.4.4. Antioksidanlar ve Oksijen Basinci

Bugiine kadar disi genital sistemindeki oksijen basinciyla ilgili bircok calisma
kaydedilmistir (Rodina ve ark. 2009; Waldenstrom ve ark. 2009). Ovidukt ve uterustaki
oksijen basincinin atmosferik oksijen basicindan diisiik oldugu net bir sekilde
bilinmektedir (Fischer ve Bavister 1993). Memeli tiirlerinin in vitro embriyo liretiminde
rutin olarak atmosferik oksijen basinct kullanilmistir ancak in vitro embriyo kiiltiirii
stiresince bu yiliksek basing reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur

(Van Soom ve ark. 2002; Ali ve ark. 2003; Kitagawa ve ark. 2004). ROS’un bilinen
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zararl etkilerinin arasinda DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve proteinlerin oksidatif
modifikasyonlart ve spermatozoon ile oositin fiizyon inhibisyonu yer almaktadir
(Aitken ve ark. 1993). Bilinen bu olumsuz etkileri yaninda ROS, bazi kosullarda
programli hiicre Oliimiiniin (apoptoz) Onemli bir faktorii gibi fizyolojik olarak da

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

ROS, direkt olarak erkek ve disi gametlerden veya cesitli embriyonal gelisim
asamasindaki embriyodan koken alabildigi gibi tamamen cevresel kosullardan da
kaynaklanabilir (Guérin ve ark. 2001). ROS’un endojen kaynaklar1 arasinda en 6nemlisi
oksidatif fosforilizasyondur. Oksidatif fosforilizasyonun inhibe edilmesi ROS iiretimini
diisiiriir ve in vitro embriyo gelisimi iizerine pozitif etki eder (Thompson ve ark. 2000).
ROS iiretimini arttiran eksojen kaynakli en Onemli faktor ise oksijen basincidir.
Ovidukttaki oksijen basinci atmosferik oksijen basincinin ancak %4’ii kadardir. Diisiik
oksijen basinci altinda (%5-7) in vitro iiretilen sigir embriyolarinda protein yapida
olmayan siilfidril bilesiklerinden olan glutatyon (GSH) sentezinin ve donmaya karsi

dayanikliligim arttig1 bildirilmistir (Oyamada ve Fukui 2004; Rity ve ark. 2011).

In vitro sigir embriyosu iiretiminde -merkaptoetanol, sisteamin, sistin, sistein,
N-asetil-L-sistein (NAC) ve siiperoksitdismutaz (SOD) gibi antioksidanlar embriyoyu
oksidadif strese karst koruyabilmek amacli siklikla kullamilmistir (Ali ve ark. 2003;
Kobayashi ve ark. 2006; Balasubramanian ve Rho 2007). Antioksidanlarin embriyo
gelisimi tizerine olumlu etkisi bilinmekle birlikte bazi bilim insanlar1 bu pozitif etkilerin
belirli kosullarda gecerli oldugunu savunmuslardir. Yapilan c¢aligmalarda
antioksidanlarin olumlu etkileri %20 O, basinci varliginda ortaya ¢ikmaktadir (Olson ve
Seidel 2000). Aym sekilde kullanilan medyum tiiriiniin ve antioksidan miktarinin da
onemli oldugu vurgulanmaktadir (Van Soom ve ark. 2002). Sistein, sistin ve f-
merkaptoetanol %20 O, basmci varliginda olgunlasma icin kullanilan TCM-199
medyumunda pozitif etki ederken; 50 pM sisteamin %20 O, basinci altinda TCM-199
medyumunda pozitif, ayn1 miktar sisteamin %5 O, basincinda ve SOF medyumunda
embriyo gelisimine pozitif etki etmektedir (Takahashi ve ark. 1993). In vitro embriyo
tiretiminde arastirmacilar tarafindan cesitli oksijen basinglart farkli kosullarda

denenmektedir. Ornegin; ovidukt hiicreleri veya granulosa hiicrelerinin kullanildig1 ko
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kiiltiir ortamlarinda %20 O, basinci, somatik hiicrelerinin kullanilmadig1 ko kiiltiirsiiz
ortamlarda ise %5 O, basinci daha uygun bulunmustur (Yuan ve ark. 2003; Ozdas ve
ark. 2012b). Ayrica %5 O, basinci altinda in vitro iiretilen sigir embriyolarinda
apoptotik hiicre oraninin %20 O, basinct altinda iiretilenlerden belirgin bir sekilde

diisiik oldugu bildirilmektedir (Van Soom ve ark. 2002).

Diisiikk molekiil agirlikli tiyol bilesiklerinden olan [-merkaptoetanol ve
sisteamin, sistinin sisteine indirgenmesini saglayarak hiicre i¢i glutatyon sentezinin
(GSH) artisina sebep olmaktadir (Ali ve ark. 2003; Nedambale ve ark. 2006b;
Balasubramanian ve Rho 2007). Hiicre i¢i GSH yiikselisi, embriyoyu endojen veya
eksojen kaynakli ROS iiriinlerinin yaratacagi oksidatif strese kars1 koruyarak hiicre
kalitesini ve blastosiste ulasan embriyo sayisim arttirarak etki gostermektedir (Singhal
ve ark. 2009). Balasubramanian ve Rho’nun 2007 yilindaki makalesinde in vitro
olgunlasma medyumlarina ilave edilen [-merkaptoetanol, sistein ve sistin gibi
antioksidanlarin s1gir oositlerinde hiicre ici glutatyon sentezini, embriyo kalitesini ve in
vitro kiiltiiriin 6. giiniinde blastosiste ulasan embriyo sayisini arttirdigi bildirilmektedir

(De Matos 1996; 1997).

In vitro olgunlagma veya Kkiiltiir siiresince kullanilan antioksidanlar, vitrifikasyon
sonrast eritilen sigir embriyolariin kiiltiire edilmeleri icin kullanilan SOF, CR1 ve
KSOM gibi medyumlara da ilave edilmis ve gelisimleri kontrol edilmistir. Yapilan
caligmada eritme sonrast 6 saatlik kiiltiir siiresi sonunda en iyi gelisimin
B-merkaptoetanol eklenen SOF medyumunda oldugu bildirilmistir (Nedamble ve ark.

2006).
2.4.5. Dondurma Yontemleri ve Kriyoprotektanlar

Giiniimiizde bircok memeli tiiriiniin disi genital hiicrelerinin kriyoprezervasyonu
genetik materyalin korunmasi acisindan oldukca etkili bir yontemdir (Vajta ve

Kuwayama 2006; Ozdas ve ark. 2012c¢).

Disi genital hiicreler in vitro fertilizasyon islemlerinde kullanilmak veya
dondurulmak {iizere cesitli yontemlerle ve seksiiel sikluslarinin farkli asamalarinda elde

edilebilmektedirler. Bu yontemler arasinda kisirlastirma sonrasi ve kesim sonrasi elde
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edilen ovaryumlardan folikiil aspirasyonu ya da kesme yontemi ile dogal ya da kimyasal
yolla senkronize edilmis hayvanlardan ovulasyonu takiben ovum toplama yontemi
(OPU) sayilabilmektedir (Ward ve ark. 2000; Galli ve ark. 2003; Van Wagtendonk-de
Leeuw 2006).

Toplanan disi genital hiicreler temel olarak iki metotla dondurulmaktadirlar.
Birincisi geleneksel yavas dondurma ikincisi ise hizli ve ani dondurma (vitrifikasyon)
metodudur. Her iki yontemde hiicre i¢i ve diginda bulunan suyun biyolojik olarak
donmasi s6z konusudur. Ancak yavas dondurma metodunda hiicre disindaki su
kristallestiginde hiicre icindeki su heniiz donmamustir. Kristallesmenin etkisiyle ortamda
bulunan kriyoprotektan maddelerin yogunluklarinda artis meydana gelir ki, osmotik
dengeyi saglamak amaciyla hiicre icinde bulunan su dehidre olarak hiicre digina
cikmaya basladiginda artik hiicre ici yogunluk da artmis olmaktadir sonug olarak burada
da kristallesme baslar ve ardindan donma islemi gerceklesmis olur (Bucak ve Tekin
2007). Olusan buz kristalleri biiyiik olduklar1 icin hiicre zarma olumsuz yonde etki
etmektedirler. Vitrifikasyon metodunda ise hiicre i¢i ve hiicre diginda bulunan su aniden
hizli bir sekilde camsilagarak donar. Bu metodun en 6nemli avantaji, su kristallerinin
ani ve hizli donmaya bagli, geleneksel yavas dondurma yonteminden farkli olarak daha

kiigiik boyutlarda olugsmalaridir (Saragusty ve Arav 2011).

Yavas dondurma metodunda hiicreler kademeli olarak diisiik konsantrasyonda
ve hiicre zarindan gecebilen kriyoprotektanlar arasindan genellikle gliserol ve
dimetilsiilfoksit (DMSQO) gibi kriyoprotektanlarla dondurulmuslardir (Whittingham
1975; Saragusty ve Arav 2011). Vitrifikasyon metodunu kullanarak oosit ya da embriyo
dondurma sirasinda dikkat edilmesi gereken bazi kritik noktalar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki dondurma sicaklik derecesidir. Temel olarak likit nitrojen (LNy)
kullanilarak ulasilan dondurma derecesi -196 °C’dir. Vitrifikasyonda dikkat edilmesi
gereken ikinci ve en 6nemli nokta ise kullanilan dondurma medyumlarinin miktarlaridir.
Medyum hacmi ne kadar az olursa dondurma basaris1 o kadar artmaktadir (Kuwayama
2007; Rios ve ark. 2010). Son yiizyilda vitrifikasyonda kullanilan soliisyonlarin
kullanilan hacimlerini en aza indirmek icin arastiricilar tarafindan 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), Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu (SSV) (Somfai ve ark. 2006; Zhang ve
ark. 2009), Acik Cekilmis Payet (OPS) (Al Yacoub ve ark. 2010; Zhao ve ark. 2012),
Kapali Cekilmis Payet (CPS) (Yu ve ark. 2010) gibi bircok yontem kullanilmistir.

Gerek geleneksel yavas dondurma gerekse vitrifikasyon metoduyla disi genital
hiicrelerin kriyoprezervasyonunda dondurma sirasinda olusabilen soguk sokuna, hiicre
ici kristal olusumuna, ayni sekilde eritme esnasinda mevcut kristallerin ¢oziinmesinde
meydana gelebilecek zararh etkilere karsi koruyucu etkileri i¢in kullanilan kimyasal
maddelere kriyoprotektan adi verilir. Kriyoprotektanlar hiicre igcine gecebilenler ve

gecemeyenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar.

Hiicre zarindan gegerek etki gosteren kriyoprotektanlar arasinda gliserol, etilen
glikol, propilen glikol ve DMSO gibi kimyasallar yer almaktadir. Bu maddeler etkilerini
hiicre icinde mevcut madde ve elektrolit yogunlugunu azaltmak kosulu ile dehidrasyonu
diizenleyerek gosterirler (Bucak ve Tekin 2007; Manjunatha ve ark. 2009). Oositlerin
kriyoprezervasyonunda genellikle gliserol ve DMSO gibi kriyoprotektanlar 1-1,5 M
oraninda  kullanilirken; embriyolarin  dondurulmasinda 1,35-1,5 M oraninda

kullanilmaktadirlar (Saragusty ve Arav 2011).

Hiicre dis1 kriyoprotektanlar olarak bilinen glukoz, sukroz, fruktoz, trehaloz gibi
kriyoprotektanlar da etkilerini donma ve coziinme sirasinda olusabilecek membran
hasarina kars1 fosfolipitlerle etkilesime girip yiizey artis1 saglayarak gosterirler. Memeli
embriyolarinin dondurulmasinda vitrifikasyon soltisyonlarina siklikla ilave edilen
sukroz 0,25-0,5 M oraninda kullanilmaktadir (Bucak ve Tekin 2007; Tian ve ark. 2007,
Manjunatha ve ark. 2008; Ozdas ve ark. 2012c). Yapilan calismalarla arastiricilar
vitrifikasyon metoduyla dondurulup eritilen embriyolarin yasama oranlarinin ve
transferi sonucu gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugunu savunmaktadirlar (Pugh ve
ark. 2000; Isachenko ve ark. 2003). Buna bagh olarak tez calismasinda vitrifikasyon

metoduyla sigir embriyolarinin dondurulmasi tercih edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Oosit Eldesi ve Secimi

Calismada, 2011-2012 yillan1 arasinda Tuzla Mezbahasindan (Elif Et) alinan
Holstein rkt (kiiltiir irk1) sigir ovaryumlari kullanilmistir (Sekil 3-1).

Sekil 3-1: Holstein 1rki inek.

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

Ovaryumlar antibiyotik ilaveli (Penisilin 250 IU/mL, Streptomisin 125 pg/mL
ve Neomisinl25 pg/mL) 30-35 °C’lik Dulbeco’nun fosfat tamponlu tuz solusyonu

(D-PBS/FTTS) icerisinde 2-3 saat icinde laboratuvara getirilmistir (Khamsi ve
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Armstrong 1997). Oositler, ovaryumlar iizerinde bulunan 2-8 mm caph folikiillerden
kesme yontemi ile elde edilmislerdir (Khatir ve ark. 2007). Bu yontemde bistiiri ucu ile
ovaryumlarin iizerinde bulunan folikiillere yiizeysel (1-2 mm derinlikte) ve sik
araliklarla kesitler atilmis ve acilan kesitlerin icleri 22 gauge steril igne ve 20 mL’lik
sigir ovaryum yikama medyumu ¢ekilmis enjektor yardimiyla steril petrilere yikanmistir
(Sekil 3-2). Petrilere yikanan oositler mikroskop altinda kumulus ooforus hiicreleri ve
morfolojik degerlendirmeye gore olgunlagmaya konmak iizere secilmislerdir.
Dollenecek oositlerde hiicre ¢eperinin diizgiin olmasi, homojen bir sitoplazmaya sahip
olmalari, zona pellusidalarinin diizgiin ve hasarsiz olmasi, etraflarinda en az 3-4 sira
kumulus ooforus hiicreleri kompakt bir sekilde kapli olmalar1 gibi 6zellikler aranmis ve

bu kriterlere gore olgunlagsmaya konmuslardir (Abe ve ark. 1999).

Sekil 3-2: Ovaryumlardan kesme metoduyla elde edilen olgunlasmamus sigir

oositleri.

a)Kumulus hiicreleri
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3.2. Oositlerin Olgunlastirilmasi

Mikroskop altinda segilen oositler hepesli TCM-199 (Lonergan ve ark. 1996)
medyumunda 3 kez yikandiktan sonra her bir grup i¢in ayr1 hazirlanan ve O6nceden
gazlanmis olan olgunlagsma medyumlarinda yikandiktan sonra 700 uL IVM medyumu
iceren dort kuyucuklu petri kaplarina her bir kuyucuga 30-50 adet oosit olacak sekilde
aktarilmigtir. Olgunlagma i¢in segilen oositler, iki gruba ayrilarak [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 CO,
iceren inkiibatorde 24 saat olgunlagsmaya birakilmistir (Sekil 3-3).

Sekil 3-3: Olgunlasma sonrasi kumulus hiicrelerinin genislemesi.

a)Acilmis kumulus hiicreleri

3.3. Olgunlastirilan Oositlerinin Dollenmesi

Olgunlasma sonrast etraflarindaki kumulus ooforus hiicreleri acilan oositler

olgun kabul edilerek GrupA (Sisteaminli) ve GrupB (Sisteaminsiz) i¢in ayr1 ayri



35

hazirlanan 6nceden gazlanmis IVF-TALP medyumuna (Fair ve ark. 2001; Ozdas ve ark.
2012b) aktarilmiglardir. Aktarma islemi, olgunlagsma medyumundan ¢ikarilan oositlerin
once 2 mL dollenme medyumu iceren 35 mm’lik petrisinde ii¢ defa yikanmasi hemen
ardindan da dollenmenin gerceklestirilecegi ve icerisinde 400 puL dollenme medyumu
bulunan dort kuyucuklu petrilere her kuyucuga 25-35 adet oosit olacak sekilde

yerlestirilmesiyle yapilmistir.

3.3.1.Spermanin Eritilmesi, Motilitenin Degerlendirilmesi ve

Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Doéllenme i¢in 2 adet holstein ki (kiiltiir 1rk1) bogaya ait donmus 0,25°lik
sperma payetleri 37 °C’de 30 sn siire ile eritilmislerdir. Eritme sonrasi motilite
muayenesinde en az %45-60 motil olanlar tespit edildikten sonra sperma
konsantrasyonunun hesaplanmasi asamasina gecilmistir. Hesaplama i¢in Thoma lami
kullanilmistir. Thoma laminda sayim yapabilmek icin hazirlanan karisim
(95 pL Hancock soliisyonu iizerine 5 pL sperma) spermanin 1:20 oraninda
sulandirilmasim saglamistir. Eppendorf tiipiinde sulandirilan spermatozoonlar Thoma
laminda sayilarak dollenme icin 1-2x10%mL olacak sekilde hesaplanmistir (Goovaerts
ve ark. 2009). Payet icerigi yikanmak iizere 4 mL Sperm-TALP medyumu (Ozdas ve
ark. 2012b) iceren 14 mL’lik konik tiiplere aktarilarak 1500 g’de 5 dk santrifiij
edilmislerdir. Birinci santrifiij islemi sonunda siipernatant atilarak dipte kalan
spermanin iizerine 4 mL’ye tamamlayacak sekilde Sperm-TALP eklenmis ve tekrar
1500 g’de 5 dk daha santrifiij edilmislerdir. Son santrifiij sonrasinda siipernatant dipteki
tortuyu karistirmadan atilarak tekrar taze Sperm-TALP medyumu ile 0,5 mL’ye
tamamlanmistir. Yikanan spermatozoonlar, déllenme medyumunda hazir bulunan olgun
oositlerin iizerine otomatik pipet yardimiyla eklenmis ve toplam hacimin her bir
kuyucuk icin 500 uL olmasi saglanarak 38,8 °C’de %5 CO, iceren inkiibatorde

18-22 saat siire ile dollenmeye birakilmislardir.
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3.4.Dollenen Oositlerin Kiiltiir Medyumlarma Aktarilmasi
3.4.1.Kiiltiir Medyum Droplarmin Hazirlanmasi

Sisteaminli (Grup A) ve Sisteaminsiz (Grup B) olgunlasma medyumlarinda
olgunlastirilan sigir oositlerinin kiiltiirlerinde farkli iki medyum SOF ve CRlaa (Tervit ve
ark. 1972; Rosenkrans ve ark. 1993) test edilmek amaciyla kullanilmistir. Bu amagla her bir

grup iki alt gruba boliinerek toplamda dort kiiltiir grubu olusturulmustur:
Grup A-I SOF, Grup A-II CR1aa, Grup B-I SOF, Grup B-II CR1aa

Her iki grup i¢in bir gece Onceden ayr1 ayri hazirlanip gaz karistmi iceren
inkiibatdre gazlanmasi i¢in birakilan dort kuyucuklu kiiltiir petrilerinin her kuyucuguna
once 5 uL kiiltir medyumu iizerine 910 pL mineral yag son olarak da 95 uL kiiltiir

medyumu olacak sekilde droplar yapilmistir.

3.4.2. Dollenmis Oositlerin Spermatozoonlardan ve Kumulus Hiicrelerinden

Arindirilmasi ve Kiiltiire Aktarilmasi

Onceden hazirlanan ve 38,5 °C’de bulunan 14 mL’lik konik santrifiij tiiplerinin
icinde 1 mL sigir yikama medyumuna alinan etraflar1 spermatozoonlarla kapli ve
dollenmis oldugu diisiiniilen oositler Grup A ve B icin ayrt ayrt 1 dk siire ile
kanstirilmiglardir. Karisim icerigi 35 mm’lik bos petriye dokiilerek stereo mikroskop
altinda embriyo sec¢imi gerceklestirilmistir. Secilen embriyolar ii¢ kez sigir yikama
medyumunda (Hepesli TCM-199) ve bir kez de %5 FCS katkih SOF ve CRlaa
medyumlarinda yikanmiglardir. Kumulus hiicreleri ve spermatozoonlardan arindirilan
dollenmis zigot olarak diisiiniilen Grup A (Sisteaminli) ve Grup B (Sisteaminsiz)’ ye ait
embriyolar kendi gruplarinda hemen hemen esit sayida iki alt gruba boliinerek 6nceden
hazirlanarak inkiibatdrde gazlanmasi saglanmis embriyo Kkiiltiir medyumlarinda her
dropta 20-30 adet embriyo olacak sekilde 38,8 °C’de %5 CO,, %5 N, ve %90 nem

iceren inkiibatorlerde 7-9 giin siire ile kiiltiire edilmislerdir.
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3.5. Kiiltiire Konan Embriyolarin Boliinme Kontrollerinin Yapilmasi

In vitro kiiltiir asamasi sirasinda embriyolarin boliinme kontrolleri yapilmistir.
Kiiltiir siiresinin baslangicindan itibaren 48. saat sonunda boliinmiis olan embriyolar
kendi gruplarina ait taze medyum droplarini iceren, onceden gazlanmig 60 mm’lik
kiiltiir petrilerine alinarak bolinmemis olan diger embriyolardan ayrilmislardir.
Boylelikle béliinmemis olan embriyolarin metabolik artiklarmin olusturabilecegi

olumsuz etki ortadan kaldirilmis olmaktadir (Sekil 3-4).

Sekil 3-4: 48. saat sonunda boliinmiis iki blastomerli sigir embriyolari.

a)iki blastomer asamasindaki embriyolar, b) 3-4 blastomer asamasindaki embriyo

3.6. Gelisen Embriyolarim Dondurulmasi

Kiiltiir sonunda blastosist ve genislemis blastosist agsamasina ulasmis ayrt ayri
SOF ve CR1aa medyumlarinda gelistirilen Grup A ve Grup B’ye ait saglikli embriyolar

dondurma islemine tabi tutulmak iizere sec¢ilmislerdir. Secilen embriyolar hizli bir
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sekilde camlastirma (vitrifikasyon) metoduna gore payet yontemi ile (Kasai 1997; Vajta

2000) dondurulmuslardir (Sekil 3-5).

0,5 M Sukroz Bosluk 0,5 M Sukroz Bosluk

/

LI 1 I @] I I I ]
v \
Pamuk kisim VS2+Embriyo Polivinil Alkol

Sekil 3-5: Payetlere yerlestirilen embriyolarin goriintiisii.

Vitrifikasyon metodunda kullanilan soliisyonlar; ekilibrasyon (VS1) ve
vitrifikasyon (VS2) soliisyonlar seklinde adlandirilmis olup, temel olarak %20 f&tal
buzagi serumu iceren antibiyotik ilaveli fosfat tamponlu tuz soliisyonundan
hazirlanmistir. Ekilibrasyon soliisyonu olarak 1,5 M etilen glikol (EG) ve 1 M
dimetilsiilfoksit (DMSO) kombinasyonu; vitrifikasyon soliisyonu olarak da 2,5 M EG, 2
M DMSO ve 0,5 M sukroz kombinasyonu kullanilmistir (Sekil 3-6).

9 % e? Temel Soliisyon PBS
- e e ) ’ VS1 (3dk)
o . VS2 (30 sn)

Sekil 3-6: Embriyolarin vitrifikasyon medyumundaki goriiniimii.

Secilen embriyolar onceden hazirlanmis ve oda 1sisinda bulunan %20 FCS
katkili PBS droplarina alinmiglardir. 70 pL’lik 3 ayr1 drop halinde hazirlanan temel

soliisyonda adaptasyon amach kisa bir siire bekletilen embriyolar, iki asamal
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vitrifikasyon metodunun birinci asamasi olan ekilibrasyon soliisyonuna aktarilmistir. 3
dk boyunca 70 uL’lik 3 ayr1 drop halinde hazirlanan VS1 soliisyonunda pasajlanarak
bekletilen embriyolar hemen ardindan yine 70 pL’lik 3 ayr1 drop halinde hazirlanan
VS2 soliisyonuna (Sekil 3-7) alinarak 30 sn i¢inde onceden hazirlanmis embriyo
dondurma payetlerine 3-5 adet embriyo olacak sekilde yerlestirilip payetin acik olan ucu
once polivinilalkole (PVA) daha sonra suya daldirilarak kapatilmasi saglanmis ve direkt
olarak -196 °C’lik siv1 azota 45°’lik aciyla daldirilarak dondurulmuslardir (Ozdas ve
ark. 2012c¢).

Sekil 3-7: Sisteaminsiz ortamda olgunlastirthip SOF medyumunda gelistirilen

blastosist asamasindaki embriyolar. VS1 (solda) ve VS2 (sagda).

3.7. Dondurulan Embriyolarin Eritilmesi

Dondurulmus embriyo payetleri en az 1 hafta bekletildikten sonra eritilmislerdir.
Payetler sivi azottan c¢ikarildiktan sonra yaklagik 10 sn ortam sicakliginda havada
tutulduktan sonra direk olarak 37 °C’lik su banyosunda 30 sn siire ile eritilmislerdir. Su
banyosundan ¢ikarilan payetler pecete yardimiyla iyice kurutulmus ve polivinilalkol ile
kapatilmis olan ucu kesildikten sonra dik bir sekilde i¢inde dnceden hazirlanmis ve oda
1sisinda bulunan %20 serum katkili PBS kullanilarak yapilan 1 M Sukroz soliisyonu
bulunan 35 mm’lik petriye payetin pamuk kismui kesilerek icerigin akmasi saglanmistir.
Embriyolar 3 dk boyunca 1 M sukroz soliisyonunda, sitoplazmalarinin homojen hale
gelmesi, farkli osmotik basinglar nedeniyle biiziisen embriyolarin tekrar genislemesi

icin bekletilmistir. Ardindan 0,5 M sukroz soliisyonuna alinmig ve burada 1 dk
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bekletildikten sonra hepesli TCM-199 medyumuna aktarilmiglar ve 3 kez ayn1 medyum

icerisinde yikanmiglardir (Sekil 3-8).

o o /]

4

&

S——

[e]
E—— o ©

1 M sukrozlu PBS (3dk)

o \
0,5 M sukrozlu PBS (1dk)

) — ) —C3

Yikama 3

Yikama 2

Sekil 3-8: Dondurulan embriyolarin eritilmesi.

3.8. Eritilen Embriyolarin Kiiltiire Edilmesi

Yikama 1

Eritilen embriyolar hepesli TCM-199 medyumunda 3 kez yikandiktan sonra

gelisimlerinin ve dondurma isleminin embriyo tizerindeki etkisinin tespit edilmesi i¢in

her embriyo kendi grubuna ait dnceden hazirlanmis olan %35 FCS katkili SOF ve CR1aa

kiiltiir medyumlarinda 1 kez yikandiktan sonra 35 mm’lik kiiltiir medyumlarinda 48 saat

stire ile kiiltiire edilmistir (Sekil 3-9). Kiiltiir medyumlarinin droplart eritilen embriyo

sayisina bagl olarak hiicre basina 10 uL medyum olacak sekilde hazirlanmistir. 48

saatlik siire sonunda embriyolarin eritme sonrasi gelisimlerine devam edip etmedikleri

kontrol edilmistir (Ozdas ve ark. 2012c).
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Sekil 3-9: Sisteaminli ortamda olgunlastiriip CR1 medyumunda gelistirilen

blastosist ve genislemis blastosist asamasindaki embriyolar.

a) Blastosist, b) Genislemis blastosist

3.9.Calismada Kullamlan Medyumlarin Hazirlanmasi
3.9.1.Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonunun Hazirlanmasi (FTTS)

Mezbahada kesilen embriyolarin laboratuvara tasinmas: amaciyla kullanilan

fosfat tamponlu tuz soliisyonu asagidaki formiile gére hazirlanmistir.



Tablo 3-1: Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (FTTS):

Kimyasal Madde | Sigma | Miktar (gr) | Final Konsantrasyon
NaCl S 5886 8 gr 137 mM

KCl P 5405 0,2 gr 2,7 mM
KH,PO, P 5655 0,3 gr 1,5 mM
Na,HPO, S 5136 2,16 gr 8,1 mM
Penisilin P 7794 0,3 gr 250 IU/mL
Streptomisin S 1277 0,25 gr 125 pg/mL
Neomisin N 6386| 0,25 ¢gr 125 pg/mL
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Kimyasal maddeler 700 mL ultra saf su i¢cinde ¢ozdiiriildiikten sonra soliisyon

iizerine saf su eklenerek medyum 1.000 mL’ye tamamlanmistir.

Soliisyonun osmotik basinct 280 mOsm/kg ve pH’st da 7,2-7,4 olarak

ayarlanmis ve por ¢ap1 22 um’lik filtre yardimi ile steril edilerek sise icinde 4 °C’de

buzdolabinda en fazla 1 hafta siire ile saklanmustir.

3.9.2.S8181r Oosit Yikama Medyumunun Hazirlanmasi

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

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

tamponlu tuz solusyonu (D-PBS/FTTS) igerisinde en ge¢ 2-3 saat icinde laboratuvara

getirildikten sonra oosit eldesi amaciyla kullanilan sigir yikama medyumu asagidaki

formiile gore hazirlanmistir.

Tablo 3-2: Sigir Oosit Yikama Medyumu:

Kimyasal Madde Sigma | Heparinsiz | Heparinli Final
Yikama Yikama 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 siilfat 10 mg/mL (200x) | G 1264 0,23 mL 0,23 mL. 50 pg/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

Hazirlanan heparinsiz yikama medyumunun i¢ine %2,5 oraninda heparinli

yikama medyumundan eklenerek sigir yilkama medyumu elde edilmistir.
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Medyumun osmotik basinci 280-285 mOsm/kg ve pH’st da 7,2-7,4 olarak
ayarlandiktan sonra por c¢apt 22 um’lik filtre yardimi ile steril edilerek sise icinde 4

°C’de buzdolabinda en fazla 1 hafta siire ile saklanmistir.
3.9.3.5181r Olgunlasma Medyumunun Hazirlanmasi

Mikroskop altinda toplanan oositler baz1 kriterlere gore secilerek olgunlagma
medyumuna aktarilirlar. Secilecek oositlerin etrafindaki kumulus ooforus hiicrelerinin
en az 3-4 sira olmasina, sitoplazmalarinin homojen dagilim gostermesine ve hiicre

ceperlerinin diizgiin olmasina dikkat edilir.

Tablo 3-3: Olgunlasma 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-piriivat 20 mM (100x) 0,2 mL P 3662
EGF 10 pg/mL (200x) 0,05 mL E 4127
LH 10 pug/mL 0,1 mL L 5269
FSH 10 pg/mL 0,005 mL F 8174
Gentamisin siilfat 10 mg/mL (200x) 0,1 mL G 1264
Sisteamin (80x) *0,125 mL M 9768

*Kullanim sabahi yukaridaki formiile gore hazirlanan olgunlasma medyumu iki esit
hacime bdliinerek, 10 mL’lik hacimlerden birinin i¢cinden 125 pL c¢ikartilarak yerine
cikartilan miktar kadar sisteamin eklenmistir. Bu islemin sonunda her iki medyumun
pH’s17,2-7,4 olarak, osmotik basinci 280+10 mOsm/kg olarak ayarlanmis ve 22 um’lik

diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek kullanilmistir.



3.9.4.Sperma

Yikama

(Sperm-TALP) ve

(IVF-TALP) Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Dollenme

3.9.4.1.Sperm-TALP Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
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Medyumunun

Olgunlasmis oositlerin dollenmesi i¢in kullanilacak eritilmis sperma payetlerinin

dondurma medyumlarindan arindirilmasi amagh yikama igleminde kullanilacak Sperm-

TALP medyumunun stok soliisyonu agagidaki formiile gore hazirlanmstir.

Tablo 3-4: Sperm-TALP Stok Soliisyonu:

Kimyasal Madde Molekiiler Final Konsantrasyon 200 mL Sigma
Agirhik (mM)
(gr)

NaCl 58,44 100,0 1,168 gr S 5886
KCl1 74,55 3,10 0,0462 gr P5405
NaHCO; 84,01 25,00 0,4200 gr S 4019
Laktik asit %60 wiw 112,1 21,60 0,807 mL L 4263
NaH,PO, 120,0 0,29 0,0070 gr S 5011
CaCl,, 2H,0 147,02 2,10 0,0617 gr C 7902
MgCl,, 6H,0 * 203,30 1,50 3 mLS:C?I? mM | v 2393
Hepes (asit) 238,30 10,00 0,4766 gr H9136
Fenol Red 354,38 5 pg/mL 0,0010 gr P 5530
Erpbn.yo test i i 200 mL’ye W1503
edilmis su tamamla

*Magnezyum Klorit stok (MgCl, 6H,0): 100 mM stok soliisyonu hazirlamak icin

10 mL embriyo test edilmis su icinde 203 mg MgCl, 6H,O ¢ozdiiriilmiis ve 1 mL’lik

porsiyonlar eppendorf tiiplerinin icinde -20 °C’de en fazla 1 ay siire ile saklanmisgtir.
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3.9.4.2.1IVF-TALP Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Olgunlasmis oositlerin dollenmesi i¢in kullanilacak IVF-Talp medyumunun stok

soliisyonu asagidaki formiile gore hazirlanmistir.

Tablo 3-5: IVF-TALP Stok Soliisyonu:

Molekiiler Final
Kimyasal Madde Agirhk Konsantrasyon 200 mL Sigma
(gr) (mM)
NaCl 58,44 114,00 1,3324 gr S 5886
KCl1 74,55 3,20 0,0477 gr P 5405
NaHCO; 84,01 25,00 0,4201 gr S 4019
Laktik asit %f?Zwl/ v 10,00 0,374 mL L 4263
NaH,PO, 120,0 0,40 0,0096 gr S 5011
CaCl,, 2H,0 147,02 2,00 0,0588 gr C 7902
MgCl,, 6H,0 * 203,30 0,50 1 mL 100 mM stok | M 2393
Fenol Red 354,38 5 pg/mL 0,0010 gr P 5530
200 mL’
Embriyo test edilmis su - - b ye W1503
tamamala

*Magnezyum Klorit stok (MgCl, 6H,0): 100 mM stok soliisyonu hazirlamak igin
10 mL embriyo test edilmis su icinde 203 mg MgCl, 6H,O ¢ozdiiriilmiis ve 1 mL’lik

porsiyonlar eppendorf tiiplerinin icinde -20 °C’de en fazla 1 ay siire ile saklanmigtir.
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3.9.5.Sperma Yikama (Sperm-TALP) ve Dollenme (IVF-TALP)

Medyumlarimin Hazirlanmasi
3.9.5.1.Sperm-TALP Medyumunun Hazirlanmasi

Kullanim giiniinden 1 giin 6nce asagidaki formiile gore hazirlanan medyumun
pH’s1 7,2-7,4 olarak, osmotik basinci 3057 mOsm/kg olarak ayarlanmis ve 22 um’lik

diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek 4 °C’de saklanmugtir.

Tablo 3-6: Sperm-TALP Medyumu:

Kimyasal Madde Sigma 20 mL Final konsantrasyon
Sperm-TALP Stok - 20 mL’ye tamamla -
Gentamisin siilfat 10 mg/mL (200x stok) * | G 1264 0,1 mL 50 ug/mL
Na-piriivat 20 mM (20x stok) ** P 3662 1 mL 1 mM

BSA, fraksiyon V A 4919 0,120 gr 6 mg/mL (%0,6)

*10 mg/mL gentamisin siilfat stok soliisyonu: 0,300 gr gentamisin siilfat, 30 mL
embriyo test edilmis su igerisinde ¢Ozdiiriilmiis ve 1 mL’lik porsiyonlar halinde
eppendorf tiipiinde 4 °C’de en fazla 1 ay siire ile saklanmistir.

*#%20 mM Na-piriivat stok soliisyonu: 0,022 gr Na-piriivat, 10 mL embriyo test edilmis
su icerisinde c¢ozdiiriilmiis ve 14 mL’lik tiip icinde 4 °C’de en fazla 1 hafta siire ile

saklanmuigtir.
3.9.5.2.1IVF-TALP Medyumunun Hazirlanmasi

Kullanim giiniinden 1 giin 6nce asagidaki formiile gore hazirlanan medyumun
pH’s1 7,2-7,4 olarak, osmotik basinci 295+5 mOsm/kg olarak ayarlanmis ve 22 um’lik

diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek 4 °C’de saklanmstir.
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Tablo 3-7: IVF-TALP Medyumu:

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

P 4875 20 uM
PHE 100x Stok * H 1384 0,2 mL 10 uM

E 4250 1 uM
Gentamisin siilfat 200x Stok
(10 mg/mL) ** G 1264 0,1 mL 50 pug/mL
Heparin Stok 1mg/mL

H314 L
(170 USP/mg) ##* 3149 0,6 m 30 ug/mL
Na-piriivat 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 siilfat stok soltisyonu: 0,300 gr Gentamisin siilfat, 30 mL
embriyo test edilmis su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 1 mL’lik porsiyonlar halinde

eppendorf tiipiinde 4 °C’de en fazla 1 ay siire ile saklanmistir.

#%%%20 mM Na-piriivat stok soliisyonu: 0,022 gr Na-piriivat, 10 mL embriyo test
edilmis su icerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 14 mL’lik tiip icinde 4 °C’de en fazla 1 hafta siire

ile saklanmustir.

*##%] mg/mL Heparin stok soliisyonu: 0,030 gr heparin, 30 mL Sperm-TALP
medyumunun ic¢erisinde ¢ozdiiriilmiis 1,5 mL’lik porsiyonlar halinde eppendorf tiipiinde

-20 °C’de en fazla 1 ay siire ile saklanmigtir.

*100x PHE stok soliisyonu:
NaCl 157 mM (Sigma S 5886) soliisyonu: 0,918 gr NaCl 100 mL embriyo test edilmis

su icerisinde ¢ozdiiriiliir.

Laktat bisiilfit stok: 126 uL sodyum laktat (Sigma L 4263) + 50 mg sodyum

metabisiilfit (Sigma S 1516) 50 mL embriyo test edilmis su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve
1 M HCI (hidrojen klorik asit) ile pH’s1 4,0’e ayarlanir.
Penisilamin 10 mM (Sigma P 4875): 15 mg penisilamin 10 mL NaCl soliisyonu

icerisinde ¢Ozdiiriiliir.

Hipotaurin 10 mM (Sigma H 1384): 11 mg hipotaurin 10 mL NaCl soliisyonu igerisinde

cozdiiriilir.
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Epinefrin 1 mM (Sigma E 4250): 1,8 mg epinefrin 10 mL laktat bisiilfit stok soliisyonu

icerisinde ¢ozdiiriilir. Epinefrin solisyonu PHE stok soliisyonunun hazir olmasina

yakin zamanda hazirlanip bekletmeden ana karigimin i¢ine katilir.

Tablo 3-8: 100x PHE stok:

30 mL 100X PHE stok IVF-TALP
Kimyasal Madde 100x PHE icindeki icindeki
stok konsantrasyonu | konsantrasyonu
10 mM Penisilamin 6 mL 2 mM 20 uM
10 mM Hipotaurin 3 mL 1 mM 10 uM
1 mM Epinefrin 3mL 0,1 mM 1 uM
157 mM NacCl 18 mL - -

100x PHE stok hazirlandiktan sonra epinefrin kolayca okside oldugu igin
hizlica 0,5 mL’lik porsiyonlar halinde eppendorf tiipiinde 151k gormemesini saglamak

amaciyla etraf1 aliiminyum folyo ile kapli olarak -20 °C’de 1 ay siire ile saklanmaistir.

3.9.6.SOF ve CRlaa Kiiltir Medyumlarimin Stok Soliisyonlarinin

Hazirlanmasi

3.9.6.1.SOF Kiiltiir Medyumunun Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Tablo 3-9: SOF-Stok A Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL
NaCl S 5886 3,145 (gr)
KCl P 5405 0,267 (gr)
KH,PO, P 5655 0,081 (gr)
MgS0,,7H,0 M 2643 0,091 (gr)
Na-laktat L 4263 0,30 (mL)
H,O W1503 49,20 (mL)

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 50 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 ay siire ile saklanmstir.
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Tablo 3-10: SOF-Stok B Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL
NaHCO; S 4019 1,050 (gr)
Fenol Red P 5530 0,0050 (gr)
H,O W 1503 50 (mL)

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 50 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 ay siire ile saklanmstir.

Tablo 3-11: SOF-Stok C Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde | Sigma 10 mL

Na-piriivat P 3662 | 0,0800 (gr)

H,0 W 1503 | 10 (mL)

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 14 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 hafta siire ile saklanmustir.

Tablo 3-12: SOF-Stok D Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde | Sigma 10 mL
CaCl,, 2H,0 C 7902 0,2620 (gr)
H,O W 1503 10 (mL)

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 50 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 ay siire ile saklanmistir.
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3.9.6.2.CR1aa Kiiltiir Medyumunun Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Tablo 3-13: CR1aa-Stok A Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL

NaCl S 5886 0,440 (gr)
KCl P 5405 0,015 (gr)
Na-piriivat P 3662 0,003 (gr)
NaHCO; S 4019 0,144 (gr)
Fenol Red (% 0,5) P 5530 0,032 (uL)
H,O W 1503 50 mL’ye tamamla

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 50 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 ay siire ile saklanmstir.

Tablo 3-14: CR1aa-Stok B Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL
LaktikAsit L 2000 0,150 (gr)
HemikalsiyumTuzu

H,O W 1503 | 50 mL’ye tamamla

Hazirlanan soliisyon 22 um’lik filtre yardimiyla steril edilerek 50 mL’lik tiip

icerisinde 4 °C’de 1 ay siire ile saklanmstir.
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3.9.7. SOF ve CR1aa Kiiltiir Medyumlarimin Hazirlanmasi
3.9.7.1.SOF Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

Kullanim giiniinden 2 giin 6nce asagidaki formiile gore hazirlanan medyumun
pH’s1 7,4 olarak, osmotik basinci 275-285 mOsm/kg olarak ayarlanmis ve 22 um’lik
diisiitk protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek 4 °C’de saklanmistir. Dollenmis
oositlerin kiiltiire konacagi giinden 6nceki aksam %35 oraninda Foétal Buzagi Serumu
eklenerek tekrar 22 um’lik diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek kiiltiir

petrileri hazirlanmistir.

Tablo 3-15: SOF Kiiltiir Medyumu:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL
H,0 (mL) W 1503 39 mL
Tri-Na-sitrat-dihidrat S 1804 0,0050 gr
Miyo-inositol 17508 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 puL.
L-Glutamin 200 mM G 5763 50 uL
Gentamisin Siilfat

10 mg/mL G 1264 250 pL

3.9.7.2.CR1aa Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi
Kullanim giiniinden 2 giin 6nce asagidaki formiile gore hazirlanan medyumun
pH’s1t 7,2-7,4 olarak, osmotik basinct 280-285 mOsm/kg olarak ayarlanmis ve
22 um’lik diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek 4 °C’de saklanmustir.
Dollenmis oositlerin kiiltiire konacagi giinden 6nceki aksam %35 oraninda Fétal Buzagi
Serumu eklenerek tekrar 22 pm’lik diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril edilerek

kiiltiir petrileri hazirlanmigtir.



Tablo 3-16: CR1aa Kiiltiir Medyumu:

Kimyasal Madde Sigma 50 mL
H,O W 1503 50 mL’ye tamamla
CRlaa Stok A - 38 mL
CR1laa Stok B - 10 mL
BME 50X B 6766 1,0 mL
MEM 100X M 7145 0,5 mL
L-Glutamin 200mM G 5763 50 uL
Sigir Serum Albiimini (Yag A 8806 0,1500 gr
asiti serbest BSA-FAF)

Penisilin 100 U/mL P 7794 0,0035 gr
Streptomisin 100 pg/mL S 1277 0,0050 gr

3.9.8.Dondurmada Kullamilan Medyumlarin Hazirlanmasi

3.9.8.1.Vitrifikasyon Medyumunun Temel Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tablo 3-17: Vitrifikasyon Medyumunun Temel Soliisyonu (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
KH,PO, P 5655 0,3 gr 1,5 mM
Na,HPO, anhidroz S 5136 1,15 gr 8,1 mM
CaCl,2H,0%* C 7902 0,133 gr 1,2 mM
MgCl,6H,0%* M 2393 0,100 gr 0,49 mM
D-Glukoz G 6152 0,100 gr 5,5 mM
Na-Piruvat P 4562 0,036 gr 0,32 mM
Penisilin P 7794 0,066 gr 100 TU/mL
Streptomisin S 1277 0,050 gr 50 pg/mL
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* CaCl,2H,0 ve MgCl,6H,0 ayr kaplarda embriyo test edilmis su icerisinde eritilip

soliisyonun hacmi 1 L’ye tamamlanmadan Once son agamada yavasca medyuma ilave

edilmistir.
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Soliisyon hazirlandiktan sonra pH’s1 7,2-7,4 osmotik basinct 280-285 mOsm/kg
olarak ayarlanmistir. 22 pm’lik filtre yardimiyla steril edilerek 4 °C’de en fazla 1 ay

siire ile saklanmustir.

Kullanim giinti vitrifikasyon temel soliisyonunun igine %20 oraninda fotal
buzagi serumu katilarak tekrar 22 pm’lik diisiik protein tutan filtre yardimiyla steril

edilmistir.

3.9.8.2.Ekilibrasyon ve Vitrifikasyon Medyumlarimin Hazirlanmasi

Tablo 3-18: Ekilibrasyon ve Vitrifikasyon Medyumlari:

Kimyasal Madde Ekilibrasyon Vitrifikasyon Sigma
Medyumu (VS1) | Medyumu (VS2)

Etilen Glikol (EG) 0,931 mL (1,5M) | 1,550 mL (2,5M) | E9129

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

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

?(;}I;SIFSCOSII’JIS:’P(’)E S) 8,288 mL 10 mL’ye tamamla -

Ekilibrasyon ve vitrifikasyon soliisyonlar1 kullanim giiniinde %20 FCS katkil

temel soliisyondan taze olarak hazirlanmustir.

3.9.8.3.Dondurma Payetlerinin Hazirlanmasinda ve Eritilmesinde

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Tablo 3-19: Dondurma Payetlerinin Hazirlanmasinda ve Eritilmesinde Kullamlan

Soliisyonlar:

Kimyasal Madde 0,5 M Sukroz 1 M Sukroz
Sukroz 1,71 gr 3,42 gr
Temel Soliisyon %20 FCS’li PBS 10 mL’ye tamamla 10 mL’ye tamamla
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Blastosist asamasina ulasmis embriyolarin dondurulmasinda 0,5 M sukroz
soliisyonu kullanilirken embriyolarin eritilmesi icin 6énce 1 M sukroz soliisyonu

ardindan 0,5 M sukroz soliisyonu kullanilmistir.

3.10.Verilerin Degerlendirilmesi
Tez calismasinda elde edilen verilerin istatiksel agidan degerlendirilmesinde

SPSS-13.0 paket programi dahilinde %2 (Ki-kare) testi kullanilmistir.
3.11.Alet ve Malzeme Listesi
Alet Listesi:

0, ve CO, inkiibatorleri
CO, inkiibatori

Etiiv

Stereomikroskop

Steril kabin
Goriintiileme sistemi
Isitma tablasi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-80°C)
Osmometre

pH metre

Hassas terazi
Karistirici

Santrifiij cihazi



Malzeme Listesi:

Desikator

Azot tanki

Parafilm

Cerrahi set

Enjektorler

4 gozlii kiiltiir petrileri

35 ve 60 mm’lik kiiltiir petrileri
14 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri
Otomatik pipetler

Otomatik pipet uclari

Siringa ucu filtreler

Kimyasal Malzeme Listesi:

BME amino asit soliisyonu
BSA (s1g1r serum albiimini)
CaCly, 2H,0

DMSO (dimetilsiilfoksit)
Embriyo test edilmis su
Etilen glikol

Epinefrin

Epidermal biiytime faktorii
Fotal sigir serumu

Fotal buzagi serumu

Gentamisin Sulfat
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Glukoz
Glutamin (L-glutamin)

Fenol red

FSH (Folikiil stimiile edici hormon)

LH (Liiteinlestirici hormon)
Gliserol

Heparin

Hepes acid free

Hepes Na tuzu

Hipotaurin

KCl1

KH,PO,4

Laktat hemi kalsiyum
Laktat sodyum tuzu

MEM amino asit soliisyonu
MgCl,, 6H,O

MgSO,, TH,O

Mineral yag

Miyoinositol

NaCl

NaH,PO4

NaHCO;

Na metabisiilfit

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 caligmasinda ilk {i¢ tanesi sistemi yerlestirmek ve kriyoprotektanlarin
embriyo lizerindeki toksisitesini saptamak amaciyla olmak iizere toplamda 18 deney
yapilmistir. Geriye kalan 15 deneyin 4 tanesinde elde edilen 690 oosit
inkiibatorlerde olusan kontaminasyon sonucunda boliinememistir ve istatistiki

degerlendirmeye alinmamaistir.

11 tekrarli ¢alisma sonunda biiyiikbas hayvan kesimhanesinden 329 adet
ovaryum toplanmis ve 2710 adet sigir oositi elde edilmis, bu oositlerden 2357 tanesi
olgunlastirilmak tizere kullanilmistir (%86,97). Bu veriler 15181nda bir ovaryumdan

elde edilen oosit sayisi ortalama 12,13 bulunmustur.

Sisteaminli (Grup A) ve Sisteaminsiz (Grup B) olgunlasma medyumlarinda
olgunlastirilan s18ir oositlerinin kiiltiirlerinde farkli iki medyum SOF ve CR1aa test
edilmek amaciyla kullanilmistir. Bu amagla her bir grup iki alt gruba boliinerek

toplamda dort kiiltiir grubu olusturulmustur:
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 tiim

deney gruplarina ait veriler Tablo 4-1 ve Tablo 4-12 arasinda sunulmustur.
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Tablo 4-1: Sisteaminin Sigir Embriyolarimin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-I):

Kiiltiire | BOliinen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1 | Oosit | Sayisi Sayist
Qosit Sayisi (%)
SaylSl (%) (% )
Grup
27 2 0
Al 60
(45) (7,4) (0)
Sisteamin (SOF)
120/140
@ Grup
29 0 0
All 60
(48,3) (0) (0)
(CR1aa)
Grup
25 0 0
BI 63
(39.6) 0) (0)
Sisteamin (SOF)
113/120
)
Gru
P 15 1 0
BII 50
(30) (6,6) (0)
(CR1aa)
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Tablo 4-2: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-II):

Kiiltiire | BOliilnen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir | Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1| Oosit | Sayisi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup Al 21° 0° 0
50
(SOF) 42) (0) (0)
Sisteamin
98/125
) Grup st | o .
AIl 48
(CRlaa) (52) 0) (0)
Grup
34 12" 2
BI 48
Sisteamin (70,8) (35,2 (5,8)
97/125 (SOF)
(=)
Grup BII 34° 8* 2
49
(CRl1aa) 69,3) | (23,9 (5.9)

> Ayni siitunda ortak harf tagimayan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0,05).

*: P<0,05
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Tablo 4-3: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-III):

Kiiltiire | BOliilnen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir | Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1| Oosit | Sayisi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup Al 36" 10 6
54
(SOF) 66.6) | 2711 | (16,6
Sisteamin
107/125
) Grup 340 12 5
Al 53
(CR1aa) 641) | 352 | 147
Grup
44" 16 4
BI 58
Sisteamin (75,8) (36,3) )
116/125 (SOF)
)
GrapBI 29° 12 3
(CRl1aa) 0) | @13 (10,3)

*> Ayni siitunda ortak harf tagimayan degerler arasindaki fark Gnemlidir (P<0,05).

*: P<0,05




62

Tablo 4-4: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-IV):

Kiiltiire | BOliilnen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir | Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1| Oosit | Sayisi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup 28 10 2
33
AI (SOF) (84,8) (35,7) (7,1)
Sisteamin
65/120
(+) Grup ” 4 0
AIl 32
(CR1an) ©8,7) | (18,1) )
Grup
35 8 3
BI 53
Sisteamin (66) (22,8) (3.5
94/120 (SOF)
(=)
Grup BII il 24 4 2
(CR1aa) (585) | (166) | (83)
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Tablo 4-5: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-V):

Kiiltiire | BOliinen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir | Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1| Oosit | Sayisi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup 36 10 8"
93
AI (SOF) (38,7) (27,7) (22,2)
Sisteamin
168/200
) Grup 31 11 10°
AIl 75
(CR1an) “13) | 654 | (22
Grup
26 12 7
BI 75
Sisteamin (34,6) (46,1) (26,9)
172/200 (SOF)
(=)
Grup BII 44 5 1™
97
(CRl1aa) @53) | (11,3 2.2)

> Ayni siitunda ortak harf tagimayan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0,05).

*: P<0,05
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Tablo 4-6: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-VI):

Kiiltiire | BOliilnen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir | Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar1| Oosit | Sayisi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
SaylSl (%) (% )
Grup 35¢ 0° 0
66
Al (SOF) (53) (0) (0)
Sisteamin
134/140
) Grup T .
All 68
(CRlag) @n | G (0
Grup
24° 0° 0
BI 71
Sisteamin (33.8) 0) 0)
139/140 (SOF)
)
Grup BII 23 5° 1
68
(CRl1aa) (338 | (1.7 4,3)

> Ayni siitunda ortak harf tagimayan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0,05).

*: P<0,05
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Tablo 4-7: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-VII):

Kiiltiire |BOliinen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar | Oosit Sayisi Sayist
QOosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup
18 4 3
Al 46
(39,1) (22,2) (16,6)
Sisteamin (SOF)
100/110
) Grup
22 4 1
All 54
(40,7) | (18,1) 4.5)
(CR1aa)
Grup
24 3 2
BI 52
(46,1) | (12,5) (8,3)
Sisteamin (SOF)
112/130
)
Gru
P 26 3 1
BII 60
(43.3) | (1L5) (3.8)
(CR1aa)
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Tablo 4-8: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-VIII):

Kiiltiire |BOliinen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar | Oosit Sayisi Sayist
QOosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup
16 5 2
Al 30
(53,3) (31,2) (12,5)
Sisteamin (SOF)
60/70
+)
Gru
P 9 3 1
All 30
(30) (33,3) (11,1)
(CR1aa)
Grup
8 2 0
BI 20
(40) (25) (0)
Sisteamin (SOF)
40/50
)
Gru
P 7 4 2
BII 20
(35) (57,1) (28,5)
(CR1aa)
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Tablo 4-9: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-IX):

Kiiltiire |Boliinen _ | Genislemis
Olgunlasmaya . | Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar: Oosit Saysi Sayist
Oosit Sayisi (%)
Sayisi 1 (%) (%)
Grup
14 1 0
Al 46
(30.4) (7,1) (0)
Sisteamin (SOF)
95/100
® Grup
16 3 0
All 49
(32,6) | (18,7) 0
(CR1aa)
Grup
20 3 0
BI 35
(57.1) (15) 0
Sisteamin (SOF)
67/70
)
Gru;
P 15 2 0
BII 32
(46.8) | (13.3) 0
(CR1aa)
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Tablo 4-10: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-X):

Kiiltiire |BOliinen .| Genislemis
Olgunlasmaya . | Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplari Oosit Sayisi Sayisi
Oosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup
31 15 5
Al 43
(72) (48,3) (16,1)
Sisteamin (SOF)
85/90
® Grup
29 11 4
All 42
(69) (37.9) (13,7)
(CR1aa)
Grup
35 18 6
BI 54
64,8) | (51.4) (17,1)
Sisteamin (SOF)
107/110
© Grup
34 17 5
BII 53
(64,1) (50) (14,7)
(CR1aa)
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Tablo 4-11: Sisteaminin Sigir Embriyolarinin in Vitro Gelisimlerine Etkisi (Deney-XI):

Kiiltiire |BOliinen .| Genislemis
Olgunlagsmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplar | Oosit Sayisi Sayist
Qosit Sayisi (%)
Sayisi (%) (%)
Grup
23° 0 0
Al 73
(31,5) 0) (0)
Sisteamin (SOF)
144/150
® Grup ,
43" 4 2
AIl 71
(60,5) 9.3) (4,6)
(CR1aa)
Grup
33* 2 0
BI 60
(55) (6) (0)
Sisteamin (SOF)
124/150
)
Gru .
P 42° 5 2
BII 64
(65,6) | (11,9 4,7)
(CR1aa)

> Aymi siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0,05).

*: P<0,05
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Tablo 4-12: Sisteaminin Sigir Embriyolarmin in Vitro Gelisimlerine Etkisi
(Tiim Deneyler):
Kiiltiire | BOliinen .| Genislemis
Olgunlasmaya .| Blastosist .
Olgunlasma Kiiltiir Konan | Oosit Blastosist
Birakilan/Toplam Sayisi
Medyumu Gruplan Oosit | Saymsi Sayisi
Qosit Sayisi (%)
Sayis1 (%) (%)
Grup
285 57 26
Al 594
(47.9) (20) O.1)
Sisteamin (SOF)
1176/1370
+
) Grup
292 53 26
AIl 582
(50.1) | (18.1) (8.9)
(CR1aa)
Grup
308 76 27
BI 589
(52,2) | (24.0) (8.8)
Sisteamin (SOF)
1181/1340
©) Grup
293 66 19
BII 592
(49.4) | (22.5) (6,4)
(CR1aa)
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4. TARTISMA

Glinlimiizde si18ir, domuz, koyun, keci gibi tiirlerin in vitro embriyo
iiretimlerinde  olgunlagsma ve kiiltir medyumlarina ilave edilen (TCM-199, SOF,
CR1aa) sisteamin, sistin, sistein, f-merkaptoetanol olarak bilinen antioksidan maddeler
embriyo gelisimi iizerine pozitif etkilerinden dolay1 siklikla kullanilmaktadir (de Matos
ve ark. 2002; Kobayashi ve ark. 2006; De ve ark. 2011; Wani ve ark. 2012). Tez
caligmasinda sisteaminin si1gir oositlerinin olgunlasma asamasinda olumlu etkisi
hipotezine dayanarak TCM-199 medyumuna eklenerek kullanilmis ve daha sonra
CRlaa ve SOF gibi farkli kiiltir medyumlarinda embriyo gelisimi iizerine etkisi
arastirilmistir. Su ana kadar yapilan calismalarda mevcut bilgilere gore sigir oositlerinin
olgunlagmasinda kullanilan sisteaminin SOF medyumunda kiiltiirii yaygin bir sekilde
arastirilmasina ragmen, CR1aa medyumunda embriyo gelisimine olan etkisi ile ilgili

herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Tablo 4-12’de goriildiigii tizere Sisteamin ilave edilen TCM-199 medyumunda
1176 adet oosit olgunlagtirilirken, Sisteamin eklenmeyen TCM-199 medyumunda ise
1181 adet oosit kullanilmistir. Her iki gruba ait oositler dollenmeyi takiben SOF ve
CRlaa kiiltiir medyumlarinda hemen hemen esit sayida olmak {izere 2’ser alt gruba
boliinmiis ve boliinme oranlart sirasiyla %47,9 (Grup A-1 SOF), %50,1 (Grup A-II
CR1laa), %52,2 (Grup B-I SOF), %49,4 (Grup B-II CR1aa) olarak bulunmustur. Bu
oranlara gore olgunlasma acisindan aralarinda istatistiki bir fark saptanmamistir.
Gasparini ve ark. (2000) TCM-199 medyumunda 100 pM sisteamin ilave ederek
olgunlastirdiklart ve SOF medyumunda kiiltiire ettikleri sigir oositlerinin boliinme
oranin1 %56,92 olarak saptarlarken, Singhal ve ark. (2009) bufalo oositlerinde 50 uM
sisteaminle yaptiklart calismada boliinme oranint  %60,7 olarak bulmuslardir.
Oyamada ve Fukui (2004) ise epidermal biiyiime faktorii ve sisteaminin sigir
oositlerinin olgunlagmasi {iizerine etkilerini arastirmiglar; 100 pM sisteamin ilave
ettikleri grupta boliinme oranin1 %62,4 epidermal biiyiime faktorii ve sisteaminli grupta

9%63,2 bularak aralarinda istatistiki bir fark saptamamislardir.
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Tez calismasinda bulunan sonuglar ile Oyamada ve Fukui’nin (2004) buldugu
degerler birbirine paralel goziikmektedir. Bircok arastirici antioksidan maddelerin
oositlerin olgunlagsmasinda ve embriyolarin gelismesi iizerinde pozitif etkileri oldugunu
savunsalar da antioksidanlarin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
In vivo sartlarda EGF (Dekel ve Sherizly 1985), EGF benzeri biiyiime faktorleri (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 analoglart (Cho ve ark. 1974) gibi
olgunlagma inhibitorlerinin etkilerini ortadan kaldirdigi bilinmekle birlikte in vitro
sartlarda gonadotropinlerin ve biiyiime faktorlerinin eksojen olarak medyumlara
katilmasiin antioksidansiz bir ortamda dahi adi gegen inhibitorleri etkisiz kilabilecegi
ayrica olgunlagma icin yeterli olabilecegi tez calismasiyla da desteklenmektedir.

Ayn1 zamanda Balasubramaninan ve Rho (2007) yine sisteamin katkil
TCM-199 medyumunda olgunlastirdiklar1 oositlerin ayn1 medyumda kiiltiir sonrasi
boliinme oranlarin1 %77,3 sisteaminsiz grupta ise %72,4 olarak kaydetmisler ve
aralarinda istatistiki onem bulamamislardir. Bu sonuglar tez calismasinda bulunan
olgunlagma sonuclariyla aym dogrultuda goziikmektedir. Domuzlarda ise sisteaminin
oosit olgunlagsmasindaki pozitif etkisi %96,2 ile yiiksek oranda, boliinmedeki etkisi ise
%72,8 olarak saptanmistir. Bu durum da antioksidan maddelerin farkli tiirler ve
medyumlar arasinda degisik etki gosterdiklerini kanitlamaktadir (Kobayashi ve ark.
2006).

Diinyada yapilan ¢aligmalarda  sisteamin  kullanilmayan olgunlagma
medyumlariyla elde edilen sonuglari inceledigimizde Gasparrini ve ark. (2000) sigir
oositlerinin boliinme oranlarimi 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 calismasinda SOF medyumunda boliinme
oranlart %52,2 CRlaa medyumunda %49,4 olarak bulunmus ve aralarinda istatiksel
acidan fark saptanmamistir. SOF medyumu icin Gasparini ve ark. (2000) ile hemen
hemen ayni yiizdesel sonu¢ bulunurken, mevcut literatiirlere gore CR1aa medyumunda

sisteamin ile karsilastirma yapabilecegimiz bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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Tez caligmasinda kiiltiir siiresi sonunda Grup-AI’de (Tablo 4-12 ve Sekil 4-1)
blastosiste ulasma oram1 %20 ve genislemis blastosist %9,1 iken, Oyamada ve Fukui
(2004) ayn1 sartlar altinda sadece blastosist oranin1 %10,6 olarak bulmuslardir. Benzer
arastirmalarda olgunlasmada 50 uM sisteamin destekli in vitro {iretilen bufalo
embriyolarinin blastosiste ulasma orant %13,5 iken (Singhal ve ark. 2009), 100 uM
sisteamin destekli TCM-199 medyumunda mature ve kiiltiire edilen sigir embriyolarin

blastosist oran1 %13,7 olarak belirtilmistir (Balasubramanian ve Rho 2007).

Sekil 4-1: 8. giin, SOF (+) blastosist, genislemis blastosist, hatching ve hatched

blastosist.

a)Blastosist, b) Genislemis blastosist, ¢) Hatching blastosist, d) Hatched blastosist ve bos zonas1

Yapilan ¢alismalarda antioksidan madde eklenmeden olgunlastirilan ve kiiltiire
edilen embriyolarin farkl hayvan tiirlerinde ve medyumlarda blastosiste ulasma oranlari
sigirlarda  TCM-199°da %7,2 yine sigirlarda SOF’da %6, domuzlarda SOF
medyumunda ise %?23,3 olarak saptanmistir (Oyamada ve Fukui 2004;
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Balasubramanian ve Rho 2007; Singhal ve ark. 2009). Oyamada ve Fukui (2004), SOF
medyumunda kiiltiiriin 8. giiniinde blastosiste ulagma oranlarin1 goz Oniine
alindiklarinda kontrol (%6) grubu ile sisteaminli (%10,6) grup arasinda istatiksel bir
fark bulmuslardir (P<0,05). Tez caligmasinda ise Grup-BI’de (Tablo 4-12 ve Sekil
4-2) blastosist oranm1 %24,6 ve genislemis blastosist oran1 ise %8,8 olarak bulunmustur.
Grup-BI ve BII arasinda blastosiste ulasma oranlarinda yiizdesel bir fark olsa da

istatistiki bir nem saptanmamaigtir.

Sekil 4-2: 8. giin, SOF (-) blastosist, genislemis blastosist ve hatched blastosist.

a)Blastosist, b) Geniglemis blastosist, ¢) Hatched blastosistler ve bos zonalar1

Benzer durum farkli medyumlarda kiiltire edilen Grup AI-SOF ve Grup
AII-CR1aa arasinda da gozlenmektedir. Grup AI-SOF’ta blastosist oran1 %20 iken Grup
All-CR1laa’da %18,1°dir (Sekil 4-3) ve aralarinda istatistiksel bir fark yoktur. Dikkat

cekici nokta ise antioksidan katilmamis olan olgunlasma medyumunda olgunlasan
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embriyolarin kiiltiir siiresince blastosiste ulagsma oranlar1 (SOF medyumunda %24,6 ve
CRlaa medyumunda %22,5) (Sekil 4-4) yiiksek iken; antioksidanli olgunlasma
medyumunda olgunlastirilan embriyolarin SOF medyumuna (%20) oranla CRlaa
medyumunda blastosist oranlarinin (%18,1) diisitk bulunmasiyla birlikte aralarinda
istatistiksel bir fark olmamasidir. Bu sonu¢ bazi bilim insanlarinin antioksidanlarin
embriyo gelisimi iizerindeki pozitif etkilerinin belirli kosullarda ve farkli medyum
iceriklerinde gecerli oldugu tezini desteklemektedir (Van Soom ve ark. 2002; Ali ve
ark. 2003).

Sekil 4-3: 8. giin, SOF (+) blastosist ve genislemis blastosist.

a)Blastosist, b) Geniglemis blastosist
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Sekil 4-4: 8. giin, SOF (-) blastosist ve genislemis blastosist.

a) Blastosist, b) Genislemis blastosist

Olson ve Seidel (2000) yaptiklar bir calismada kiiltiir medyumlarinda kullanilan
antioksidan miktarinin énemli oldugunu vurgularken, ayni arastiricilar antioksidanlarin
olumlu etkilerinin ¢ogunlukla yiiksek oksijen basincinda (%20) ortaya ciktigini
belirtmektedirler. Fakat, Yuan’in (2003) yiiksek oksijen basinci altinda yiiksek oranda
reaktif oksijen tiirevleri (ROS) acgiga c¢iktigimi bildirdigi i¢in tez calismasinda
embriyolarin kiiltiiriinde diisiilk oksijen basinc1 (%5) tercih edilmistir. Antioksidan
maddeler %20 oksijenli ortamda embriyolarin blastosiste ulasma oranlar tizerine pozitif
etki ettiklerinden dolay1 tez calismasinda SOF ve CR1aa medyumunda %5 O, basinci
kullanilmasi, antioksidanlarin yeteri diizeyde olumlu etkilerini a¢iga cikaramadiklarini
diistindiirmektedir. Bunu destekleyici olarak Rodina ve ark. (2009) yaptiklar1 bir
calismada %5 ve %20 oksijen basincinin KSOM ve TCM-199 gibi farkli kiiltiir
medyumlarinda farkli etki gosterdigini belirtmislerdir. Bu ¢alismayla tez ile dogru
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orantili olarak diisiik oksijen basinci altinda (%5) blastosist gelisiminin daha yiiksek

oldugunu vurgulamiglardir.

Diger yandan da arastiricilar embriyo kiiltiiriinde kullanilan medyum tiiriiniin ve
antioksidan miktarlarinin  blastosiste ulagsma kriteri olarak 6nemli oldugunu
vurgulamaktadirlar (Van Soom ve ark. 2002; Nedamble ve ark. 2006). Farkhi
medyumlar, farkli enerji maddeleri ve genis varyasyonlarda mineral madde
icermektedirler ve embriyolar gerekli olan bu besin maddelerini embriyonik geligim
stirecinin degisik donemlerinde kendilerine uygun gaz atmosferi altinda kullanarak
blastosist asamasina ulagirlar (Lane ve Gardner 2007; Goovaeerts ve ark. 2009; Ozdas
ve ark. 2012b). Takahashi ve ark. (1993) ile de Matos ve ark.’1n (1996) belirttikleri
tizere TCM-199 medyumunda 50-100 uM oraninda kullanilan sisteamin kiiltiir boyunca
embriyo gelisimine pozitif etki ederken; SOF medyumunda sadece 25-50 puM

sisteaminin gerekli oldugunu bildirmistir (Van Soom ve ark. 2002).

Tezde sisteaminsiz ortamda olgunlasan embriyolarin kiiltiirlerinde Grup Al ve
Grup AII’de blastosist oranlarimin diisiik olmasi1 antioksidanlarin %20 O, basinci altinda
bilinen genel etkilerini %5 O, basinci altinda gosteremediklerini diisiindiirmektedir. Tez
caligmasinda 8. giinde genislemis blastosiste ulasma oranlar1 sirastyla Grup AI-SOF
9%9,1, Grup AIlI-CRlaa %8,9, Grup BI-SOF %8.8, Grup BII-CRlaa %6,4 olarak
saptanmis ve gruplar arasinda istatistiki bir onem bulunamamistir. Oyamada ve Fukui
(2004) ise SOF medyumunda kiiltiiriin 8. giiniinde yalnizca blastosist oranlarim1 kontrol
grubunda %6, Sisteaminli grupta ise %10,6 olarak saptamislar ve aralarinda istatistiksel
onem bulmuslardir ve blastosist asamasindan sonraki gelisim oranlarindan
bahsetmemislerdir. Antioksidan maddeler sistinin sisteine indirgenmesini saglayarak
glutatyon sentezini arttirilar. Bu da hiicre i¢ci GSH sentezini yiikselterek embriyonun
oksidatif strese karsi korunmasini saglar ve boylelikle in vitro kiiltiiriin 6. giiniinde
blastosiste ulasan embriyo sayisini arttirir (Balasubramaninan ve Rho 2007, Singhal ve
ark. 2009). Tez calismasinda kiiltiiriin 7. giiniinde blastosist sayilar1 kaydedilmistir
ancak 7. giinde kompakt morula halinde goriilen embriyolar ertesi giin hizli bir sekilde
genislemis olarak saptanmiglar ve kaydedilmislerdir (Tablo 4-12). Bu etkinin

antioksidanlarin pozitif etkilerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Diinyada son 40 yilda memeli embriyolar1 yavas dondurma ve vitrifikasyon
metotlart ile dondurulmaktadir (Keskintepe ve ark. 1995; Mucci ve ark. 2006). Ancak
yapilan son caligmalarda vitrifikasyon metodu ile dondurulan embriyolarin eritme
sonrast canlilik oranlarmin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Imai ve ark. 2002).
Keskintepe ve Brackett (2000) dondurulma c¢alismalarinda sigir embriyolarinin
donmaya karst duyarhilii, kriyoprotektanlarin hiicre membranlarindan gecmeleri,
difiizyon hizlar1 ve molekiil agirliklarinin eritme sonrasinda embriyo kalitesini etkileyen
faktorler arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bu amacgla vitrifikasyon medyumunda
kriyoprotektan olarak DMSO, etilen glikol, gliserol ve makromolekiil yapisina sahip
olan seker tiirevlerinden sukroz kriyoprotektanlara ek olarak osmolariteyi arttirmak ve
hiicre i¢indeki sivinin disar1 alinmasi amaciyla tercih edilmektedir (Pugh ve ark. 2000).
Tez c¢alismasinda sonuncu dondurma soliisyonunda yiiksek oranda kriyoprotektif
maddeler (2,5 M etilen glikol, 2 M DMSO ve 0,5 M sukroz) kullanmilmistir.
Vitrifikasyon metodunun dezavantaji yiiksek oranda kriyoprotektan madde gereksinimi
ve bunlarin embriyo iizerinde toksik etki gostermeleridir (Pugh ve ark. 2000). Ancak
farkli kriyoprotektanlarin ikili veya tii¢lii kombinasyonlar seklinde kullanilmasi bu
kimyasallarin bireysel ve spesifik toksik etkilerini azaltmak icin tercih edilmektedir.
(Vajta ve Kuwayama 2006). Ayrica kriyoprotektif maddelerin kullanim miktarlar
embriyonun saglikli bir sekilde donup erimesini saglamasi agisindan Onemlidir.
Minimum hacimlerde kullanilan kriyoprotektanlar zona pellusida ve embriyonun
yapisinin bozulmasini engeller (Kuwayama 2007; Rios ve ark. 2010). Caligmada payet
yontemine gore dondurma metodu kullanilmis ve embriyolarin payete yiiklenmesi
strasinda vitrifikasyon soliisyonunun hacimi 3-5 pL civarinda olmustur.

Oositlerin  ve embriyolarin in vitro kiiltiirlerinde sistein, N-asetilsistein,
sisteamin, SOD ve [ merkaptoetanol gibi antioksidan maddelerin kullanimi ve
vitrifikasyon metodu ile dondurma ve eritme sonrasi gelisimleri ile ilgili yapilan
calismalar fazla sayida degildir. Bu bilgilere bagh olarak tez ¢alismasinda belirtildigi
lizere sisteaminin antioksidan etkisinin eritme sonrasi embriyo gelisimleri iizerine

etkileri ile ilgili sonuglar Tablo 4-13’te verildigi gibidir.
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Tablo 4-13: Dondurulan Sigir Embriyolariin Eritme Sonrasi Gelisimleri:

Dondurulan Eritme Sonrasi
Embriyo Sayist Kiiltiire Konan | Embriyolarmn 48. Saat Gelisimi | 43- Saat
Embriyo Sayisi Somfnda
Gruplar TG:ll)llsae:Ill
Blastosist| Genislemis| Blastosist| Genislemis| Genislemis| Hatching| Hatched Embriyo
Blastosist Blastosist | Blastosist | Blastosist| Blastosist| Sayisi
(%)
Grup i .
Al 21 26 18 18 0 1 1
(SOF) (%5.5)
Grup o
All 23 26 17 21 5° 1 3
(CR1aa) (%23,6)
Grup o
BI 37 27 26 22 0° 0 0
(SOF) (%0)
Grup i "
BII 33 18 25 13 1 1 0
(CR1aa) (%5,2)

*> Aym siitunda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark nemlidir (P<0,05).

*: P<0,05

Sisteaminli ve sisteaminsiz TCM-119 medyumunda olgunlastirilan embriyolar
CR1laa ve SOF medyumlarinda kiiltiirleri sonucunda 154 tanesi blastosist ve 98 tanesi
genislemis blastosist olmak iizere toplamda 252 adet embriyo elde edilmistir. Elde
edilen bu embriyolardan morfolojik olarak dondurmaya uygun olanlar1 arasindan 114
adet blastosist ve 97 adet genislemis blastosist vitrifikasyon metodu ile dondurulmustur.
Blastosist asamasina ulasan sigir embriyolarindan %74’ (114/154) dondurulurken, bu
oran genislemis olan embriyolarda %98,9 (97/98) olarak bulunmustur. Verilen degerler
incelendiginde in vitro ortamda genislemis blastosist asamasindaki embriyolarin
cevresel kosullardan blastosistlere oranla daha iyi yararlandigi ve bu embriyolarin
donma kabiliyetlerinin daha yiiksek oldugu anlasilabilir.

Dondurulan embriyolardan Tablo 4-13’te goriildiigii gibi Grup Al’de eritme

sonrasi 21 adet blastosistten 18 tanesi (%85,7), 26 adet genislemis blastosistten yine 18
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tanesi (%69,2); sirastyla Grup All’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) gelisimlerini
kaydetmek iizere kendi gruplarina ait kiiltiir medyumlarinda 48 saatlik inkiibasyona
alinmislardir. Bu sonuglara gére dondurulan ve eritme sonrasi kiiltiire konan hiicre
sayilar1 arasindaki azalma embriyolarin dondurma sirasinda onemli ol¢iide morfolojik
olarak fonksiyonel bozukluga ugradiklarinin gostergeleridir (Vajta ve Kuwayama
2006). In vitro iiretilen embriyolarda in vivo iiretilenlere oranla zona pellusidanin ¢ok
daha kirilgan ve hassas oldugu ayrica bu embriyolarin dondurulmasi sirasinda
kriyoprotektan maddelere maruz kalmalar1 neticesinde yapisal biitiinliiklerini
koruyamadiklar1 bilinmektedir (Fair ve ark. 2001). Calismada eritme sonrasinda tiim
gruplarda cogunlukla zona catlagi ve yirtilmast gozlemlenmis bu nedenle hasarli
embriyolar kiiltiire konmamislardir.

48 saatlik kiiltiir siiresi sonunda Grup Al’de toplamda 2 adet embriyo gelisimine
devam etmis (%5,5) ve aralarindan 1 tanesi zonasindan ¢ikmaya baslamis (hatching), 1
tanesinin de hiicre igerigi zonadan tamamen ayrilmis (hatched) olarak kaydedilmistir.
Grup All'de eritme sonrasi gelisen 9 adet (%23,6) embriyodan 5 tanesi expanded, 1
tanesi hatching 1 tanesi de hatched olarak kayda alinmistir. Grup BI’de eritme sonrasi
kiiltiire konan toplam 48 adet embriyodan gelismesine devam eden olmamistir (%0).
Son olarak Grup BII'de ise gelisim siiresi sonunda 1 adet expanded blastosist, ve 1 adet
hatching blastosist bulunmustur (%5,2).

Eritme sonrasi en yiiksek oranda embriyo gelisimi %23,6 ile Grup All’de elde
edilmistir (Sekil 4-5). Elde edilen bu sonucla diger gruplar arasinda istatistiksel acidan
onemlilik saptanmistir (P<0,05). Burada dikkat ¢eken en dnemli nokta Tablo 4-13’te
goriildugli tizere Grup BI’de eritme sonrasi 48 saatlik inkiibasyon siiresi bitiminde
herhangi bir gelismenin olmamasidir. Grup AlIl’de bulunan %?23,6’lik oran Mucci ve
ark.’nin (2006) CR1aa medyumunda gelistirdigi embriyolarin eritme sonrasi 48. saatteki
canlilik oranina (%26,7) oldukca yakindir. Grup BI’de canlilik oranina bakildiginda
(%0) bulunurken; Gomez ve arkadaslar1 eritme sonrast SOF medyumunda 48 saat sonra
canlilik oranin1 %35,2 olarak bulurken, Shirazi ve arkadaslar1 ise bu oran1 %28,1 olarak

kaydetmislerdir (Gomez ve ark. 2008; Shirazi ve ark. 2009).
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Sekil 4-5: CR1 (+) eritme sonrasi 48. saat gelisimi.

a)Hatching blastosist, b) Hatched blastosist ve bos zonast

Fair ve ark. (2001) in vitro olarak iiretilen embriyolarin daha koyu renkli
sitoplazmaya sahip ve donmaya kars1 daha duyarli olduklarimi bildirmislerdir. Donma
sirasinda hiicrenin yaralanmasi, hiicrenin biiyiikliigiine, bi¢imine, hiicre membranlarinin
gecirgenligine ve oositin ve embriyonun kalitesine baglidir. Her ne kadar hiicreler
donma sirasinda zarar gorseler de bazen kismen veya tamamen kendilerini onarir ve
uygun kosullarda gelismesine devam ederler (Vajta ve Kuwayama 2006). Calismada
eritme sonrasi gruplarda hiicrelerin ilk 2-3 saat igerisinde canhi olduklar
gozlemlenmistir. Ancak Kkiiltiirlin ilerleyen saatlerinde kendilerini toparlayamayip
cogunlukla gelisimlerine devam edememislerdir. Sadece Grup All’de eritme sonrasi
gelisme orani yiiksek bulunmustur (%23,6). Bu da bize antioksidanlarin belirli kosullar
altinda ve farkli medyumlarda pozitif etkilerini gosterebildiklerini kanitlamaktadir (Van
Soom ve ark. 2002; Nedambale ve ark. 2006b; Balasubramanian ve Rho 2007; Gupta ve

ark. 2010). Sonug¢ olarak elde edilen verilerde antioksidan maddelerden sisteaminin
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olgunlasma medyumuna eklenmesinin SOF medyumunda kiiltiire edilen embriyolarin
gelisimleri iizerine bir fark olusturmadig ancak CR1aa medyumunda gelisimlerini daha
iyi oranda arttirdifi ve embriyolar1 donmaya karsi daha dayamikli hale getirdigi

diistiniilmektedir.
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Universitat Miinchen and T.C. Istanbul University, 7-8 October 2010, Istanbul,
Turkey.
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2- Baran, A., Ozdas, O.B., Sandal, A.i., Ak, K. (2011): Tris ve Yagsiz Siit
Sulandiricist Ile Payetlerde Dondurulmus Kopek Spermasmin Eritme Sonras
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