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EG: Etilen Glikol

ET: Embriyo Transferi

FSH: Folikul Stimtle Hormon

GnRH: Gonadotropin-Releasing Hormone
GV: Germinal Vezikul
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PVP: Polivinil pirolidon

recFSH: Recombinant FSH

VO: Vitrifikasyon Oncesi

YUT: Yardimci Ureme Teknikleri



1. GIRiS

Kriyoprezervasyon ¢ok dusuk i1sida canli hiicre veya dokunun, minimum
hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin uzun sireli saklanmasidir. Kadin
yumurta hcresi (oosit), erkek sperm hiicresi, embriyolarin ve gesitli dokularin
endikasyonu konulmak sartiyla dondurularak saklanabilmesi, yillar sonra
ihtiyac halinde kullanma olanagi sagladigi icin gerek hastalar gerekse
tipbebek teknolojisinin gelisimi agisindan ¢ok dnemlidir (Mahmoudi ve ark
2008). Ozellikle ailede erken menopoz dykisi, gecirilmis yumurtalik cerrahisi,
kemoterapi veya radyoterapi 6ykisu olan kadinlarda fertilitenin devami igin
yapilan oosit veya ovarial doku kriyoprezervasyonu, yeni ufuklar agmistir

(Farsani ve ark 2007).

Insan gamet ve embriyolari in vivo ortamda farkli gelisimsel hiicre
evrelerinde iken canlh  kalmak icin degisik fizyolojik ihtiyaclar
gostermektedirler. In vitro ortam olan tim laboratuar proseddrleri ise insan
gamet ve embriyolarinin hasarlanabilecegi ortamlardir. Kriyoprezervasyonda
temel prensip donma ve ¢oziinme sirasinda olusabilecek hicre ici buz
kristallerinin ~ olusumunu  engelleyerek, oositlerin  buz kristallerinden
gorecekleri zarari 6nlemektir. Bunu saglamak amaciyla hiicre ici sivisinin,
hicre membranindan gegebilen baska bir deyisle nifuz edebilen
kriyoprotektif  ajanlarla  (KPA)  yer degistirmesi  hedeflenmektedir.
Kriyobiyolojide sogutma hizi dondurma islemi sirasinda ¢ok hizli olursa hicre
icindeki su disari ¢ikamaz, intrasellller buzlanma olur ve hicre odlebilir.
Dondurma islemi ¢ok vyavas olursa, zararsiz hicre disi buzlanma
gerceklesirken, ortamin ozmolalitesindeki artis ve hiicrenin dehidrate olmasi

hiicre hasarina veya 6lmesine sebep olabilir. Dolayisiyla optimal bir sogutma



hizi kullanilmahdir. Isleme alinacak hiicrenin fiziki ve kimyasal &zellikleri iyi

bilinmelidir (Liebermann ve ark 2002a).

Kriyoprezervasyon ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda, vitrifikasyon
isimli dondurma sistemi gelistirilmistir. Vitrifikasyonda KPA'larin dondurma
isleminde buz olusumunu baskilamalari en 6nemli unsurdur ve sicaklik
distiikce, solisyon timdiyle viskoz bir hal alarak sonunda camsi bir faza
gecmektedir (Fahy ve ark 1984). KPA'lar sudan daha yavas olarak hicre
membranindan pasif olarak gecebilirler ve suyun vyerini alrlar. KPA'larla
karsilasan hicreden kimyasal dengenin devamhhgi icin su ¢ikisi olur ve hicre
bizusir (Rama Raju ve ark 2006). Bu islem sirasinda buz kristali olusumu

minimaldir.

Olduriicti buz kristallerinin olusumu donma asamasindakine kiyasla
¢O6ziinme asamasinda daha hizli sekillenmektedir. Bu nedenle, vitrifikasyondan
sonra canliliklarini strdurebilmeleri, ayni zamanda, devitrifikasyon sirasinda
meydana gelebilecek zararlarin da dnlenmesine baglidir (Sagirkaya ve Bagis

2003).

Ancak oositleri dondurma islemi teknik olarak daha zor ve kisa bir stire
Oncesine kadar basarn orani oldukca duslktl. Oositlerdeki dondurma-
¢O6zdirme sonucu olusan hasarlarda dondurulan hicrelere zarar veren buz
olusumundaki kristaller, hicre icindeki membranlara zarar vermektedir.
Meydana gelen hasarin buyikligu buz kristallerinin miktarindan ziyade, hicre
icinde olusan buzun hacmi ile iligkili olmaktadir. Hizli sogutulan hucrelerde,

buz kristalleri daha kicuk ebatlarda olugsmaktadir.



Genel bir kural olarak, tek bir hicrenin dondurulmasi, hicre kitlelerinin
dondurulmasina gore daha basarili olmaktaysa da memeli oositleri icin bu
durum gecerli degildir. Memeli oositleri, dondurulmaya karsi zigot ve embriyo
donemine gore daha duyarli bulunmaktadir (Mavrides ve Morroll 2002).
Oositler viicudun en blyuk hicrelerinden biri olup, 1si degisikliklerine oldukca
duyarlidir. Bu anlamda sogutma sirasinda meydana gelen soguk hasari
donmanin meydana gelmedigi dusuk sicakliklara, kisa sureli maruz kalma
sonrasinda gelisen ve esas hedefi plazma membrani olan, dénisimstz bir

etki olarak tanimlanmaktadir (Orief ve ark 2005).

Sogutulan oositlerde hicre iskeleti organizasyonunun bozulmasi,
kromozom ve DNA anomalileri, ig hasari, premature kortikal granul dagilimi
ve zona pellusida hasari gibi degisik bozukluklar bildirilmektedir. Butin bu
hasarlar, oositin fertilizasyonunu ve ileriki gelisim basamaklarina gec¢me
kapasitesini dustirmektedir. Butin bunlarin sonucunda déllenme olmamakta
veya anormal bir embriyo olusumuna neden olabilmektedir (Chen ve ark

2001, Kim ve ark 2006).

Ancak son zamanlarda dondurma-¢ézme tekniklerindeki gelismeler
sayesinde canl ve normal morfolojide oosit elde etme oranlari oldukga
yukselmistir. Boylece taze oosit kullanimina yakin dogum oranlan elde

edilmistir.

Bu calismada insan metafaz II (MII) oositlerinin degisik ylizdelerde ve
strelerde permeabl ve nonpermeabl KPA'lar kullanilarak vitrifikasyonu
gerceklestirilmistir. Cozme sonrasi oositlerin  morfolojik goérintileri ve
fertilizasyon oranlari degerlendirilmis olup insan oosit vitrifikasyonu igin

optimal bir metod bulunmasi amaclanmistir.



1.1.Kadin Genital Sistem

Kadin Greme sistemi ovaryumlari, genital kanallari (tuba uterina, uterus,
vajina) ve dis genital yapilari kapsar. Hormonlar ve sinirler tarafindan kontrol
edilen bu sistemin temel fonksiyonu oogenez ile oosit Uretimi ve déllenme
sonucu implantasyon ile doguma kadar destek saglamaktir (Junqueira ve ark

1998).

1.1.1. Ovaryum

Overler, endokrin ve ekzokrin salgi yapan bir ¢ift bezdir. Bu bezler hafif
diz, ovoid sekilli yaklasik 4 cm uzunlugunda, 2 cm genigliginde ve 1 cm
kalinhgindadir. Pelvik kavitenin lateral duvarinda uterusun her iki tarafinda
uzanirlar. Her biri bir kenara mezoovaryum ile tutunmustur. Hilumda vaskuler
bag dokusu (mezoovaryum) overial stroma ile devam eder. Hilumda
mezoovaryumun peritoneal ortisu kiboidal hiicre tabakasi ile devam eder.
Overlerin yuzeyleri germinal epitelyum olarak adlandinlan ve tim yuzeyi
Orten basit yassi ya da kubik epitelyum ile kaplidir. Germinal epitelin altinda,
ovaryumun beyazimsi rengini veren tunika albuginea denilen bag dokusu

katmani bulunur (Leeson ve ark 1988).

Ovaryum dis ve i¢ tabaka olmak lzere 2 zona ayrilir. Dis tabaka korteks
i¢ tabaka medulladir. 2 zon arasindaki sinir belli degildir. Medulla, ¢ok sayida

kan damari, lenfatik ve sinirleri kapsayan gevsek bag dokudan meydana gelir.



Korteks, ovarian folikllleri iceren hiicresel stromadan olusan siki bir yapidir.
Stromay diizensiz, dairesel siralanmis ig sekilli hicreler ve retikiler fibriler ag
olusturur. Elastik fibriller seyrektir ve sadece kan damarlarinin duvarlarinda

bulunur (Kalayci 1986).

Foliklller, gelisimin butin basamaklarinda korteks bdlgesinde
gorilebilir. Puberte dncesi sadece primordial ya da primitif foliktller goralir.
Seksuel olgunluk, biylyen folikillerin bulunmasi ve onlarin atreziye ugramasi
ile karakterizedir. Menopoz sonrasi foliklller gdézden kaybolur ve korteks
fibroz bag dokudan olusan dar bir zon olarak kalir (Ovalle ve Nahirney 2009).

Ovaryumun Geligimi

Embriyonik yasamin yaklasik birinci ayinda, primordial germ
hicrelerinden olusan kiiglik bir hicre toplulugu vitellus kesesinden gonadlara
go¢ eder. Gonadlarda bu hicreler bdlinerek oogoniumlara dondsur.
Bolinmeler o kadar yogundur ki, uterus icinde yasamin ikinci ayinda yaklasik
600 000, besinci ayr dolaylarinda 7 milyonun Uzerinde oogonium vardir.
Uclincli aydan baslayarak oogoniumlar birinci mayoz bélinmenin profaz
evresine girmeye baslarlar. Ancak bolinme diploten evresinde durarak mayoz
bolinmenin diger evrelerine ilerlemez. Bu hicreler primer oositlerdir ve
folikiiler hucreler olarak adlandirilan yassi hicrelerle cevrilidir. Gebeligin
yedinci ayina ulasildiginda, oogoniumlarin  ¢ogu primer oositlere
dontsmustir. Ancak, primer oositlerin ¢ogu, atrezi olarak adlandirilan bir
yikimla yok olur. Sonug olarak puberte evresinde overler yaklasik 300 000
oosit icerir. Atrezi, kadinin UGreme ¢agi boyunca sirer ve 40-45 yaslarinda
yaklasik 8 000 oosit kalir. Her aybasi donguslinde (ortalama sure 28 gin)
genellikle tuba uterinaya tek bir oosit serbest birakildigindan ve kadinin

dogurganhk cagr 25-30 yil sturdtginden, yaklasik 400 kadar oosit salinmis



olur. Tum diger oositler atrezi yoluyla ortadan kaldirihr (Gougeon ve ark 1994,

Sadler 2000).

Ovarial Folikiillerin Gelisimi

Yeni doganda yaklasik 400 000 primer folikiil oldugu hesaplanmistir ve
sayl menopoza yaklastikca dizenli olarak azalir ve menopoz sonrasi hemen
hemen hi¢ kalmaz. Folikillerin cogu primordial folikaldir. Caplan yaklasik 40
um kadardir. Bu foliklller immatir oositi olusturur. Primer oosit tek tabakali
epitelyum (folikil) hicreleri ile gevrilidir. Oosit iri bir nikleolus ve genis
vezikller bir nikleusa sahip sferoidal bir hicredir. Sitoplazmasi opak ve
grandlerdir. Iri bir golgi kompleksi, annulata lamella ile cok sayida mitokondri
ve kiguk vezikillere sahiptir. Oositi ¢evreleyen folikller hucrelerin tek

tabakasi, bazal bir lamina ile ovarial stromadan ayrilir Junqueira ve ark 1998).

Puberteden sonra meydana gelen folikil gelisimi, ovumun gelismesi,
farklilagsmasi ve stromal hiicrelerin bag doku ile sarilmasi olarak tanimlanir.
Immatiir oositte ilk olarak hacim artisi meydana gelir. Etrafinda zona pellusida
sekillenir. Zona pellusida glikoprotein igerir. Canh iken homojen gérunir.
Periyodik asit schiff (PAS) boyasi ile parlak boyanir. Folikiler hicreler ile
cevrelenmesine ragmen oosit de zonanin gelisimine katkida bulunur. Yassi
folikller hucreler ilk 6nce kiiboidal ve sonra prizmatik sekle doéntsir. Bu
hicreler graniloza hicrelerinin meydana getirdigi stratum granulosum ve
ovumun cevresinde cok kath bir tabaka olusturmak Uzere aktif olarak
boltnirler. Boylece tek tabakali primordial folikll ¢ok tabakal primer folikile

donismus olur. Primer folikilin hacmi arttikca komsu stroma hicreleri bir



kapslle organize olur. Bu donem teka hucrelerinin ortaya ¢iktigi donemdir.
Teka hicreleri bir bazal lamina ile stratum granulosumdan ayrlir ve 2
tabakaya farklilagir. Icteki vaskiiler tabakaya teka interna, distaki fibréz
tabakaya teka eksterna denir. Teka interna genis stromal hicreler icerir ve bu
hiicreler salgi yaparlar. Ayrica cok sayida kapiller igerirler. Teka eksterna ise
sikica paketlenmis kollajen fibrillerden ve igsi hiicrelerden olusur. Periferde
ovarial stroma ile birlesir. Folikiler hicrelerin gelisimi oositin her tarafinda
ayni hiz ve boyutta olmaz. Bu yuzden gelisim déneminde folikiller ovoid
sekle donlsur. ve oosit eksantrik pozisyon alir. Bu olusurken folikiil kademeli

olarak derin bir tabaka olusturur (Junqueira ve ark 1998).

Stratum granulosum 8-12 tabakali oldugu zaman folikller kitleden
meydana gelen sivi ile duzensiz kiglik bogluklar doldurulur. Folikiler
tabakanin i¢ tarafindaki bu bosluga antrum boslugu denir. Folikil de antral

folikll ya da sekonder folikil olarak tanimlanir (Leeson ve ark 1988).

Sekonder folikildeki antrum boslugu foliklil sivisi igerir. Bu sivi
hiyaluronik asitten zengin visk6z bir sividir. Granlloza hticresi ile cevrelenmis
olan oosit, antral kavitenin bir kenarinda ovulasyona hazir olacak sekilde
sikistinlmistir. Bu eksentrik tiimsek kumulus ooforus olarak tanimlanir.
Kumulus ooforusun graniloza hiicreleri oosit ile iligkilidir ve isinsal sekilde
siralanarak korona radiatayi olusturur ve oosit zona pellusida ile birlikte ayrilir.
Korona radiata hiicreleri oositin hiicre membrani ile temas halindedir ve zona
pellusida boyunca uzanir. Ayrica oositin mikrovilluslari da zona pellusida igine
dogru uzanir. Granuloza hicrelerinin olusturdugu epitelyum hucreleri antrum
boslugunun cevresinde dlzensiz tabakalar halinde bulunur. Graniloza

hiicreleri arasinda yogun boyanan kigik yiginlar goralir. Bu ekstraselltler



materyale Cell-Exner cisimleri denir. Bu cisimler PAS pozitif boyanir (Leeson

ve ark 1988, Junqueira ve ark 1998).

Bir foliklil 10-14 gun icinde maturasyonunu tamamlar. Matur bir folikul
yaklasik 18-20 mm capa sahip olup kortekse yerlesmistir ve medullada bir
centik olusturur. Bu ovaryumun ylzeyinde bir sisliktir ve stigma adini alir.
Tunika albuginea ve teka hicre tabakalari incelmistir. Folikil sivisi ile
geniglemis olan antrum, stratum granulosuma baghdir. Oosit boyut olarak
maksimum olur. Kalin bir zona pellusida ve géze carpan bir korona radiata ile
sarilmistir. Folikiil maturasyonu saglandigi zaman duzensiz kicguk bosluklar
folikdl sivisi ile dolar ve korona radiata hiicreleri arasinda gorilmeye baglar.
Boylece stratum granulosum ile oosit arasindaki baglanti zayiflar (Kalayci

1986, Junqueira ve ark 1998).

Teka hiicre tabakalar matir folikiildeki en 6nemli gelisimi saglar. Teka
interna hucreleri steroid salgilayan hicrelerdir ve 06strojen gibi disi seks
hormon prekirsorlerini Uretir. Teka eksterna kollajen fibrillerden ve fusiform
hiicrelerden olusmus bir bag dokusudur. Hormon salgilama fonksiyonuna

sahip degildir (Leeson ve ark 1988).

Ovumun Maturasyonu: Oogenez

Ovulasyonda serbest hale gelen oosit bir sekonder oosittir ve teknik
olarak immattrdir. Fertilizasyon igin hazirlhkta spermatozoaya benzer sekilde
bir seri niklear degisiklikler gecirir. Diploid sayida kromozom igeren oogonia
ya da primitif ovum mitotik bolinmeler gecirerek fetal ovaryumda primer
oositleri olusturur. Folikiler gelisim sirasinda primer oositler bliylr ve sonra 2

maturasyon bolinmesi gecirerek matir hale gelir. Kromozomlar haploid



saylya iner. Ilk olgunlasma béliinmesi ovulasyondan hemen énce ve matir
folikulin iginde meydana gelir. Kardes hicreler arasinda kromozomlar esit
olarak paylastirilir. Fakat sitoplazma bolinmesinde esit bir paylasim olmaz.
Kardes hulcrelerden birisi sekonder oosit olarak isimlendirilir ve ana hlicrenin
sitoplazmasinin tamamini alir. Diger hicre ise birinci polar cisimdir ve sonra
dejenere olur. Her iki hiicre de 23 kromozama sahiptir. Bu sirada ovulasyon
meydana gelir ve sekonder oosit folikiilden serbestlesir. Bu suirecte sekonder
oositin nukleusu sekonder maturatik bélinmeye baslar. B6linme metafazda
durur ve fertilizasyona kadar bu durumda kalir. Sperm basinin oosite penetre
olmasi ile bu 2. mayoz boélinme stimile olur ve tekrar esit olmayan
sitoplazmik bir béliinme meydana gelir. Buyuk sitoplazmaya sahip olan hiicre
matur oosittir. Diger hicre ise 2. polar cisimdir. Boylece bir primer oositin
yalnizca bir kardes hticresi fonksiyonel hale gelir. Digeri dejenere olur (Kalayci

1986).

Second meiotic spindle Follicular cells within
(metaphase Il) the corona radiata
Y
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First polar
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Sekil 1.1. Oosit (academiavita 2010).
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Folikil maturasyonu tamamlandigi zaman sivi sekresyonu artar ve
folikul capindaki genislemeden dolayl dnceki durumdan daha sulu bir hale
gelir. Bu preovulatuar sisme olarak isimlendirilir. Folikul ince bir korteks ile
kaplanmistir ve stigmadan ruptlre olur ve folikiler sivi periton bosluguna
sizar. Korona radiata ve zona pellusida ile cgevrili oosit kumuluslara dogru
yirtilarak uzaklasir ve sivi icerisinde dagilir. Bu sitrece ovulasyon denir

(Cihangir 2009).

Genellikle ovulasyon sonucunda 1 tane oosit atilir. Fakat baz
durumlarda 2 ya da nadiren daha cok oosit ovulasyona ugrayabilir. laclar
ovaryan aktiviteyi stimulle edebilir ve c¢ok sayida folikil es zamanli
maturasyona ugrayabilir. Béylece multipl dogumlarda artis olur. Serbest hale
gelen oosit genellikle fallop tuplerinin infundibulumuna dogru gider ve
fertilizasyon kapasitesi 24 saat sirer. Insanda diside ovulasyon ortalama 28

glinde bir tekrar eder (Leeson ve ark 1988).

Primary Preantral — Antral  Atretic

Stroma  Tellicles ollicle follicle  follicle

Primordial Preavulatory

follicles fallicle

Corpus
albicans

Germinal
epithelium

conpus luteum

Early
corpus luteum
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Sekil 1.2. Insan Over Folikiillerinin Basamaklari (Silber 2006).

Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra bazen folikil boslugunun icine dogru kicuk bir
kanama olur. Folikiil duvari kollabe olur ve katlantilarin igcine dogru atihr.
Folikil duvari gecici olarak glandular bir yapiya doénusur. Bu yapi korpus
luteum adini alir. Atilan ovum fertilize olmaz ise korpus luteum ovulasyondan
sonra yaklasik 9 glinde en buyuk gelisimine ulasir ve sonra dejenere olur. Bu
menstruasyon korpus luteumudur. Ilk énceki zengin vaskiilarizasyon azalir.
Sayet oosit dollenmis ise korpus luteum hacim olarak artar ve gebelik korpus
luteumu olusur. Yaklasik 1 000 kadar folikil maturasyona ulasmasiyla birlikte
fetal hayatta ve puberte sirasinda cok sayida folikiil atreziye ugrar. Insanda
disideki reproduktif aktivite periyodu yaklasik 30 yildir. Bu sire icerisinde
folikal gruplar her bir menstruasyon siklusunda matir olmaya baslar. Fakat
gebelikle her ay sadece bir oosit atilir. Bitiin basarisiz folikiller ya primer
folikil iken ya da gelisimin herhangi bir periyodundaki folikdl iken
dejenerasyona ugrar. Atrezi ilk dnce oositte meydana gelir. Bunu folikller

hiicrelerin dejenerasyonu izler (Junqueira ve ark 1998).

Ovarial Hormonlar: Ovarial Siklus

Overler, germ hucrelerini Gretmenin yaninda disi seks hormonlarini da
(bir tiir steroid olan &strojen ve progesteron) iiretirler. Ostrojen hormonu esas

olarak gelisen folikiller tarafindan Uretilir. Progesteron ise korpus luteum
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tarafindan uretilir. Ostrojen hormonu disi lreme sisteminin ve meme

bezlerinin buytyup gelisimini indukler (Kayaalp 2000).

Ovaryumda meydana gelen foliklil gelisimi, ovulasyon ve korpus
luteum sekillenmesi gibi ardisik gelen yapisal degisiklikler ylGzinden bu
hormonlarin seviyesi dizenli periyodik dalgalanmalar gésterir. Ostrojen
salgisi preovulatuar periyotta yukselir. Rupttre olmus folikilin luteinizasyonu
sirasinda progesteron Uretimi hizlica artar ve korpus luteum gerilemesine
kadar bu seviyede kalir. Bu periyodik degisikliklerden ovaryal salgi
aktivitesindeki ritmik degisimler sorumludur. Ovaryal siklusun tekrar hipofiz
bezinin anterior lobu tarafindan salgilanan gonadotropinler tarafindan aktive
edilir. Gonadotropinler; Folikil Stimtle Hormon (FSH) ve Luteinizan Hormon
(LH) folikil maturasyonunu kontrol eder ve korpus luteumu olusturur. Ovarial
siklusun baslangicinda; hipofiz tarafindan FSH Uretimi artar ve bu primordial
folikullerin gelismesini saglar. Folikillerden biri digerlerinden daha hizh gelisir
ve digerleri dejenere olur ve sonra atrezi olusur. FSH ve LH birlikte matar
folikullerin olgunlasmasini saglar ve ovulasyon gerceklesir. Sonra da korpus
luteum gelisir. Ayrica hipofizden LH serbestlendiginde korpus luteum

tarafindan progesteron seviyesinin artmasi engellenir (Kayaalp 2000).

Sayet gebelik meydana gelmezse korpus luteum gelisimini durdurur.
Korpus luteum geriledikge Ostrojen seviyesi diser. Hipofiz tarafindan FSH'in
serbestlesmesi ile folikll gelisimi icin yeni bir siklus baslar (Ovalle ve Nahirney

2009).
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Sekil 1.3. Ovarial Siklus ve Hormonlar (Menstrual Cycle:Pre&Post Ovulation

2010).

Uterinal Siklus

Proliferasyon fazi siklusun 5-15. glinleri arasidir. Proliferasyon fazi ayni
zamanda ovaryum foliklllerinin gelisimi ve dstrojenlerin Uretimine rastlamasi
sebebiyle folikiler faz olarak da bilinir. Proliferatif faz boyunca hucresel
cogalma devam eder. Boylece hem bezler hem de endometriyumun ylzey
epiteli yenilenir. Bag dokusu hicrelerinin ¢cogalmasi ve lamina propria i¢inde
ana maddenin birikimi ayni zamanda olur. Bu da endometriyumun bir batun
olarak buyimesine sebep olur. Sekresyon fazi siklusun 14-28. ginleri arasini
kapsar. Bu faz ovulasyondan sonra baslar. Korpus luteum tarafindan
salgilanan progesteron hormonunun etkisi altindadir. Ostrojen ve
progesteron etkisi ile bezler gelisir. Bu fazda endometriyum, salgi Grtnlerinin
toplanmasi ve stromadaki 6demin bir sonucu olarak maksimum kalinhga (5

mm) ulasir (Kalayci 1986).

Menstrual siklus suresi degisebilir, ancak ortalama sire 28 gundur.
Menstrual siklus ekseriya 12-15 yaslari arasinda baslar, 45-50 yasa kadar

devam eder. Oosit Uretimi igin ovaryumdaki degisimlerinin bir sonucu olarak
13



ortaya ¢ikar ve disinin sadece menstrual siklusa sahip oldugu yillar esnasinda
dollenebilecegini gosterir. Menstruasyon fazi siklusun ilk 4 glini olarak belirir

(Junqueira ve ark 1998).

1.1.2. Uterus

Uterus armut sekilli bir organ olup, genisleyen st kismi govde (korpus)
uterus boslugunun incelen st bolimu (internal os) ve internal osun asagisina
uzanan silindirik boyun kismi serviksten ibarettir. Uterus tuplerinin uterus
govdesine girdigi kisim fundus ismini alir. Uterus belirgin sekilde kalindir ve 3

tabakadan olusur:

e Adventisya

Uterusun en dis tabakasinda ya seroza (bagdokusu ve mezotelyum)
veya adventisya (bagdokusu) bulunur. Diger uterus tabakalari ise diz kasin
kalin bir tunikasini olusturan miyometriyum ile endometriyum veya uterus

mukozasidir (Kalayci 1986).

e Endometriyum

Endometriyum, epitelyum ile basit tlibuller bezler ve bazen onlarin
daha i¢ kisimlarindaki dallanmalarini iceren lamina propriadan ibarettir.
Endometriyal tabaka 2 zon ile alt bélimlere ayrilabilir. Bunlar her menstrual
siklus esnasinda menstruasyonla dokuilen ve tekrar yenilenen kismi teskil
eden fonksiyonal tabaka ile menstruasyon sonu hemen cogalarak yenilenen

kismi olan bazal tabakadir Junqueira ve ark 1998).
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e Miyometriyum

Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmis duz kas lif demetlerinin
olusturdugu uterusun en kalin tabakasidir. DGz kas demetleri 4 tabakadan
meydana gelir. Birinci ve dordinci tabaka uzamina siralanmis fibrillerden

olusur, orta tabaka ise daha genis kan damarlari icerir (Kalayci 1986).

1.1.3. Ovidukt (Tuba Uterina)

Ovidukt (uterus tupleri, yumurta kanali) kastan yogun bir kanaldir. 12
cm kadar bir uzunluga sahiptir. Oviduktun serbest kalan uzantisi fimbria
denen parmaksi genislemelerle sacak biciminde uzantilar igerir. Ovidukt
duvani 3 tabakadan yapilmistir. Bunlar; mukoza, muskularis ve visseral

peritondan olusan serozadir.

Ovidukt, ovaryum tarafindan serbest birakilan oositi alip uterusa tasir.
TUpun limeni doéllenme icin elverigli bir ortam olup buradaki sekresyonda
gelismenin erken safhalari esnasinda embriyonun beslenmesine yardimci olur.
Ovulasyon esnasinda, infindibulum fimbrialari ovaryumun yizeyine hareket
ederler. Infindibulumun huni seklini almasi da serbest kalmis oositin

yakalanmasini kolaylastirir.

1.1.4. Serviks ve Vajina
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Serviks uterusun asagi dogru uzamis olan silindirik kismidir. Bu parca
uterusun geri kalan kisimlarindan histolojik yapi olarak farklidir. Mukus salgisi
yapan basit prizmatik epitelyum icerir ve birkag diiz kas lifi bulundurur, esas
olarakta yogun bag dokusundan ibarettir. Servikal salgilar oositin
dollenmesinde dnemli bir rol oynar. Ovulasyon aninda mukdz salgilar sulanir

ve spermin uterusa girisine imkan verir (Junqueira ve ark 1998).

Vajinanin duvar bezlerden yoksundur ve 3 tabakadan yapilmistir.
Bunlar mukoza, muskuler tabaka ve adventisyadir. Vajinanin limeninde
bulunan mukus, serviks bezlerinde olusur. Mukozanin epiteli ¢cok katli yassidir.

Son derece fazla keratinazasyon vardir (Kalayci 1986).

1.1.5. Dis Genital Organlar

Disi dis genital organlar veya vulva; klitoris, labia majora ve labia
minora tarafindan sarilan bir ylzey icine vestibuluma acilan bazi bezlerden

ibarettir (Junqueira ve ark 1998).

1.2. Kriyobiyoloji

1.2.1. Tarihge

Kriyobiyoloji yasayan organizmalarin disuk sicakliklarda 6zelliklerinin
incelenmesidir. Kriyobiyolojinin tarihgesi 1600°1u yillarin sonlarina kadar
uzanir. Insanlar uzun vyillar disik sicakliklarin hiicre ve dokulara zararli
etkilerinin olduguna inanmislardir. Henry Power soguk hakkinda teori kuran

ilk kisidir. Sogugun oldiricta 6zelliginin olmadigini bulmustur. Power bir
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kavanoz icindeki tuzlu suda yillan bahgini dondurmus ¢6zme sonrasi,
dondurmadan onceki kadar aktif oldugunu gérmustir. Robert Boyle ‘New
Experiments and Observations Touching Cold’ adinda bir monograf yapmistir.
1683 yilinda yazdigi bu yazida yasayan hayvanlarda sogugun etkilerini

tanimlamistir (Luster 2004).

Kriyobiyolojideki diger oncu Lazzaro Spallanzani'dir. 1700°lu yillarin
sonlarinda bircok turtiin dokusunda genis calismalar yapmistir. Onlarin dustk
sicakliklarda reaksiyonlarini incelemistir. Luyet ve Gehenio (1940) 'Life and
Death at Low Temperatures’ adinda bir kitap yayinlamislar ve kriyobiyoloji icin
gerekli temel komponentleri 6zetlemislerdir. 1940'larin sonlarinda, Polge ve
ark (1949) Cambridge Universitesi'nde tesadiifen gliseroliin koruyucu etkisini
kesfetmislerdir. Bu kesif ile horoz ve kedi spermatozoasini basarili bir sekilde
dondurmuslardir. Donma hasarlarina karsi hicreleri korumak igin gliserolin
yeteneginin kesfi, kriyobiyoloji biliminin gelisimine onculik etmistir (Luster

2004).

1951 yilinda dondurulup ¢6zinmis sigir spermatozoasinin  suni
tohumlamasi yolu ile ilk buzaginin dogmasi gerceklesmistir. Bu ilk calismalar
simdilerde kriyobiyoloji olarak bilinen bilim disiplininin gelisimini saglamistir

(Mazur 2004).

1.2.2. Memeli Hiicre Kriyobiyolojisi

Bilimsel ve modern anlamda canh hiicre dondurma c¢alismalari, 1949
yihinda Polge ve arkadaslarinin, gliseroliin KPA baska deyisle soguk sokuna
karsi koruma saglayici 6zelligini bulmasi ile baslamis, dondurulan ilk hiicre

spermatozoa olmustur. Bu anlamda kriyobiyoloji hticre, doku, organ ve
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organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim dal olarak 6nem kazanmis ve
dondurulan-¢dzdirilen hicrenin fizyolojik-fonksiyonel 6zelliklerinin daha iyi

anlasilmasi bizi kriyobiyolojiye yonlendirmistir (Bucak ve Tekin 2007).

Hucreler soguk sokuna maruz birakildiklarinda membransel ve ozmotik
degisikliklere ugramaktadirlar. Bu degisiklikler hicrelerin ¢6zme sonu
yasamini ve fonksiyonel dzelliklerini olumsuz etkilemektedir. Ozellikle gamet
ve embriyolarin soguk soku ve ozmotik hasara karsi ortamlarina KPA
eklenmesi, ¢6zme sonrasi canhhgi ve fertiliteyi optimize etmektedir. Son
zamanlarda gelistirilen bazi membransel parametreler, KPA'larin ortama hangi
oranda katilacaginin saptanmasinda kullanilmaktadir. Hicreler su iceriklerine,
hacimlerine, sogutulma hassasiyetlerine ve hicre membraninin sivi
permeabilite katsayisina gore spesifik sogutulma oranlarina sahiptir. Donma
sirasinda gametin su aligverisinin saptanmasi, hiicrenin donmaya ve KPA'lara
karsi ozmotik tepkisinin belirlenmesi, oldurict etkili intraselliler donma
insidansinin azaltilmasi ve KPA'larin optimum ilave oranlarinin saptanmasi
membran parametrelerinin belirlenmesine baglidir. Bu parametreler, ozmotik
inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik, eriyik permeabilitesinin aktivasyon enerjisi

ve hticre yizey/hacim oranidir (Mazur 1990, Leibo ve Brandley 1999).

Hicre biyokimyasinda, sicakligin  degismesine bagh bir takim
degisiklikler meydana gelmektedir. Sicakligin 37°C'den 7°C'ye kadar dismesi
ile enzim reaksiyonlarinda yaklasik olarak 8 katlk bir azalhs meydana
gelmektedir. Sicakhgin diismeye devam etmesiyle beraber hiicrenin iginde
bulundugu sivilarda da bazi fiziksel ve kimyasal degisimler meydana gelir.
Hucrelerin  dondurulmasinda suyun biyolojik yapisinin  degisimi  s6z
konusudur. Yani dondurma, suyun biyolojik olarak kristallesmesi,  sekil

degistirmesi ile gerceklesir. Hucrelerin  dondurulma islemi sirasinda,
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ekstraselltler solisyonda kendiliginden veya uyarilmayla -5°C ile -100°C
arasinda buz kristalleri sekillenir. Ancak intraselliler ortam, hcre
membraninin etkisiyle henlz donmamistir. S6z konusu olusum esnasinda
ekstraselliler suyun buzlasmasi nedeniyle ortamda bulunan maddelerin
yogunlugunda artis meydana gelir. Bu durum kimi kimyasal maddelerin hicre
icinde ve disinda farkli yogunlukta bulunmalarina yol acar. Meydana gelen
farkli yapi ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hiicre disina cikisi ile bu kez
de hicre icinde bulunan bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda ylkselme

meydana gelir ve hiicre icerisinde de kristaller olusur (Delilbasi 2008).

1.3. Kriyoprezervasyonun Prensipleri

Kriyoprezervasyon biyolojik saati durdurarak, bu isleyise bir midahale
imkani saglamistir. Bir hiicrenin kriyoprezervasyonu, hiicrenin sogumasini ve
dusuk sicaklikta saklanmasini icerir. Bu sicaklikta hiicrenin bitiin metabolik
streci durur. Pratikte donmus hicreler -196°C'de sivi azot baska deyisle likit

nitrojen (LN,) icerisinde saklanir (Ozkavukcu ve Erdemli 2002).

Genel bir kural olarak kriyoprezervasyonda biyolojik objenin boyutu bir
kriterdir. Kiiclik objeler ¢cozme sonrasi canlilik sansi daha ¢ok olan 6rneklerdir.
Virlis ve bakteriler basit metodlarla basarili bir sekilde dondurulabilirler.
Gelisimin ilk asamalan biyolojik saati durdurma imkani sagladigi igin
kriyoprezervasyon embriyolojide daha énemlidir. Insan germ hiicresi, zigot, 2
prontkleus (2PN), 2. giin ve 3. glin embriyolari soguk hasarina blastosistten

daha hassastir (Vajta ve ark 2007).

Bir hicrenin spesifik 6zelliklerinin  bilinmesinin  yeterli olacagi

distnulerek tek bir hicrenin dondurulmasinin ¢ok kolay oldugu disinalur.
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Sperm ve oositler tek basina dondurulabilen hicrelerdir.  Fakat
kriyoprezervasyona karsi daha hassastirlar. Bunun sebebi bu iki hicrenin
fizyonu ile yeni bir yapinin olusmasi (zigot) ve fonksiyonu ile ilgilidir.
GUnumuzde en yaygin kriyo uygulamalar embriyo, spermatozoa ve bazi

somatik hiicrelerle dokularin dondurulmasidir (Ozkavukcu ve Erdemli 2002).

Memeli hucrelerinin basarih bir sekilde kriyoprezervasyonu bircok
degiskene baghdir. Bu degiskenler hicrelerin tipini, permeabilitesini
hucrelerdeki  sivilarin ~ 6zelliklerini, onlarin  dogal KPA  bulundurup
bulundurmadigini, hicrelerin  sogutulma ve ¢ozinme oranlarini igerir.
Hucrelerin farkli tipleri farkli optimum sogutulma oranlari sergiler. Bu
sogutulma oranlarn 1000°C/dk’'den yaklasik 0,2°C/dk’'ye kadar olan sogutulma
oranlardir. Huicreler, >100 000°C/dk hizda sogutulduktan sonra bile hala
canhdirlar. Verilen bir hicre tipi igin uygun bir KPA'nin tanimlanmasinda
optimum bir sogutma orani ve uygun bir ¢6zme orani basarih bir
kriyoprezervasyon icin anahtar niteligindedir (Luster 2004, Vajta ve Kuwayama

2006).

Genel olarak kriyoprezervasyon 4 farkl basamagi gerektirir.

1) Hucre ve dokularnin KPA'ya maruz birakihip 0°C'nin altindaki sicakliklara
sogutulmasi.

2) -130°C'nin altinda 6rneklerin saklanmasi.

3) Cozme islemi (1sitma ve erime).

4) KPA'lann dilisyonu ve uzaklastinimasi (Mazur 2004).

Bircok turin hilicre ve dokularini kriyoprezerve etmek icin sayisiz

protokol vardir. Universal bir protokol, hiicreler arasindaki farkliliklardan
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dolayr hucrelerin butin tipleri icin elverisli degildir. Hucresel hasarin ve
kriyoprezervasyon kaynakli 6limlerin sebebi tam anlamiyla anlasilamamistir.
Cunkl kriyoprezervasyon islemi sirasinda htcreler bulunduklari ortamda

cesitli degisikliklere maruz kalirlar.

1) Su kaybi gerceklesir, sonug olarak solutler daha konsantre hale gelir ve
cokelirler.
2) Bu sirada hucreler su kaybederek buzalurler ve osmotik cevap

sekillenmis olur (Luster 2004).

Kriyoprezervasyonda KPA'larin buz olusumunu 6nleyici etkilerinden en
ust diizeyde yararlanip toksik ve ozmotik hasari en aza disirmek igin optimal
bir ortam olusturulmalidir. Ge¢mis yillarda KPA'larin biyolojik, fiziki ve
kimyasal faktorlerinin analizini iceren 6nemli matematiksel hesaplara ragmen
sadece sinirli bir basari elde edilebilmistir. Kronolojik olarak ilk dondurma
metodu kontrolli yavas dondurmadir. Yavas dondurmada sogutma yavas bir
sekilde gerceklesir. Toksik ve osmotik hasar minimaldir. Sitoplazmada ve
cevresinde KPA konsantrasyonunun yavas bir sekilde artmasi sebebiyle buz
olusumu indlklenir. Bu artan konsantrasyon, sicaklik distst ile paralel

gerceklesir ve hiicreye zarar azdir (Vajta ve ark 2007).

1.4. Memeli Gamet Ve Embriyo Kriyoprezervasyonu Cesitleri

1.4.1. Yavas Dondurma

Yavas dondurma teknigi genellikle embriyo ve oosit dondurulmasinda

kullanilmaktadir ve en cok tercih edilen yontemdir. Cok sayida modifikasyonu

bulunmasi ile birlikte, su basamaklari icermektedir;

21



1- Hucrelerin toplanmasi,

2- KPA'nin eklenmesi,

3- Dondurma malzemelerinin igine hiicrelerin yerlestiriimesi,
4- Malzemelerin dondurma makinesine alinmasi,

5- Kristalizasyonun uyarilmasi,

6- Yavas sogutma,

7- Sivi azot icinde saklama,

8- Orneklerin coziilmesi ve KPA'nin uzaklastiriimasi (Shaw ve ark 2000).

Buz olusumunu 6nlemek ve neden olacagi hasari azaltmak amaciyla
once hicreler dehidre edilmektedir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda KPA

iceren solusyonlar kullaniimaktadir (Shaw ve ark 2000).

Yavas dondurmada, sogutma hizini ayarlayabilmek igin kontrolli
dondurma denilen bir ydntem uygulanmaktadir. Dakikada istenilen miktarda
sicaklik disusi cesitli otomatik cihazlarla saglanmaktadir. Sogutma orani

saptanirken genelde 3 parametre dikkate alinir;

a) Membranin yapisi,
b) Membranin suya ve KPA'ya karsi 1siya bagimli olarak permeabilitesi,

c) Yulzey/hacim orani (Agca 2000).

Yavas dondurma tekniginde biyolojik yapilarda iki tip hasar meydana
gelme riski vardir. Bunlardan birisi sogutmanin yavas yapilmasina bagh olarak
olusan hicre iginde buz olusumudur. Digeri ise buz kristalleri olusumuna
bagli olarak meydana gelen eriyik konsantrasyonunun yikselmesidir (Gao ve

Cnitser 2000).
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1.4.2. Hizli Dondurma

Ilk olarak Trounson ve Sjoblom tarafindan yapilmistir. Hizl dondurma
terimi, kismen dehidre edilmis hucrelerin yaklasik 1 250°C/dk hizinda
sogutularak dondurulmasini ifade etmektedir. Bu yontemde, genellikle 2-
4,5M konsantrasyonlarda permeabl (hlcre zarini gecebilen) Gliserol,
Propandiol (PrOH), dimetilstlfoksit (DMSO) veya Etilen glikol (EG) gibi bir KPA
ile beraber nonpermeabl (hicre zarini gecemeyen) sikroz, laktoz veya
galaktoz gibi KPA'lar birlikte kullanilmaktadir. 30sn ile 3dk arasinda kisa bir
dengeleme sirecinden sonra sogutulan hcreler, sivi azot buharina
tutulduktan sonra, sivi azota daldirlmaktadir. Vitrifikasyonun aksine, bu
teknikte ekstraselliler sivida, buz kristalleri olusumu meydana gelmektedir.
Ayrica hicre igi sivida da buz olusumu riski bulundugundan diger yontemlere
gore daha dusik canlilik oranlarn vermektedir. Bu teknik diger dondurma

yontemleri kadar ilgi gérmemistir (Trounson 1990).

1.4.3. Vitrifikasyon

Ureme fizyolojisi alaninda gamet ve embriyolarin
kriyoprezervasyonunda  genis  calismalar  yapilmistir.  1lk  calismalar
spermatozoanin kriyoprezervasyonudur. Destek olarak polivinilpirrolidon
(PVP), hidroksietil starch (HES), Ficoll ve polietilen glikol (PEG) iceren buylk
molekul agirlikli komponentler kullanilmistir. Bu bilesiklerin bir solisyonda tek
basina kullanildiklarinda hicreyi koruyamamasina ragmen, diger disuk
molekul agirlikh KPA'larin koruyucu etkilerini arttirmiglardir. Ardisik bdlinme
(cleavage) basamagindaki embriyolarin kriyoprezervasyon prosedirinin

basarisina ragmen, oositlerin kriyoprezervasyonunun c¢ok daha zor oldugu
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kanitlanmistir. Oositlerin boyutlar genis oldugu igin distk yizey alani, yiksek
su icerigi ve farkli gecirgenlik o&zelliklerine sahip olduklarindan
kriyoprezervasyonlari zordur. Bu durum kriyoprezervasyon ¢esidi olan yavas
sogutmaya bir alternatif olarak oositlerin vitrifikasyon arastirmalarinin
artmasina onculik etmistir (Luster 2004). Vitrifikasyon insan oositlerinin
korunmasinda gelecek icin en Umit verici durumlardan biridir. Memeli gamet
ve zigotlarinin uzun sure saklanmasi 25 yili askin siredir buyuk o6lgide
gelistirilmistir ve insan Ureme tibbinda cesitli yardimci treme tekniklerini

desteklemek icin kullanilmaktadir (Saki ve Dezfuly 2005, Babaei ve ark 2007).

Vitrifikasyon, bir sivinin donmadan asiri sogutulmasi nedeniyle cam
benzeri bir hal almasi seklinde tanimlanmaktadir. En 6nemli 6zelligi, buz
olusumunun 6nune gecilmesidir (Chang ve ark 2008). Dondurulacak htcreler,
KPA solisyonlarinda ¢ok kisa bir stire bekletildikten sonra (30-180sn) bunu
takiben sivi azot sicakhgina (-196 °C) gegis yapilmaktadir. Bu yontemde
genellikle gecirgen 6zellikli bir KPA ile gecirgen olmayan 6zellikteki bir KPA
birlikte kullanilmaktadir (Cetin 2004). Vitrifikasyon prosediriinde KPA'larin
toksik etkilerini 6nlemenin yolu, yuksek konsantrasyonlu KPA'ya maruz
birakma suresinin kisaltimasi ya da daha dusik KPA konsantrasyonu

kullanarak equilibrasyon periyodunun arttiriimasidir. (Martins ve ark 2005).

Basarili bir vitrifikasyon iglemi,

lyi permeabilite 6zelliklerine sahip disik toksisiteli KPA kullanimini,

KPA'larin uygun miktarda ortama eklenmesini,

Hulcre dondurma isleminin dusuk sicakliklarda yapilmasini,

vV V V V

Hlcrede olusacak vyapi yikimlarini  engellemek igcin  ortam

dizenleyicilerinin kullaniimasini gerektirmektedir (Kasai 1996).
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Vitrifikasyonda sogutma hizli bir sekilde yapildigindan soguk hasarinin
olusabilecegi +15°C ile -5°C arasi sicakliklar ¢ok hizh (1/100sn hizinda)
gecilmektedir. Teknigin en dnemli 6zelligi, buz kristali olusumunun elimine

edilmesidir (Saki ve Dezfuly 2005).

Vitrifikasyonun evcil hayvanlarin embriyolarini dondurmak amaciyla ilk
defa kullanilmasindan bu yana, 20 yilhk bir stre ge¢mistir. Bu olgunun
gerceklesebilmesi, yuksek konsantrasyonda KPA'yi, yuksek sogutma ve isitma
oranlarini, intraselliler ve ekstraseliiler ortamlarin es zamanli olarak vitrifiye
olmasini gerektirmektedir. Zamanla yogunlastiriimis polimerlerin KPA olarak
kullanilmasi toksisite riskini dustirmus, soguma ve isitma oranlarindaki dnemli
artislar, daha az konsantre solliisyonlarin kullanimina yol agmis ve hicrelerdeki
soguk hasarinin etkisini diastrmustir (Sutton 1991a, Sutton 1991b, Vajta
2000). Bu yontemin en Onemli avantajlarindan biri de, yavas dondurmaya
gore ¢ok az zaman harcanmasidir. Ayrica pahali ekipmanlara da gerek

duyulmamasidir (Babaei ve ark 2007).

1.5. Vitrifikasyon Soliisyonlarinin Secimi

Vitrifikasyon, normal kimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi
sicakliklarin altina dusulmesi ile hiicre ya da dokularin buz kristali olusmadan
normal fonksiyonlarinin basarili bir sekilde korunmasidir. Bu sicakliklarda
hiicreler hasarlandigi icin ¢cok uzun sure saklanamaz. Huicrelerin dogal olarak
asin soguklarda bulundurulmasi ve normal sicakliklara tekrar geri donmesi
soguk hasari ile sonuglanir. Kriyoprezervasyon, dondurma islemi sirasinda
hiicreleri korumak icin bir ya da daha fazla KPA kullanimini gerektirir (Mullen

2007).
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KPA'nin kesfi ve modern kriyobiyolojinin dogumu kisa bir ge¢cmise
sahiptir. KPA'lar cesitli bilim disiplinlerinde hicre ve dokularin uzun sire
saklanmasinda &6nemli dlcide  etkilidir. Oosit  ve  embriyonun
vitrifikasyonunda esas gerekenler yiksek konsantrasyonlu KPA ile bu
konsantrasyonun nontoksik olmasi ve hizli bir sogutulma oranidir. Kullanilan
KPA turl, amaca bagl olarak degisir. Gliserol, DMSO ve EG baslica kullanilan
KPA'lardir. Boylece oosit ve embriyo vitrifikasyonu icin uygun olan bir KPA,
sogutulma sirasinda optimal konsantrasyonlarda oosit ve embriyoyu vitrifiye
eder. Permeabilite orani sicakliga bagli olarak degisirse de optimal sicakliklar
konsantrasyona bagli olarak degisiklik gosterir (Ali ve Shelton 2007). Alkol,
amin, seker ve proteinler gibi bircok kimyasallar donma-¢6zme sirasinda

hiicre ve dokulari hasara karsi korurlar (Elbarbary 2004).

Memeli hicreleri tuz sollisyonlarinda sogutulup donduruldugu zaman
kacinilmaz surette hasarlanir ve parcalanir. Ilk kesiflerden beri distik molekiil
agirhkli bircok bilesigin soguk hasarina karsi hiicreleri korudugu bilinmektedir.
Bu bilesikler gliniimuzdeki KPA'lardir. Bu kriyoprotektif katki maddeleri daha
distk donma noktasina ulasmak icin vitrifikasyon sollsyonlarina eklenirler

(Luster 2004).

KPA'larin su ile hidrojen baglar olusturup buz kristallerinin ebatlarini
kiicltme Ozellikleri KPA'lar arasinda yaygindir. KPA uygulamasi, ¢dzinmus
KPA solisyonlarinda hiicreleri basitce inklibe ederek yapilir. Bu karsilasmadan
sonra hucreler -196°C seviyesindeki sicakliklara getirilirler ve akabinde sivi

azotta saklanir (Porcu 2001, Mullen 2007).

KPA'larin esas Ozellikleri soyledir:
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» Tipik olarak kimyasal yapilari kompleks degildir.

>
>

Suda yuksek ¢ozlinebilme ozellikleri vardir.
Hizli penetre olurlar ve ylksek konsantrasyonlarda osmotik hasari

azaltirlar (Elbarbary 2004, Mullen 2007).

Vitrifikasyon  sollisyonunu secerken dondurmanin  biyofiziksel

prensiplerinin bilinmesi dnemlidir. KPA'nin sitotoksisitedeki rolt ve sicakligin

etkisi,

cesitli intraselliler biyomolekiller, organeller, sitoskeleton yapilar ve

KPA ile iliskileri, KPA'larin vitrifikasyonu destekleyen ve/veya hiicreyi soguk

hasarina karsi koruyan (serum proteinler) diger destek KPA'lar ile iliskisi iyi

bilinmelidir. Dehidrasyon, dondurma-¢6zme ve rehidrasyon sirasinda hiicre

icindeki fizikokimyasal etkilesimlerin ve bunlarin 6zelliklerinin bilinmesi

vitrifikasyon sollisyonlarinin hazirlanmasinda 6nemli olctide etkilidir (Ali ve

Shelton 2007).

Vitrifikasyon yontemi icin secilen solisyonlar ile ilgili ¢esitli yaklasimlar vardir:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

Kullanilan KPA'lar vitrifikasyona elverisli kimyasal saflikta secilmelidir.
C6zme ya da dondurma sirasinda buz kristali ya da herhangi bir hasar
olusturmamalidir.

Donma noktasini distirmek igin suda ¢ozinebilmelidir.

Osmotik gradienti minimize etmek icin yiksek permeabilite 6zelligi
olmalidir. (Elbarbary 2004, Mullen 2007).

2 ya da daha fazla KPA birlikte kullanilmalidir (permeabl ve
nonpermeabl).

KPA'lar hucreler icin nontoksik olmalidir. Sicakliga bagl toksisite

degerleri degistigi icin secilen KPA'larda da dikkatli olunmahdir
(Elbarbary 2004, Ali ve Shelton 2007, Vajta ve ark 2007).
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Vitrifikasyon sirasinda hiicresel tepkilerin bagli oldugu faktorler:

1. Hicre hacmi ve yuzey alani,

2. Suya karsl plazma membran gegirgenliginin yeterliligi,

3. KPA'larin aktivasyon enerjisi (farkh sicaklhklarda hiicre membranindan gecen
KPA'larin permeabilitesini ifade eder),

4. KPA'nin tipi ve konsantrasyonu,

5. Sogutma hizi (Wetzels 1996).

Ornegin, spermlerde yiizey alani/hacim orani embriyo ya da oosite
oranla daha yuksektir ve daha fazla su gecirgenlik katsayisi vardir. Bu ylzden
asin soguklara daha hizlh ulasmak mimkuindir. Sogutma hizinin hicrenin
capiyla da iliskisi bulunmaktadir. Hiicre capindaki artis sogutma hizinda
azalmaya yol acar. Bu sebeple oositlerin dondurulmasi ¢ok disuk isilarda

olmaktadir (Wetzels 1996).

1.5.1. Kriyoprotektif Ajanlarin Cesitleri

KPA'lar 2 ana gruba aynlr. Permeabl ve nonpermeabl KPA.
Vitrifikasyon soltsyonlarinda bu 2 KPA da kullanilir. Vitrifikasyonda bugtine
kadar kullanilan KPA'lar ilk ©6nce embriyonun geleneksel yavas
dondurulmasinda kullanilmistir. Vitrifikasyon soltsyonlarinin  cesitli tipleri
vardir. Yardimci Gireme tekniklerinde (YUT) kullanilan vitrifikasyon soliisyonlar
2 ana KPA’'dan olusur. Birden fazla KPA'nin kullanilmasinin amaci, vitrifikasyon
sivisindaki  konsantrasyonu  disurmektir.  Konsantrasyonun  dismesi
vitrifikasyon sollsyonlarinin toksisitesini azaltmak icin bir stratejidir. 3, 4 ya da

daha fazla KPA igeren vitrifikasyon sollsyonlarinin kullanimi azdir. Yapilan
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arastirmalar 3, 4 ya da daha fazla KPA igeren vitrifikasyon sollsyonlarinin
kullaniminin 2 tip KPA kullanimindan daha etkili ve daha az toksik oldugunu

gostermektedir (Ali ve Shelton 2007).

Permeabl Kriyoprotektif Ajanlar

Permeabl 6zellige sahip KPA'lar olarak, en yaygin kullanilanlari DMSO,
Gliserol, EG ve PrOH'dir. Bu KPA'larin molekdl agirhklari sirasiyla 78,13; 92,10;
62,07; 76,10 gram/mol seklindedir. Bu tur KPA'lar etkilerini, hicre zarindan
iceriye girip koligatif (baglasik) olarak gostermektedir. Koruyucu etkileri;
donma sirasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu
dizenleyip protein yapilarini korumalari ve dusik sicakliklarin meydana
getirdigi ozmotik blzulmeyi azaltmalan ile olusmaktadir. Permeabl KPA'lar
buz kristallerinin  olusumunu -40°C kadar dustrebilmekte ve hicre,
solisyonlarin zararl etkilerinden korunabilmektedir. Permeabl KPA'larin hiicre
icine gegisleri; sollisyonun kendi gecis gucu, hiicre igi ve disindaki KPA'larin
konsantrasyon farki, 1si ve hicre ylzeyi ile orantiidir (Leeuw ve ark 1993,
Palasz ve Mapletoft 1996, Wetzels 1996, Leibo ve Brandley 1999, Mcgann
1999).

Arastirmacilar 0,5mol/L'den 6,0mol/L'ye kadar degisik molaritelerde
denemeler yapmislardir. Yiksek molekil agirlikli polimerler, ficoll, dextroz ve
PVP %5-20 konsantrasyonlarinda kullaniimistir (Ali ve Shelton 2007). KPA'larin
icinde en az toksik etkiye sahip olan EG'dir. Azdan coga dogru toksisite

siralamasi su sekildedir:

1- EG

2- Metanol
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3- DMSO

4- Gliserol

5- PrOH

6- Butilen glikol (Ali ve Shelton 2007).

Etilen glikol su, alkol ve asetonla karisabilen ancak eterde hemen hig
¢ozinmeyen, renksiz, viskdz ve tath bir alkoldir. Donma noktasi -13°C,
kaynama noktasi ise 198°C'dir. Bircok turin spermasinda donma-¢6zme
sirasinda olusan zarara karsi etilen glikol, gliserolle esit oranda etki
saglamaktadir (Aydiner 2008).

Metanol  dusik  toksisiteye  sahiptir.  Fakat  ¢ok  ylksek
konsantrasyonlarda bile vitrifiye etmez. Bu ylzden vitrifikasyonda tercih

edilmez (Ali ve Shelton 2007).

DMSO, kimyasal olarak bir polar kok cevresinde iki apolar bastan
olusan amfipatik bir bilesiktir. Bu 6zellik ona hem sivi hem de organik
medyumlarda ¢o6ziinme olanagi saglamaktadir (Massip 2001). DMSO camsi
gorinim olusturma yetenegdi, permeabilitesi ve distk toksisitesinden dolayi
vitrifikasyon sollsyonlarinin esas komponentidir. KPA karisimina asetamid
eklenmesi DMSO’nun toksisitesini duslrur. Ayni zamanda DMSO’nun varligi
da asetamidin zararli etkilerini azaltir. Dekstroz proteinlere irreversibl

baglanarak DMSO'nun toksisitesini notralize eder (Elbarbary 2004).

Gliserol, yuksek oranda hidrofilik yapi gosteren bir bilesiktir. Gliseroliin
toksik etkisi tire bagimlilik gdéstermektedir. Bu toksik etki, membran
biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese yol agmasiyla kendini

gostermektedir (Katkov ve ark 1998, Woods 2000, Alvarenga ve ark 2000).

30



Gliserol 1959'da Lovelock ve Bishop tarafindan kesfedilen DMSO'nun

koruyucu etkisine kadar KPA olarak kullaniimistir (Luster 2004).

Propilen glikolde ise 3M'lik konsantrasyondaki propilen glikole 10dk
maruz birakilan embriyo toksik hasara ugrar. Propilen glikol vitrifikasyonda

kullanilabilir, fakat son derece toksiktir (Ali ve Shelton 2007).

Butilen glikol vitrifikasyonda kullanilan bir kimyasaldir. Ancak embriyo
kriyoprezervasyonu icin son derece toksiktir. Bunun icin de kullanimi uygun
degildir. Kullanilmasi halinde konsantrasyonu 1 mol/L'yi gegmemelidir (Ali ve

Shelton 2007).

Hlcre dondurma medyumundaki KPA'larin zararli etkisini azaltmak igin,
hicrelerin KPA'lara maruz kalma suresinin azaltiimasi ve nonpermeabl KPA

kullanimi gibi uygulamalar yapilmaktadir (Massip 2001).

Nonpermeabl Kriyoprotektif Ajanlar

Nonpermeabl KPA'lar; membranlarin  sivi  ve katyonlara karsi
permeabilitesinde artis yaparak, ozmotik strese karsi hiicre membranlarini
esnek hale getirir. Bu olay da ¢6zme esnasinda olumcul hicresel sismeyi
engeller. Ayrica hlcrede, donma-¢6zme sirasinda gelisen peroksidasyonu
azaltmaya calisirlar. Permabl KPA'lara ilave edilen sivilar dusik oranda
kullanilmakta, bu da permeabl KPA'larin olasi toksik etkilerini osmotik basing

farkhhklari olusturarak azaltmaktadir (Arav ve ark 1993, Cabria ve ark 2001).

Nonpermeabl KPA'lar, makromolekiller ve sakkaritler olmak Uzere

ikiye ayrilir:
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Makromolekullerden en ¢ok kullanilanlar sunlardir: Polietilen glikol,
ficoll, Bovine serum albumin (BSA), dekstran, mannitol ve PVP'dir. BSA'nin lipit
peroksidasyon inhibitort oldugu zannedilmektedir (Kasai 1996, Mcgann 1999,
Cabria ve ark 2001).

Sakkaritlerden  glukoz,  sikroz ~ ve  disakkaritler  sayilabilir.
Disakkaritlerden siikroz ve trehaloz en yaygin kullanilan nonpermeabl
KPA'lardir. Sukroz bir dengeleyici olarak goérev yapar. EG'nin yuksek
konsantrasyonunun etkilerini minimize eder. Trehaloz ise dogrudan membran
lipit ve proteinlerinde gorev alir. Onlarin yapisini degistirir. ve membran
yuzeyindeki su molekdllerinin yerini degistirir. Boylece dehidrasyon sirasinda
protein denatlirasyonunu ve agregasyonunu inhibe eder (Martins ve ark
2005). Sakkaritler, lethal etkili intraselliler buz kristali olusumunu engellemek
icin hicrede dehidrasyon olustururlar (Rudolph ve Crowe 1985, An ve ark
2000). Sekerler, donma ve ¢6zme sirasinda meydana gelen membran hasarina
karsi membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girip ylzey artisi saglayarak
korumaktadirlar. C6zme islemi sirasinda da hticrelerin ozmotik soka girmesini

onlemektedir (Mcgann 1999).

Serum proteinleri, membran bitunligunu saglamak icin isoosmoliteyi
saglarlar ve KPA'nin pH'sinin devamliligi icin tampon gdrevi gorirler. Bu
bilgiler 1siginda vitrifikasyon icin molar konsantrasyon ve distk toksisitenin
gerekli oldugu kanitlanmistir ve bu EG kullanilarak basarnlmistir. Vitrifikasyon
sirasinda hucre, suyun hizli bir sekilde disarn ¢ikmasi ile birlikte yuksek
osmolar KPA'ya maruz kalinca dehidrate olur ve buzilur. Yuksek osmolar
KPA'ya maruz kaldiktan sonraki hacmin diismesi %85-%88 oranindadir. Su,

makromolekdllerden 5 000 kat daha hizli olarak hiicreyi terk eder ve diger
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maddeler sitoplazmada kalir. Bunun sonucu olarak intraselliler madde

konsantrasyonu artar (Ali ve Shelton 2007).

Hucrelerin basarih bir sekilde dondurulmasi, plazma membranindan
suyun ve KPA'larin basit diflizyonunu ve hizli transportunu gerektirir. Son
zamanlarda membransel transportta gorevli protein yapisinda olan su
kanallari (aquaporin) saptanmistir.  Bu proteinlerin dondurma sivisina

eklenmesiyle hiicrenin canhhk gicl artirlmaktadir (Edashige ve ark 2003).

1.6. Vitrifikasyon isleminde (Donma-C6zme) Sekillenen Olaylar

Dondurulma sirasinda hiicrede olusabilecek degisiklikleri maddelersek;

1.Coziculer ve tuz solisyonlan sivi fakat vizkozitesi yiksek fazdayken; su, buz
kristallerine donuslr, sivi fazdan kati hale gecer. Sicakligin dismesi ile
meydana gelen buz kristalleri, i¢ hicre sistemini koruyan hicre

membranlarinda blyuk hasarlar olusturabilir.

2. Sicakhgin diasmesi sonucu suyun buz kristalleri meydana getirmesi
sebebiyle geride kalan tuz sollsyonlar ektraselliler ortamdaki ¢ozuculik
etkilerini gittikge azaltir. Su-tuz-buz karisimi kristalize oldugu anda buna
otektik noktalari denir. Tuz bilesenleri, 6tektik noktalarina suyun kristallesmesi
ile ulasir. Bu degerler normal kiltir solisyonlar icin -10°C ile -17°C arasi,
sodyum klorid icin ise -25°C'dir. Bu sebeple KPA'larin yoklugu durumunda
6lum oranlar artacak, hicreler yliksek oranlarda pH degisikliklerine ve farkl
konsantrasyonlarda tuzlarin etkisine maruz kalacaktir. Bu durum lipoprotein
denatiirasyonu ve buna bagli membran icinde zorlanmalara neden olur ve bu

da sollisyon etkisi olarak agiklanabilir.
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3. Dondurma solisyonu igindeki tuz konsatrasyonunun yukselmesi ile birlikte
hiicre ozmotik hale gecer ve su kaybeder, bunu takiben pasif dehidrasyon
olur ve hticre buziismeye baslar. Hiicre yogunlugundaki azalmanin ¢cok olmasi
hiicre yapisinda dontsimsuiz hasarlara yol acarak hicrenin 6limine sebep

olur.

4. Soguk Hasari: Gametlerdeki soguk hasari; hiperozmotik stres, soguk soku
stresi, ozmotik blzisme-sisme sonucu olusmaktadir. Hiperozmotik ¢evrenin
olusmasinda ortam pH'si, selliler dehidrasyonda artis, hicre membrani
protein-lipit kompleksinin zayiflamasi 6nemli yer tutar. Donma esnasinda,
oosit ve embriyoda olusan koyu lipit damlaciklarinin soguk soku hasariyla
alakali oldugu dustunilmektedir. Sogutma hizi artikca intraselliler buz

olusumu da artacaktir (Gao ve ark 1993).

Hicrenin hacim ve membran yapisina gore kullanilan KPA'lardan
bagimsiz olarak her hicrenin sahip oldugu optimum bir sogutulma hizi vardir.
Hucre icinde buz olusturmayacak en hizli sogutulmaya, "optimum sogutulma
hizi" adi verilir. Bununla birlikte bir¢cok hicre tipi icin degisik optimum
sogutulma hizlari vardir. In vitro fertilizasyon (IVF) icin énemli olan bazi
hicrelerde ise hala kesin optimum bir deger ortaya konulamamistir (Wetzels

1996).

KPA'lar genellikle -15°C'nin altindaki sicakliklarda buz olustururlar. Bu
olay asin soguma (supercooling) olarak adlandirilir. Asirn soguma, bir sivinin
sivi fazdan kati faza ge¢meden normal donma noktasinin altindaki bir
sicakliga sogumasidir. Bu yari kararli durumdaki sivinin partikilleri enerjilerini

kaybeder ancak kati kristal durumuna gecemezler. Bu sirada sayet siviya
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kiguk bir kristal ile seeding yapilirsa kristallesme olusacak ve sicaklik donma
noktasina geri donecektir. Kristallesme; ortamdaki toz zerrecikleri, mekanik

titresim ya da sert yuzeyler ile de induklenebilir (Woods ve ark 2000).

KPA ilavesini takiben, hicreler bir dengeleme stirecine birakilirlar ve bu
sirada hucreler, su kaybetmeye bagslarlar. Su kaybinin sebebi, ekstraselltler
ortamin hiperozmotikligi ve hiicre zarinin KPA'ya gore suya daha gecirgen
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicre disina su ¢ikisi ve hiicre icine KPA girisi
dengeye ulastiginda hticre buzilmesi durmaktadir. Cogu KPA hicre icine giris
hizina karsin, suyun hicreden c¢ikis hizi kadar bir hizla hicre igine
giremediklerinden, hilicrede dehidrasyona ve buzismeye sebep olurlar. Bu
olay KPA'nin dilisyonu sirasinda tersine ddnmektedir. Diltsyon
medyumundaki su, hticre icine hizli bir sekilde girerken, hicre icindeki KPA
ayni hizla disariya c¢ikamamaktadir. Sonugta, hlicrede sisme meydana
gelmektedir. Bunu engellemek amaciyla dilisyon medyumlarina, hiicre zarini
gecemeyen sukroz eklenmektedir. Sikroz, suyun hicre igine girisini
yavaslatarak hucrenin birden sismesine ve ozmotik bir sok yasamasina engel

olmaktadir (Mullen 2007).

Fare oositlerinde yapilan calismalar intraselliler buz kristallerinin
olusmamasi i¢in, su iceriginin  %90'Inin  kaybedilmesi  gerektigini
gostermektedir. Halbuki embriyo icin %30'luk bir oran yeterli olmaktadir

(Friedler ve ark 1988).

1.7. Oosit Kriyoprezervasyonunun Tarihgesi ve Nedenleri

Ureme hiicrelerinin kriyoprezervasyonu ilk olarak 1776'da sperm

dondurulmasinin Spallazani tarafindan rapor edilmesiyle baslamistir. KPA ile
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yavas sogutmanin kullanimi, hucresel kriyoprezervasyonda ¢6zme sonrasi
canliliktaki gelismelere onderlik etmistir. Fare embriyolarinin basarili bir
sekilde dondurulmasi ilk olarak 1972'de kanitlanmistir (Whittingham ve ark
1972). Devam eden arastirmalar %90'dan fazla oranlarda canlilik elde ederek
¢6zme sonrasi viabiliteyi 6nemli 6lctide gelistirmistir, diger yandan oosit

kriyoprezervasyonunun basarisi daha azdir (Mullen 2007).

Cinsiyete dayal ayrimlarin kabul edilebilirliginin toplumda gittikce
azalmasina ragmen, 6zellikle Greme dahil olmak Gzere belli alanlarda kadin ve
erkek arasinda gulcli ayrimlar vardir. Cogu memelide Greme siklusu, gebelik,
dogum sancisi, bebek bakimi ile ilgili zorluklar iceren reproduktif sikintilarin
cogunu kadin Ustlenir. Insanlarda en iyi niyetlere ragmen erkekler bu
sikintilarin cogunu Ustlenmezler ve ¢cogu kadin onlari yasamlarinin kaginilmaz
bir parcasi olarak kabullenmigslerdir. Ayrica bunlara ek olarak kadin ve erkek
arasinda genetik materyalin korunmasi ve gelecek kusaklara aktarilmasi
hakkinda daha can sikici farkliliklar vardir. Oositin sayisi son derece sinirli iken
saglikli bir erkek hergiin milyonlarca sperm (retir. Insanda dahil cogu
memelide ayda 1 ya da 2 oosit gelisir. Dahasi kadin i¢in treme ¢agi sinirli iken
erkekler tim hayatlari boyunca lreme yeteneklerini korurlar. Teorik olarak
kadinin gebe kalmasi ve bebek sahibi olmasi menopoz 6ncesi gergeklesen
olaylardir. Fakat pratikte bu periyod oositin kalitesinin 35 yasindan sonra

dismesiyle kisalir (Kuwayama ve ark 2007).

Cogu birey icin bir aileye sahip olmak onlarin kendilerini hissetmelerini
ve toplumda bir yer edinmelerini tanimlar. Ayrica insanlardaki bir cocuk sahibi
olma arzusu duygusal durtilerinin en guglulerinden biridir. Ne yazik ki

Uretken vyaslardaki ¢ogu cift (tahmini olarak %40'dan fazlas)) medikal bir

36



tedavi uygulamadiklari suirece infertildir. Cogu birey icin infertilite ¢cok ciddi

bir yasamsal krizdir (Menning 1980, Alesi 2005).

Kadinlar infertiliteyi simdiye kadar karsilastiklari en kotl kriz olarak
tanimlarlar. Depresyon ve anksiyete, 6fke, Gzlntd, hayalkirnkhgr ve sucluluk
duygusu gibi hisler infertil ksilerde sik sik hissedilir. Yardimci Ureme Teknoloji
Dernegi ve Amerikan Ureme Tibbi Dernedi Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri ile birlikte insan yardimci tdreme teknolojisinde gercgeklestirilen
aktiviteleri iceren yillik istatistikleri toplamiglardir. 2002 yilinda yaklasik olarak
86 000 YUT tedavi siklusu baglatilmistir. 14 000'nin (izerinde hastaya
kriyoprezerve embriyo transferi gerceklestirilmistir. Bu kriyoprezerve
embriyolardan yaklasik 3 500 dogum rapor edilmistir ve 41-42 yaslarindaki
kadinlarda %17, 35 yasin altindaki kadinlarda %28 oranlarinda degisen canli
dogum oranlari vardir. taze embriyo transferi yoluyla canli dogum oranlari yas
gruplarina gore degismekle birlikte %43'den %15'e kadar degismektedir. 25
Avrupa Ulkesi tarafindan yapilan benzer bir bildiri de 2002'de tamamlanmistir
(Andersen ve ark 2006). Bu raporda 631 klinikte baslatilan yaklasik 325 000
siklus belgelenmistir. 13 lkede 175 000'den fazla siklus rapor edilmistir ve
IVF igin klinik gebelik oranlari ve intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)
yaklasik olarak %30'dur. Dogum oranlari ~10'dan >%30'a kadar
degismektedir. IVF bir tedavi secenegi olarak kullanildigi zaman bir seri
midahaleden yararlanilir. ilk olarak kadinlarin menstrual siklusu, fertilizasyon
icin kullanilabilir oosit sayisini arttirmak igcin hormon verilerek kontrol edilir.
Vakalarin cogunda bir¢ok oosit baslangicta toplanir. Korunan oositler igin
yeterli metodlarin eksikligi yizinden bu IVF'e mecbur olan herkes igin
yaygindir. Bu da genellikle fazla embriyo olusmasi ile sonuclanir. Genellikle
arta kalan saghkli gorinimli embriyolar ilk transfer basarisizhigindan sonra

bir dahaki transfere kullanilmak Uzere dondurulup saklanirlar. Bu
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uygulamanin bir sonucu olarak kriyosaklamada insan preimplantasyon
embriyo sayisinin yiizbinlerde oldugu tahmin edilmektedir (Hoffman ve ark

2003, Benagiano ve Gianaroli 2004).

1.7.1. Dondurulma Siirecinde Oosit Zari ve Mikrotiibiiler Etkilesim

Olgun bir oosit, memelilerdeki en bulylk hicrelerden biridir. Farede
yaklasik  70um, insan, inek ve domuzda vyaklasik 120um c¢apindadir.
Omurgalilarin cogunda oositler ovulasyona yakin bir sitrecte 2. mayoz
boélinmelerini gecirirler ve fertilizasyona kadar bu mayotik siire¢ durur. Bu
evrede kromozomlar kondansedir ve ig ipliklerinin metafaz plagi Uzerine
yerlesmislerdir. Genellikle memeli oositlerinin benzer olmasina ragmen
(Pincus 1936), ¢6zme sonrasi canlilik icin dnemli belirleyiciler oldugu

disunulen bazi farkhhklar vardir (Parks ve Ruffing 1992).

Soguma dogrudan hicrelerin plazma membranini etkiler, likit kristal
fazdan jel fazina gegiste fosfolipit molekdllerinin  termal enerjilerinin
dismesine sebep olur. Sonug lipitlerle membranin fiziksel 6zellikleri
arasindaki etkilesimlerin degisimidir. Bu gecis sicakligi, belli tirlerdeki
hidrokarbon zincirlerinin uzunlugu, doymamis hidrokarbon zincirlerinin varligi
ve doymamislik derecesi, soguma oranlari tipleri ve integral membran protein
konsantrasyonu ve htcre cevresindeki solliisyonun kompozisyonu, KPA'nin
varligi gibi bircok faktor tarafindan etkilenir. MII oositlerin faz degisim
sicakligi bazi memeli tirlerinde arastinlmistir. Arav ve ark (1996) sigir
oositlerindeki bu olayda ortalama 10°C'de ¢ok genis bir faz gecisi meydana
geldigini rapor etmislerdir. Membrandaki 2 tabakal lipitteki kolesterolin

varliginin faz gecisini genislettigi bilinir (Mullen 2007).
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Hicre membraninda soguk sokunun etkileri  tanimlanarak
kriyoprezervasyonun iceriginde Ozelliklede spermler icin dnemli bir kisim

acikhga kavusmustur (Morris ve Watson 1984, Watson ve Morris 1987).

Hicre membraninda likit kristal modelinin bir cesidi standart hicre
biyolojisinde bulunmaktadir. Genelde amfipatik lipid molekillerinin gesitli
integral proteinleri iceren 2 tabakali bir yapisi vardir. Fizyolojik sicakliklarda
akiskan bir durumdadir ve bu akiskanhk ytksek bir molekdler hareket saglar.
Lipit ve proteinlerin ¢cogu bu 2 tabaka icinde serbest olarak yayilirlar. 2
tabakanin zit yizleri ayni ozellige sahip degildir ve tabakalarin bir ytziinden
diger ylzune hareket enerjik olarak mimkin degildir. Soltsyondaki lipit yapi
bundan daha cesitlidir. Lipitlerin dizilimi su aktivitesi, sicaklik, pH, tuz
konsantrasyonu ve diger molekullerle etkilesime baglidir. Membranlar
sogutuldugu zaman termotropik davranislar sergilerler. Bu davranislar
membranlarin faz gecisine ugramaya megilli olduklarini gosterir. Membranlar
sogutuldukga lipitler sivi fazdan jel faza ge¢meye meyilli olurlar. Molekiller de
karakteristik hekzagonal bir dizenleme ile kristal hale gecerler. Biyolojik
membranlarin karmasik yapisi yiziinden; bu faz gecisi, saf bir sollisyonda
kristalizasyon olayi gibi olmaz fakat farkli etki alanlar icine dogru membran
lipitlerinin yavas bir sekilde lateral ayrilisi demek daha uygundur. Yine de bu
gecis normal bir lipit dizenlenmesinden farkh bir degisikliktir ve membran
fonksiyonunda o©nemli etkilere sahip olabilir. Bu gegis sirasinda varolan
sicaklik lipitlerdeki hidrokarbon zincirlerinin uzunlugu, cis-doymamis baglarin
varligi ve bulundugu vyer, sollisyon konsantrasyonu ve solisyondaki
katyonlarin degerligi gibi 0zellikleri iceren bircok faktore baghdir. Cok
degerlikli katyonlarin konsantrasyonundaki artis faz gecis sicakhgini arttirir.

Halbuki tek degerlikli katyonlar lipit akiskanligini arttirir ve faz gegis sicakhigini
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disurlr. Bir membranda kolesteroliin varligi faz gegislerinin davranisini da

etkiler. Bu etkiler;

1) Jel fazina gegmek igin lipit tlirlerinin yetenegini degistirmek,

2) Jel fazi bozuklugunun artmasi (Mullen 2007).

Sogutulan matir memeli oositlerinin etkilerini arastiran ¢ogu calisma
sogugun MII ig ipliklerindeki etkilerini anlamaya ydnlendirmistir. ilk rapor fare
oositleri kullanarak 1980'de aciklanmistir. Bu ¢alisma 15, 30, 45 ya da 60dk
buzda sogutmanin iglerin progresif mikrotliblil depolimerizasyonu ile
sonuclandigini  gostermistir. 1§ ipliklerinin cogu c¢ok kisa bir sogutma
isleminden sonra depolimerize olur ya da kutuplara uzanan fiberler tamamen
depolimerize olmaya baslar ve kinetokor iglerin ¢ogu depolimerize olur.
Kinetokor mikrottbdullerinin yaklasik tamami 30dk'da depolimerize olur ve
daha uzun iglemlere maruz birakmak depolimerizasyon prosesini tamamlar

(Magistrini ve Szoll6si 1980).

Farkl sicakliklarda hizli ¢cézme (18, 25 ya da 37°C'de 30dk), sicakliga
bagl repolimerizasyonun farkli dereceleri ve normal bir ig yapisi ile
sonuclanir. 18°C'de repolimerizasyon meydana gelmez, 37°C'de ¢ok az
repolimerizasyon meydana gelir fakat tam bir repolimerizasyon 25°C'de
gerceklesir. Arastirmacilar progresif olarak ¢ézme ile (18°C'de ¢ozlp 25°C'ye
transfer edip sonra da 37°C'ye aktararak) yeniden normal ig yapisinin
olustugunu  gostermislerdir.  Bu  etkiler daha sonraki calismalarda
kanitlanmistir. Daha sonraki calismalardaki farkhliklardan biri dogrudan
37°C'de ¢6zme ile ooplazmada normal ig yapisinin yeniden olusabilecegidir.
Diger bir farkhlik ig yapisinin kendini tamir edebilme 06zelliginin (¢c6zme

sonrasi ig ipliklerinin morfolojisinin soguma oncesi morfolojiye benzer sekilde
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olmasi) azalmasidir. Calismalarin ¢ogu ig ipliklerinden farkli olarak
kromozomlarin dagilmadigini gdstermistir fakat siklikla kiimelesme ve yer
degisimi yaptiklari belirtilmistir. Benzer etkiler sigir ve domuz oositlerinde de

gosterilmistir (Mullen 2007).

Intraselliiler suyun donmasi, dondurma sirasinda hiicre canliligi ile cok
glc¢lu bir korelasyona sahiptir. Oositlerin genis hacmi ve sferikal sekli
yuzinden (disuk ylzey-hacim orani) memeli oositleri soguma sirasinda
Ozellikle hiicre icinde bulunan fazla miktardaki su ylzinden intraselliler buz
olusumuna hassastir. Intraselliler buz olusumu ve hiicre 8limi arasindaki
iliskileri aciklayan ilk deneylerin bazilarinda oositler bir hiicre modeli olarak

kullaniimistir (Leibo ve ark 1978).

Leibo ve ark (1978) yaptiklari calismada oositlerde intraselliiler buz
olusumu  (hicrenin parlakligi ya da aniden kararmasina gore yapilan
degerlendirme) ve buzun olustugu sicakhk ortami olusturulursa, insidansini
gozlemlemek icin bir kriyomikroskop altinda -80°C gibi distk sicakliklarda
1M DMSO varliginda oositleri cesitli oranlarda (~1'den 32°C/dk’ya kadar )
sogutmuslardir. Intraselliler buz olusum sicakliginin donma oranlar ile
iliskisinin az oldugu gosterilmistir ve ortalama -40°C gibi disuk bir sicaklikta
meydana geldigi aciklanmistir. Kimuilatif canliigin (buz olusum insidansinin
ters orantisi olarak tanimlanmistir) donma oranlari ile gugla bir iliskisi oldugu
gosterilmistir. 1,3°C'de sogutulan oositlerin sadece %13'linde intrasellller buz
olusumu gerceklesirken ~5°C veya Uzerindeki oranlar arastirilmasi yapilmis
olan bitun hicrelerde intraselliler buz olusumu ile sonuclanmistir. Hiicrelerin
bazilari intraselliler buz olusumunu gostermeden o©nce yaklasik -60°C
sicakliklara sogutulmustur. Toner ve ark (1991) permeabl KPA yoklugunda

fare oositlerinde intraselliler buz olusum parametrelerini gormek igin
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arastirmalar genisletmislerdir. Onlar intraselliler buz olusumunun meydana

geldigi sicakhigin ¢cok daha yuksek oldugunu bulmuslardir (~ -12°C).

Arastirmacilarin tahminlerine goére heterojen buz olusumu -31°C'nin
Ustlindeki ve altindaki sicakhklardaki buz olusumundaki farkhhklardan
sorumludur. Onceki buz olusumlar ekstraselliiler buz tarafindan sonra da
intraselliler buz tarafindan olusturulur. Bu olay sabit sicakliklarda intraselliler
buz olusumunu go6steren bir farkliigr kapsar. -20°C'deki sicakliklarda
ekstraselliler buzun varhgi, intraselltler buzun varhgi icin gereklidir. Hicreler
bu noktadaki sicaklklara asirn sogutuldugu zaman ve sonra hiicre disinda
spontan olarak buz olustugu zaman buz hemen hiicre icinde de olusmaya

baslar (Toner ve ark 1991).

Mazur ve ark (2005) fare oositlerinde EG ve DMSO varliginda
intraselliler buz olusumunun sicakliklarini arastirmislardir. DMSO ya benzer
olarak EG ve gliserol, permeabl bir KPA olmadan izotonik bir soliisyonda

oositlerin buz olusum sicakligini baskilar (Mazur ve ark 2005).

1.7.2. Oosit Kriyoprezervasyonunun Hiicresel Komponentlere Etkileri

Bazi permeabl KPA lara maruz birakmanin memeli oositlerindeki
etkileri arastinlmistir. Johnson ve Pickering (1987) DMSQO’ya maruz birakmanin
fare oositlerinin  MII iglerindeki mikrotlbdllerinin  neredeyse tamaminin
polimerizasyonunun degistigini gostermislerdir. KPA'ya maruz birakilmamis
mikrotibullerin  normal yapisina nazaran 37°C'de 10-20dk 15 M
konsantrasyondaki bir KPA'ya maruz birakmak iglerin u¢ bdlgelerindeki
mikrotlbdllerin - yildizsi  goériinim sergilemesine sebep olur. Dahasi

mikrotubdllerin diger sitoplazmik yildizsi bicimleri, perisentrioler materyal
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cevresinde toplanmistir ve iglerle iliskili degildir. Bu &rnek 4°C'de
bekletilenlerdeki gibidir. 2 sonucta da iglerin tim sekilleri korunmustur.
DMSO olmadan 4°C'ye maruz birakmak beklendigi gibi iglerin hizh
depolimerizasyonu ile iliskilidir. Uzun streli maruz birakmak (4°C'ye transfer
ettikten sonra ya da transfer etmeden 60dk) tibilin monomerleri ile birlikte
ig mikrotubullerinin kaybolmasina sebep olur. Bu etkiler metafaz plagindan
kromozom c¢ozilmelerine sebep olur. DMSO uzaklastinldiktan sonra iglerin
onarilmasi 37°C'de 30dk inklibasyon sonrasi bazi oositlerde (isleme bagl
%56-60 arasinda) meydana gelir fakat 4°C'de kalan oositlerde iglerin higbirisi
onarilmaz. Sayet tek basamak DMSO yerine ¢ok basamakli DMSO ilavesi
yapilirsa cogu oosit (%89) normal ig yapisina kavusabilir (Mullen 2007).

1.8. Oosit ve Embriyo Tasiyicilan

Vitrifikasyonda sogutma hizi oosit ve embriyolarin icinde bulundugu
kriyoprotektan solisyonun miktariyla direkt iliskilidir. Oositleri bulunduran
kriyoprotektan solisyonunun miktari ne kadar az olursa, sogutma orani da o
Olcide hizli olacaktir (Chian ve ark 2004a). Embriyolarin vitrifikasyonu ilk
olarak 0,25ml’lik payetlerde yapilmisken, daha sonralar ylksek termal
ileticiligi olan cam mikropipetlerde, Open Pulled Straw'larda (OPS) ve son
yillarda GL-tip (gel loading tip), Cryoloop ya da Cryotoplar icerisindeki
mikrodamlalarda dondurulmaktadir. Clinkl vitrifikasyonda mimkin olan en
kiicik hacimde kullanilan vitrifikasyon sollisyonu icerisindeki oosit ya da
embriyolar, yogun KPA'lara cok kisa bir siire maruz kalrlar. Ustelik OPS,
Cryoloop ya da Cryotop ile yapilan vitrifikasyonda kriyoprotektan
solisyonunun miktari ¢ok dusuk oldugundan (0,5-2 ul), oosit ya da
embriyolar 0,25ml'lik payetlerde yapilan vitrifikasyon isleminden cok daha

hizhh  dondurulmus olur. Ayrica kigik hacimlerde vyapilan vitrifikasyon
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isleminden sonra, oosit yada embriyonun rehidrasyonu ¢6zdirme
solisyonuyla temastan hemen sonra meydana gelir ve bdylece ¢dzdiirme

isleminin toksik ve ozmotik etkileri bertaraf edilmis olur (Uysal 2007).

2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma 2009/074 no.lu etik kurul karari geregince Yardimci Ureme
Teknikleri Unitesi'ne infertilite tanisiyla basvuran hastalarin ICSI sonrasi arta

kalan oositleri ile gerceklestirilmistir.

Calismaya alinan hastalarin hepsine uzun protokol (GnRH analogu ile
down regllasyon) agonist tedavisi sonrasi recFSH ve /veya HMG kullanilarak
kontrolli ovaryan hiperstimulasyonu uygulanmistir. Folikller matirasyon
monitdrize edilerek foliklller yeterli boyuta ulastiginda, human chorionic
gonadotropin (hCG) uygulamasi ile ovulasyon tetiklenmistir. Takip eden
folikul aspirasyonu ile matur oositler elde edilmistir. Minimum 10-12 oosit igin
ICSI islemi uygulanmistir. Hastaya ait arta kalan islem disi oositler imha

edilmeden vitrifikasyon modellemeleri icin kullaniimistir.

Bilgi onay formuyla (Bkz. EK-B) izinleri alinmis vakalara ait arta kalan
toplam 112 oosit tzerinde calisildi. Kontrol grubu olarak ayni hastalara ait
toplam 240 oosit sadece fertilizasyon amaciyla incelendi. Merkezimize
basvuran hastalardan folikll aspirasyonu yapildiktan sonra, oositleri kumulus-
korona kompleksinden arindirmak icin hiyaltronidaz enzimi ile muamele

edildi. Temizlenen oositler kiltir medyumu igerisinde 37°C'de %5 CO,'de 2
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saat bekletildi. Sonrasinda oositler vitrifikasyon islemine tabi tutuldu. Sivi azot

tankinda 3 saat sureyle bekletildikten sonra ¢dzme islemi gerceklestirildi.

Tdim calisma boyunca sterilite kosullarina dikkat edilmistir. Calisma
Cryologic vitrifikasyon seti (kriyo kuveti, kriyoblok, azot transfer kabi,

fibreplug ve kilifi) ile gergeklestirilmistir (resim 2.2.).

Resim 2.1. Vitrifikasyon Islemi Icin Cryologic Vitrifikasyon Set.

2.1. Vitrifikasyon Islemi icin Yapilan On Hazirhiklar

2.1.1. Vitrifikasyon Soliisyonlarinin Hazirhgi

Vitrifikasyon islemi icin oda sicakliginda laminar-flow altinda 60mm’lik steril
kaltir kabi (Nunc) igerisine farkli ylUzdelerdeki HEPES bazli Human Serum
Albumin (HSA) igerikli HTF medyumu (HTF w/HEPES, LifeGlobal) ile
hazirlanmis DMSO, EG ve Sikroz ilaveli dengeleme ve vitrifikasyon
solisyonlarn 75ul’lik dropletler halinde yerlestirilmistir. Sonrasinda mini etiivde

yaklasik 30dk sicakligin 35°C'ye gelmesi beklenmistir (resim 2.1.).
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Resim 2.2. Vitrifikasyon Islemi Icin Hazirlanmis Kiltar Kab.
2.1.2. Soguk Yiizey Hazirhg:

-196°C'deki sivi azot, sogutma kabi (kriyo kivet) icerisine 7-8 It
hacimde eklenip kriyokiiveti ve icerisine yerlestirilen blogun sogumasi
saglanmistir. Sivi azotun kaynamasi kesildiginde blok ve sivi azot ayni
derecededir. Kriyokuveti, kapagi kapatilip isleme hazir hale getirilmistir (resim

2.3)).

Resim 2.3. Kriyo Kiivet Icerisinde Sogutulan Kriyoblok.

2.1.3.Tastyicilarin Hazirhgi
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Gobletler isimlendirilip numaralandirildiktan sonra icerisinde sivi azot
bulunan bir kaba birakihp sogumalari saglanmistir. Oositlerin yuklenecegi
fibreplug, isimlendirilip kilifindan c¢ikarilarak laminar flow altinda islem igin
bekletilmistir. Kiliflar, kriyoktvet icerisindeki blokta bulunan haznelere

yerlestirilerek sogumalari saglanmistir (resim 2.4.).

Resim 2.4.Vitrifikasyon Isleminin Yapildigi Metal Alasimdan Yapilmis Soguk
Blok Yiizey ve Haznelere Yerlestirilmis Fibreplug ve Kilflari.

2.1.4. Cozme Soliisyonlarinin Hazirhigi

Cozme sollisyonlarn igin laminar-flow altinda 60mm’lik kultir kabi
(Nunc) igerisine HEPES bazli (HTF w/HEPES LifeGlobal) HSA igerikli degisen
molaritelerdeki sukroz ilaveli solusyonlar 75ul'lik dropletler halinde
yerlestirilmistir ve 37°C'ye gelmesi icin 30dk mini ettive kaldirimistir (resim

2.5).
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Resim 2.5. Cozme Islemi Icin Hazirlanmis 75ul'lik Degisen Molaritelerdeki

Sukroz Solusyonlarindan Olusan Kultir Kabi.
2.1.5. inkiibasyon Soliisyonlarinin Hazirhg

Islemden 1 gece énce %12 HSA iceren embriyo kiltir medyumu
(Global, LifeGlobal) kaltlr kabr icerisine yag alti (parafin oil, LifeGlobal) 75ul'lik
dropletler halinde yerlestirilmistir. 37°C'de %5CO; 'de gazlanmaya birakilmistir
(resim 2.6.).

Resim 2.6. ICSI Sonrasi Oosit Inkiibasyonu Icin Hazirlanmis Kiiltiir Kabi.
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2.1.6. ICSI Hazirhig:

ICSI isleminde, injection pipet (Cook) ve holding pipet (Sunlight
Medical) kullanilarak invert mikroskop (Nikon Eclipse TE300) altinda
mikromanipulatér yardimiyla (Nikon Narishige) oositlerin  dollenmeleri

saglanmistir. 18-20. saatlerde 2PN kontrolu yapilmistir.

2.2. Vitrifikasyon islemi

Vitrifikasyon islemi, Cryologic vitrifikasyon seti ile yapilmistir. On
hazirliktan sonra her calisma grubu igin belirlenen farkli ytzdelerdeki
solisyonlar icerisinde degisik zaman aralklan tutulan (resim 2.7))
oosit/oositler 0,1-10 pl'lik pipet yardimiyla fibreplug adindaki vitrifikasyon icin
Ozel olarak dizayn edilmis kancaya ~1-1,5 pl volimde yuklenmistir (resim 2.8).
Kanca ucundaki kigik volimlerdeki dropletlerin (resim 2.9.) soguk blok
yuzeye belli sire (ortalama 10 sn) dokundurulmasi ile oositin ve/veya
oositlerin vitrifikasyonu saglanmistir (resim 2.10.). Daha sonra Uzerinde
vitrifikasyonu tamamlanmis oositleri barindiran fibreplug, spesifik kilifi
icerisine yerlestirilip (resim 2.11.) goblete transfer edilmistir (resim 2.12.) ve

kullanilacak zamana kadar sivi azotta saklanmistir (resim 2.13.).
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Resim 2.7. Vitrifikasyon Sollsyonlarina Oositlerin Transferi.

Resim 2.8. Vitrifiye Edilecek Oositlerin Fibreplug Ucundaki Kancaya KPA

Soliisyonu ile Birlikte Yiklenme Ani.
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Resim 2.9. Fibreplug Ucunda KPA+Oosit.

Resim 2.10. Fibreplug Ucundaki Kancanin Soguk Metal Yizeye Temasi.

Vitrifikasyon Ani (Cryologic Vitrification Method 2010).

A A

Resim 2.11. Vitrifiye Edilen Oositleri Barindiran Fibreplug'in Kilifina

Yerlestirilmesi.
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Resim 2.12. Saklanmak Uzere Sivi Azota Atilmadan Onceki Son Durum.

Resim 2.13. icerisinde Oosit Yiiklii Fibreplug'larin Bulundugu Gobletin,

Saklanacagi Sivi Azot Tankina Birakilmasi.
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2.3. Cozme islemi

Dondurulan oositlerin ¢dézdlrilmesi isleminde ise sivi azottan cikarilan
fibreplug (resim 2.14.) kilifindan c¢ikarihp (resim 2.15.) direkt farkh stkroz
molaritelerindeki ¢6zme solisyonu (resim 2.16.) ve ardindan yikama
solisyonu igerisine alinarak farkli zaman araliklarinda bekletilmistir (resim
2.17.). Dondurma islemi nedeniyle buziisen oositlerin eski halini almasi baska
deyisle ¢ozilerek canliligina kaldigi yerden devam ettirmesi saglanmistir. Tim

calisma laminar flow altinda 37°C'de gerceklestirilmistir.

Resim 2.14. C6zme Oncesi Sivi Azottan Cikarilan Qositlerin Bulundugu

Fibreplug.

53



Resim 2.15. C6zme Oncesi Fibreplug'in Kilifindan Cikarilmasi.

Resim 2.16. Vitrifiye Edilmis Oositlerin C6zulme Ani.

Resim 2.17. Cozunmus Oositlerin Stikroz Solisyonlarindan Gegirilmesi.

KPA'nin Uzaklastiriimasi.

2.4. Morfometrik Analiz

3 gruptaki her bir oosit igin;

1) Vitrifikasyon Oncesi ve ¢dzme sonrasinda zona pellusida kalinhgi, oosit

capt hesaplanmistir (Dewinter Biowizard 4.3 2007). Bu sonuglara
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dayanarak oositin alan (41tr?) ve hacminden (4/3mr®) oosit yuzey alani/

hacim orani bulunmustur.

2) 2PN kontroll yapilip fertilizasyon oranlari belirtilmistir.

3) Calismamizin istatistiksel analizinde fertilizasyon oranlar ve oosit
Olctimleri "SPSS for Windows 16.0" programinda yapildi. Fertilizasyon oranlari
icin Chisquare (non-parametrik) Test, oosit 6lcumleri icin de Independent
Sample’s T-Test istatistiksel analizleri kullanildi. Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak

alindi.

2.5. Calisma Gruplan

Vitrifikasyon islemi icin oositler, dengeleme sollsyon yulzdesine,
dengeleme solisyonuna maruz birakma siresine ve ¢6zme solisyonundaki

stikroz molaritesine gore 4 gruba ayrilmislardir.

Grup I (n=60) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme
solisyon orani sirasiyla %3,75 - %5 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1) olan soltsyonlari
iceren dropletlerin herbirinde 0,5-1dk olmak uzere toplam 3,5dk boyunca
birakilarak sonrasinda %15'lik vitrifikasyon sollisyonuna transfer edilmistir. 30-
40sn vitrifikasyon sollisyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3ul volimlerde
fibreplug ucundaki kancaya aktarilmistir. Icerisinde oositleri bulunduran
droplet sogutulmus metal blok ylzeye 10-15sn degdirilmek suretiyle
vitrifikasyonlari gerceklestirilmistir.  Kilifina yerlestirilerek vitrifikasyonlar
tamamlanan oositler aliminyum tasiyicilarin  yardimiyla LN, icerisinde

saklanmistir.
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Cozme islemi icin LNy'den cikarlan goblet icerisindeki fibreplug
37°C'ye getirilmis 0,5M - 0,2 M sukroz iceren ¢dzme sollsyonlarindan sirasiyla
molaritesi ¢coktan aza dogru 5dk igerisinde gecirilmistir (herbirinde ~1,5-2dk).
Arkasindan 5dk boyunca yikama sollisyonuna alinan oositler, vitrifikasyon
oncesi durumlarini tekrar geri kazanabilmeleri igin kiltir medyumuna alinarak

3 saat inkibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyon sonrasi oositlere ICSI islemi uygulanmistir. 18-20.
saatlerde 2PN  kontroli  yapilan  oositlerin  fertilizasyon  oranlari

degerlendirilmistir.

Grup II (n=20) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme
solisyon orani sirasiyla %1,37 - %3,75 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1) olan
solisyonlari iceren dropletlerin herbirinde 2,5-3dk olmak Uzere toplam 7-9dk
boyunca birakilarak sonrasinda %15'lik vitrifikasyon sollisyonuna transfer
edilmistir. 30-40sn vitrifikasyon sollisyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3pl
volumlerde fibreplug ucundaki kancaya aktarilmistir. Icerisinde oositleri
bulunduran droplet sogutulmus metal blok ylzeye 10-15sn degdirilmek
suretiyle  vitrifikasyonlari  gercgeklestirilmistir. ~ Kilifina  yerlestirilerek
vitrifikasyonlari tamamlanan oositler aliminyum tasiyicilarin yardimiyla LN;

icerisinde saklanmistir.

Cozme islemi icin LNy'den cikarilan goblet igerisindeki fibreplug
37°C'ye getirilmis 0,5M - 0,2 M sukroz iceren ¢ézme sollsyonlarindan sirasiyla
molaritesi ¢coktan aza dogru 5dk igerisinde gecirilmistir (herbirinde ~1,5-2dk).
Arkasindan 5dk boyunca yikama sollsyonuna alinan oositler, vitrifikasyon
oncesi durumlarini tekrar geri kazanabilmeleri igin kiltir medyumuna alinarak

3 saat inkibasyona tabi tutulmustur.
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Inkiibasyon sonrasi oositlere ICSI islemi uygulanmistir. 18-20. saatlerde

2PN kontrolu yapilan oositlerin fertilizasyon oranlar degerlendirilmistir.

Grup III (n=16) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme
solisyon orani sirasiyla %3,75 - %5 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1) olan sollsyonlari
iceren dropletlerin herbirinde 2,5-3dk olmak tzere toplam 7-9dk boyunca
birakilarak sonrasinda %15'lik vitrifikasyon soltisyonuna transfer edilmistir. 30-
40sn vitrifikasyon sollisyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3ul volimlerde
fibreplug ucundaki kancaya aktarilmistir. Icerisinde oositleri bulunduran
droplet sogutulmus metal blok ylzeye 10-15sn degdirilmek suretiyle
vitrifikasyonlari  gerceklestirilmistir. Kilifina yerlestirilerek vitrifikasyonlari
tamamlanan oositler aliminyum tasiyicilarin  yardimiyla LN, igerisinde

saklanmistir.

Cozme islemi icin LNy'den cikarilan goblet igerisindeki fibreplug
37°C'ye getirilmis 1,25M - 06 M - 03 M sukroz iceren ¢6zme
solisyonlarindan sirasiyla molaritesi coktan aza dogru 5 dk icerisinde
gecirilmistir (herbirinde ~1,5-2dk ). Arkasindan 5 dk boyunca yikama
solisyonuna alinan oositler, vitrifikasyon o©ncesi durumlarini tekrar geri
kazanabilmeleri icin kultir medyumuna alinarak 3 saat inkiibasyona tabi

tutulmustur.
Inkiibasyon sonrasi oositlere ICSI islemi uygulanmistir. 18-20.

saatlerde 2PN  kontroli  yapilan  oositlerin  fertilizasyon  oranlari

degerlendirilmistir.
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Grup IV (n=16) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme
solisyon orani sirasiyla %1,37 - %3,5 - %5 - %10 (DMSO/EG, 1:1) olan
solisyonlar iceren dropletlerin herbirinde sirasiyla 30sn-30sn -60sn-90sn
olmak Uizere toplam 3,5dk boyunca birakilarak sonrasinda %15'lik vitrifikasyon
solisyonuna transfer edilmistir. 30-40sn vitrifikasyon sollisyonunda tutulan
oosit/oositler ~1-3ul volimlerde fibreplug ucundaki kancaya aktariimistir.
Icerisinde oositleri bulunduran droplet sogutulmus metal blok yiizeye 10-
15sn  degdirilmek suretiyle vitrifikasyonlar gergeklestirilmistir.  Kilifina
yerlestirilerek vitrifikasyonlari tamamlanan oositler aliminyum tasiyicilarin

yardimiyla LN; icerisinde saklanmistir.

GCozme islemi icin LNy'den cikarlan goblet icerisindeki fibreplug
37°C'ye getirilmis 1,5M- 0,4M - 0,2M sukroz iceren ¢ézme sollisyonlarindan
sirastyla molaritesi ¢oktan aza dogru 50sn — 180sn - 120sn igerisinde
gecirilmistir. Arkasindan yikama solisyonuna alinan oositler, vitrifikasyon
oncesi durumlarini tekrar geri kazanabilmeleri igin kiltir medyumuna alinarak

3 saat inkibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyon sonrasi oositlere ICSI islemi uygulanmistir. 18-20.
saatlerde 2PN  kontroli yapilan oositlerin  fertilizasyon  oranlari

degerlendirilmistir.

Grup V Kontrol (n=240) oositlerinde ise rutin tip bebek islemi
sirasinda hastalarin toplanan mattr oositleri icin hiyallironidaz, ICSI ve kaltar
inkibasyonu islemleri gerceklestirildi ve oositlerin sadece 18-20. saat

fertilizasyon bakimindan 2PN goézlemleri yapildi.
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3. BULGULAR

Fakilte etik kurul onayi alinarak yapilan bu calisma Selcuk Universitesi
Meram Tip Fakiltesi Yardimci Ureme Teknikleri Unitesi'ne infertilite sebebiyle
basvuran hastalarin ICSI islemi sonrasinda arta kalan oositleri ile

gerceklestirilmistir.

Hastaya ait arta kalan islem disi yumurta hicreleri imha edilmeden
vitrifikasyon modellemeleri icin kullanilmistir. Bilgi onay formuyla izinleri
alinmis vakalara ait arta kalan toplam 112 oosit tzerinde calisilmistir. Tip
bebek islemi sirasindaki hastalara ait 240 oosit rutin tlipbebek islemine
alinmis olup fertilizasyon oranlari gozlemlenmistir ve ¢calismada kontrol grubu

olarak degerlendirilmistir.

MII gelisim basamaginda olan matur oositlerle gergeklestirdigimiz
calismada degisen konsantrasyonlarda KPA igeren sollisyonlara, farkli stikroz
molaritelerindeki ¢ézme solisyonlarina ve bu sollisyonlara maruz birakma
strelerine gore oositlerin morfometrik degisiklikleri ve ICSI islemi (resim 3.14)
sonrasinda 18-20. saatlerde fertilizasyon oranlari degerlendirilmistir (cizelge
3.1.). Vitrifikasyon islemi Oncesi ve ¢dzme islemi sonrasinda morfometrik
degisiklikler Dewinter Micromeasurement & Image Analysis Software
Biowizard ile olgulmuis olup (resim 3.1.), fertilizasyon oranlari ICSI sonrasi 18-
20. saatlerde 2PN kontrolu ile belirlenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar gruplar

arasinda karsilastinlmistir.
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Resim 3.1. Dewinter Biowizard 4.3 Ol¢im Programi ile Farkli Oosit

Parametrelerinin Olciim; L1: Oosit Capl, L2: Zona Pellusida Kalinligu.

Resim 3.2. ICSI Sonrasi 18-20. Saatlerde 2PN Gorintusu.

Tablo 3.1. Gruplarda Kullanilan KPA Konsantrasyonu, Siresi ve Cozme

Soliisyonu Siikroz Orani.

KPA konsantrasyonu KPA suresi Sukroz
(%) (dk) (M)
Grup1 375-5-75 3,5 05-0.2
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GrupII 137-3,75-7,5 7-9 05-0,.2

Grup III 375-5-7,5 7-9 1,25-0,6-0,3

Grup IV 1,37- 35-5-10 3,5 15-04-0,2

Grup I'de oositler yliksek konsantrasyonlu KPA solisyonlarina kisa siire
maruz birakilmakla birlikte Grup II oositlerinde bu konsantrasyon dusurulerek
maruz birakma sdresi uzatilmistir. 2 grupta da standart bir ¢6zme
uygulanmistir. Karsilastirma yapildiginda Grup I'de Grup II'ye (%28) gore
%70'lik bir fertilizasyon gozlenmistir. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli
bulunmakla birlikte KPA solisyonuna maruz birakma siresi ile oosit kalitesi

arasinda bir korelasyon oldugunu géstermektedir (P<0,05).

Vitrifikasyon solusyonlarinin  konsantrasyon yuzdelerinin  dneminin
bilinmesi Gzerine maruz birakma streleri Grup II ve Grup III icin esit tutularak
(her bir droplet icin 2,5 - 3dk olmak Uzere toplam 7 - 9dk) Grup II'deki
oositler %3,75 - %5 - %7,5 konsantrasyonlarindaki dengeleme sollsyonlarina
maruz birakilip Grup II'deki oositler daha disik konsantrasyon yizdelerinden
baslayan %1,37 - %3,75 - %7,5'luk solisyonlara maruz birakilarak toksik ve
ozmotik etki azaltilmaya calisilmistir ve ¢6zme solusyonlarindaki sukroz
oranlan Grup IlI'de 1,25M - 0,6M - 0,3M olmakla birlikte Grup II'de 0,5M -
0,2M’lik bir oran kullanilmistir. Gruplar karsilastinldiginda Grup III'te
vitrifikasyon ©ncesi ve sonrasi morfometrik farklliklar go&zlenmistir. Bu,

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,024).

Fertilizasyon oranlari gozlemlendiginde Grup II'de %40'lik bir basar
elde edilmistir. Grup III de ise fertilizasyon orani %28 bulunmustur. Bu
konsantrasyonlardaki KPA sollisyonlarina maruz birakma sonucunda

fertilizasyon oranlarinin digerlerine gore dusik oldugunu ayni zamanda
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yuksek molaritelerdeki siikroz kullaniminin hizli bir rehidrasyona sebep olup
hiicrenin bunu tolere edemedigini gostermistir. %40'hk bir fertilizasyonun
daha ylksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(P>0,05).

KPA solisyonlarina hucreleri maruz birakma suresinin uzamasinin
hiicre Uzerindeki etkilerini incelemek icin KPA konsantrasyonlarini sabit
tutarak Grup I ve Grup III karsilastinldiginda Grup I'de oositler KPA'ya 3,5 dk
maruz birakilmakla birlikte Grup II'te ki oositler 7-9 dk gibi uzun bir sire
birakilmiglardir. Grup III oositleri ¢6zme sonrasi, vitrifikasyon dncesi durumlari
ile kiyaslandiginda morfometrik olarak anlamli bir farklilik g&stermistir

(p=0,024).

Fertilizasyon oranlari ise Grup I'e oranla (%70) Grup III'te biytuk oranda
disiik cikmistir (%28). Istatistiksel olarak ta anlaml olan bu sonuclar KPA
konsantrasyonlar kadar KPA'ya maruz birakma suresinin de énemli oldugunu

gostermistir (P<0,05).

Grup 1V oositleri Grup I, I ve III ile karsilastirildiginda fertilizasyon

oranlari bakimindan anlaml bir sonu¢ bulunamamistir (P>0,05).

Kontrol grubu olan rutin tip bebek hastalarimizin oositlerinde ise

fertilizasyon orani %82 olarak bulunmustur (resim 3.15.).
Ayrica gruplarin  vitrifikasyon islemi boyunca, dengeleme ve

vitrifikasyon solisyonlarindaki dehidrasyonlari (resim 3.16) ile ¢zme islemi

boyunca stikroz sollisyonlarindaki rehidrasyonlari (resim 3.17) g6zlenmistir.
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Tablo 3.2. Gruplardaki VO (Vitrifikasyon

Morfolojik Ol¢iim Sonuglari.

Oncesi) ve CS (Cozme Sonrasi)

Hacim/Ylzey Zona Pellusida | Fertilizasyon

Alani Oosit Capi Kalinhigi Oranlari

(um*/um?) (um) (um) (%)

vO GS vO GS vO GS
Grupl | 23,6 | 229 | 158,69 |153,60 | 2448 | 23,93 70
Grupll | 23,3 | 23,3 | 156,92 | 154,72 | 27,02 | 23,92 40
Gruplll | 21,9 | 199 | 150,81 |141,35| 28,96 | 24,93 28
GruplVv | 22,1 | 23,3 | 151,12 | 149,23 | 26,54 | 26,46 50
Grup i i i i i i 82
Kontrol

MII oosit
Polar

Cicim

Resim 3.3. Grup I Vitrifikasyon Oncesi Taze Oositler.
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Resim 3.4. Grup I Dengeleme Solisyonunda Oositlerin 2. dk'si ve
Dehidrasyon.

Resim 3.5. Grup I Cézme Sonrasi 2 Saatlik Inkiibasyondan Sonra Kiiltiir

Medyumunda Oositler.
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Resim 3.6. Grup I Donmus-C6ziinmus ve Déllenmis Oositte ICSI Sonrasi 18-
20. Saat 2PN.

Resim 3.7. Grup II Vitrifikasyon Oncesi Taze Oositler.
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Resim 3.8. Grup II Dengeleme Solisyonunda Oositlerin 3. dk’si ve
Dehidrasyon.

Resim 3.9. Grup I Cézme Sonrasi 2 Saatlik Inkiibasyondan Sonra Kiiltir

Medyumunda Oositler.
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Resim 3.10. Grup II Donmus-C6ziinmUs Dollenmis Oositte ICSI Sonrasi 18-
20. Saat 2PN.

Resim 3.11. Grup III Vitrifikasyon Oncesi Taze Oositler.
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Resim 3.12. Grup Il Dengeleme Soltusyonunda Oositlerin 3. dk’si ve
Dehidrasyon.

Resim 3.13. Grup III C6zme Sonrasi Kaltir Medyumunda Oositler.
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Resim 3.14. C6zme Sonrasi Oositlerin ICSI Islemi.

-

Resim 3.15. Konrol Grubu Oositlerin 18-20. saat 2PN Goruntusu.
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Resim 3.16. Vitrifikasyon Islemi Sirasinda Gerceklesen Dehidrasyon.
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Resim 3.17. Cézme Islemi Sirasinda Gerceklesen Rehidrasyon.

4. TARTISMA

Biyolojik hticre ve dokularin yapi ve fonksiyonunu dondurarak
korumak, temel biyoloji ve klinik sahada 6nemli bir rol oynamaktadir (Gook
ve Edgar 2007). Fertilitenin korunmasi da son yillarda klinik zorunluluklar ve
teknolojideki ilerlemelerin bir sonucu olarak hizli bir sekilde gelisme
goOstermistir (Gosden ve Nanago 2002). Bu nedenle insan oositlerinin
kriyoprezervasyonu (dondurularak saklanmasi) YUT'te énemli bir yere sahiptir.
Oosit kriyoprezervasyonu klinik yaklasimlara embriyo
kriyoprezervasyonundan daha yakindir (Chen ve ark 2003). Ornegin; cerrahi,

kemoterapi ya da radyoterapi gibi sebeplerden dolayi ovarial fonksiyonun
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kaybolmasi gibi durumlarda gelecekte kullaniimak Uzere oositler saklanabilir
(Gidoni ve ark 2008, Porcu ve ark 2008). Bu durum embriyo

kriyoprezervasyonuna bir alternatiftir (Parmegiani ve ark 2008).

American Society for Reproductive Medicine (ASRM)'a gore Ovarian
Hiperstimulasyon Sendromu (OHSS) tipbebek hazirligi asamasinda meydana
gelen siddetli komplikasyonlardan biridir ve hCG'ye her maruz kalmada bu
sendromun riski artar (Klemetti ve ark 2005). Sekonder OHSS ile iliskili
komplikasyonlari 6nlemek icin kriyoprezervasyon iyi bir stratejidir. OHSS
hastasina Embriyo Transferi (ET) oncesi toparlanma slresi gerekir. Hasta
saghgina kavustugu zaman donmus olan embriyolar ve/veya oositler (yasal
dizenlemeler su anda izin vermiyor) ¢ozulip doéllendikten sonra hastaya

transfer edilir (Delvigne ve Rozenberg 2002).

Gamet kriyoprezervasyonu, YUT ve biyoteknoloji alanlarinda
ilerlemelerin saglanmasinda onemli bir aractir (Leibo 1992). Fakat oositler
soguk hasarina asin sekilde egilimlidir. Bu durum basarili  bir

kriyoprezervasyonu sinirlayan ana faktordur (Yavin ve Arav 2007).

Memeli disi gametleri vicut sicakhginin disindaki sicakliklarda
kolaylikla hasarlanabilir (Ghetler ve ark 2005). Ctinku tehlikeli olarak bilinen O-
8°C arasi sicakliklar fizyolojik vicut sicakliginin altindadir ve soguk hasarina
sebep olur. Ornegin; membranlar soguma sirasinda membran yapi ve
fonksiyonunu degistiren membran lipit faz degisikliginden dolayi hasarlanir

(Yavin ve Arav 2007).

Dondurulup ¢6zilmis insan oositlerinden gelisen ilk gebelik 1986'da

gerceklesmistir (Chen 1986). 1987'lerde dondurulmus oositler ile ilgili
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gelismeler yavastir ve ¢ok az sayida dogum bildirilmistir (Al-Hasani ve ark
1987, Van Uem ve ark 1987). Bunun sebebi taze oositlerle karsilastirildiginda
kriyoprezerve oositlerin daha yutksek oranda kromozomal anomali gdsterme
riski (Pickering ve Johnson 1987) ve zona sertlesmesinden kaynaklanan dusik
fertilizasyon oranlaridir (Vincent ve ark 1990b, George ve ark 1993).
1990'larda  oosit  kriyoprezervasyonunun ardindan gergeklesen  ICSI
uygulamalari ile énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bunu takiben yapilan
arastirmalar oosit kriyoprezervasyonunun zararli olmadigi dustncesini

kanitlamistir (Gook ve ark 1994).

Bircok tlrde basarih oosit kriyoprezervasyonu yapilmasina ragmen
klinik sonuglar tatmin edici nitelikte degildir. Clinkl kriyoprezervasyon sonrasi
oositlerin canhhk oranlari ve morfolojileri biyofiziksel faktorler tarafindan
etkilenir (Ledda ve ark 2007). Kriyoprezervasyon sirasinda hiicresel hasarlara
sebep olan bu biyofiziksel faktorlerin en dnemlileri intraselliler buz olusumu
(Mazur ve ark 2005) ve ozmotik hasardir (Liebermann ve Tucker 2002). Bu
faktorler uygun bir KPA, KPA konsantrasyonu se¢imi (Wani ve ark 2004),
KPA'ya maruz birakma ve uzaklastirma suresi (Nowshari ve ark 1994), elverisli
sogutma ve ¢O6zme oranlari ve uygun tasiyicllar ile gergeklesen

kriyoprezervasyon teknikleri ile minimize edilebilir (Ren ve ark 1994).

Kriyoprezervasyon cesitleri yavas sogutma, hizh sogutma ve
vitrifikasyon olmak Uzere 3 bashk altinda toplanabilir. Vitrifikasyon son
zamanlarda gelistirilmis buz kristali olusturmadan camsi bir fazin sekillenmesi
ile gerceklesen dondurma ydntemidir (Yavin ve Arav 2007). Camsi faza gegis
termodinamik bir olaydan ziyade kinetik bir durumdur. Bu islem sirasinda
kristalizasyon olusturabilecek konsantrasyon gradientlerinin kullanilmasindan

kaginilir ve bu sebeple kristalizasyon ile iliskili toksik ve ozmotik hasar
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engellenmis olunur. Herhangi bir sivi materyalin kristal olusumunu 6nlemek
icin yeterli hizda sogutuldugu slrece vitrifiye edilebildigi rutin olarak
kanitlanmistir. Hlcre ya da dokular, cam gegis sicakhgi adi verilen bir
sicakhgin altina sogutulup stabil bir hale ulastigi zaman kristalizasyon
meydana gelmeyebilir. Ciotti ve ark (2009) yaptiklan bir calismada yavas
sogutma gruplar ile karsilastinldiginda vitrifikasyon gruplarinda daha hizh bir

mayotik ig yenilenmesi oldugu sonucuna varmiglardir.

Basarili bir vitrifikasyon 3 ana faktére baghdir.
a) KPA'larin yogunlugu,
b) Donma-¢6ziinme hizlar,

) Islemde kullanilan KPA voliimleri (Yavin ve Arav 2007).

Vitrifikasyon soltsyonlarinin toksik etkisini azaltmak icin diger 6nemli
strateji KPA'larin adim adim eklenmesidir. Baslica 2 basamakli bir proses
kullanilir (Chen ve Yang 2007). ik basamakta kullanilan én islem soliisyonu
olan dengeleme solUsyonu, konsantrasyon bakimindan vitrifikasyon
solisyonundan daha dusuktur. Bu ylzden de daha az toksiktir. Oositler
dengeleme sollsyonunda hacim olarak su kaybettiklerinden ilk olarak
bizilmeye bagslarlar. Sonra yavasca tekrar genisleyip vollimlerini arttirirlar. Bu
oositin igine permeabl KPA’larin girisini gosterir. Bu islem, sonrasinda oositler
icin daha toksik olan vitrifikasyon solisyonuna maruz birakmak icin gerekli
olan zamani azaltir. Yaptigimiz calismada vitrifikasyon islemi sirasinda
ilerleyen basamaklarda oositlerin 6nce dehidre olup su kaybettigini ve

sonrasinda hacimce genisleyip KPA'larin hiicreye girdigini gézlemlemis olduk.

Dengeleme soliisyonlarina maruz birakilan insan oositlerinin dogrudan

ylksek konsantrasyonlu vitrifikasyon sollsyonlarina maruz birakilan oositlere
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gore daha ylksek canliik oranlan verdigi kanitlanmistir. Dengeleme
solisyonlar olmadan gerceklesen tek basamakli vitrifikasyon, KPA'larin
yetersiz permeasyonuna sebep oldugu icin bu da soguma ya da ¢dzme

sirasinda intraselltler buz kristali olusumuna sebep olur (Chen ve ark 2000a).

Biz de yapmis oldugumuz bu optimizasyon calismasinda oositleri 6nce
%3,75-%5-%7,5 olan dusik konsantrasyonlu dengeleme soliisyonlarindan
gecirerek sonrasinda daha yuksek konsantrasyondaki vitrifikasyon
solisyonunda bekletip oositlerin dehidrasyon hizini yavaslatarak KPA'nin
ozmotik sokunu onlemeye calistik. Aksine grup disi ilk deneyimlerimizde
kullandigimiz kademeli olmayan yontemlerde oositleri %15'lik vitrifikasyon
solisyonuna biraktigimizda ozmotik soku tolere edemeyip canliliklarini

yitirdiklerini gérduk.

GCalismalar embriyo kalitesini gelistiren ve implantasyon oranlarini
arttiran modifikasyonlar kesfetmeyi gerektirir. Paynter ve ark (2005)'na gore
in vitro ortam ve dondurma-¢6zme solusyonlarinin sicakhklari ile birlikte
oositlerin soltusyonlardaki bekleme siresi de c¢ok onemlidir. Al-Hasani ve
Diedrich (1995) dengeleme solisyonlarina 10dk maruz birakmanin, insan
oositlerinin canlilik oranlarini arttirmak igin yeterli oldugunu ileri sirmuslerdir.
Bazi arastirmacilar oda sicakliginda oositleri KPA'lara maruz birakmislardir
(Chen ve ark 2000a, Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Fakat
arastirmacilarin bazilari da 35-37°C'de (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003)
arastirmalarini gergeklestirmislerdir. Bir kisim arastirmaci ise ¢6zmeyi oda
sicakliginda ve dilisyonu 37°C'de gerceklestirmistir (Lucena ve ark 2006,
Cobo ve ark 2008). 37°C'de dilisyon, prosedur sirasinda iglere daha az hasar

verir (Ciotti ve ark 2009).
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Daha yuksek sicakliklar hiicre membranindan permeabl KPA'larin
gecisini arttirir. Fakat ayni zamanda toksisite de artar. Bu nedenle 37°C'de 2-
3dk dengeleme sollsyonlarina maruz birakilirlar  ve vitrifikasyon
soltsyonlarinda da 20-30sn bekletilirler (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003).
Aksine oda sicakliginda dengeleme sollsyonu icin 5-15dk vitrifikasyon
solisyonu icin 30-60sn’'nin yeterli oldugu dusinulir. (Chen ve ark 2000a,
Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Biz ise calismamizda insan
oositlerinin dengeleme soltsyonlarina 3,5dk maruz birakilmasinin yeterli
olacagi fikrine sahibiz. 4 gurubumuzun dengeleme sollisyonunda gegen
surelerini inceledigimizde dollenme orani en ylksek grubun toplam siresi
3,5dk olan grup olmasi sebebiyle siirenin az ve/veya cok olmasinin KPA'nin

hiicreye permeasyonunu azaltacagi, toksisiteyi arttiracagi gorusiindeyiz.

Konsantre KPA'lara uzun stire maruz birakmak toksik bir etki olusturur.
120sn vitrifikasyon sollsyonlarinda bekletilen insan oositleri 60sn vitrifikasyon
solisyonunda bekletilendan daha dustk fertilizasyon ile sonlanir (Chen ve ark
2000a). Wood ve ark (1993) yaptiklari bir calismada yuksek konsantrasyonlu
KPA'lara uzun sire maruz birakmanin fare oositlerinde canlilik oranlarini
onemli 6lctide degistirdigini gostermislerdir. yine ayni sekilde Bos-Mikich ve
ark (1995) sogutmanin disinda vitrifikasyon soltsyonlarina 90-100sn gibi uzun
streli maruz birakilirsa aktif fare oositlerinin biyuk bir ¢cogunlugunun 2PN
basamaginda durdugunu (%30) ve kromozomal kondensasyonun meydana

gelmedigini gostermislerdir.

Damien ve ark (1990) tarafindan goézlendigi gibi eger hiicre KPA'ya
uzun sure maruz birakilirsa gelisim potansiyeli kadar intraselliler pH'da
degisecektir. Pichering ve ark (1991) yetersiz bir sire DMSO'ya maruz kalan

insan  oositlerinin  fertilizasyon oranlarinin  distigini  bulmuslardir.
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GCalismamizda oositleri vitrifikasyon sollisyonuna 30-40sn maruz biraktik.
Buna ragmen %15'lik EG+DMSO+slikrozdan olusan yuksek
konsantrasyonlardaki vitrifikasyon solliisyonuna 40sn'yi asan sirelerde (60-
120sn) istem disi olarak maruz birakilan oositler hemen vitrifikasyon sirasinda
ya da ¢6zme sonrasi canliliklarini kaybetmislerdir. Bu durumu yaptigimiz bir
islem hatasi olarak kabul edip calismamizda degerlendirmeye almamamizla
birlikte KPA'ya uzun sureli maruz birakma durumunda meydana gelebilecek

problemleri gézlemlemis olduk.

Vitrifikasyonun basarisini etkileyen 6nemli faktorler sicakligin dusus
oranlari ve vitrifikasyon soltsyonlarinin sogutulmasidir. Bu tasiyicilarin termal
iletkenligi ve vitrifikasyon sollsyonlarinin yikleme volimd bakimindan
dondurma igleminde kullanilan tasiyicilar sogutma oranlarinda énemli bir rol
oynar. Oosit ya da embriyolarin KPA solisyonlari ile yiklendigi cesitli tasiyici
sistemler vardir. Bu tasiyici sistemlerin ¢ogunun dezavantaji kontaminasyon
kaynagi olan likit nitrojenle temas halinde olmalarndir (Hredzak ve ark 2005).
Ornegin; Acik sistemde LN ile direkt temas vardir ve cok yiiksek soguma
oranlar elde edilir. Kapal sistemde ise LN; ile oositler direkt temas etmezler
ve oositler LN;'ye batirilmadan once tasiyici iginde dis ortamla temasi
kesilecek sekilde kapatilir. Soguma oranlari standart dondurma strawlarinda 4
460 °C/dk, OPS’lerde 16 340 °C/dk'dir. Calismamizda ise fibreplug adindaki
yari-kapali sistem kullanilmigtir. Kullandigimiz metal blogun sogutma hizi 14
000 °C/dk'dir (Keskintepe 2010). Fibreplugtaki kancaya yaklasik 1-3ul
hacimde yukleme yapilarak yiksek sogutulma oranlari elde edildi ve yari-
kapal sistem kullanarak kontaminasyon riski dnlenmeye calisildi. Ayrica kapali
sistemlerin etkili olmasinin bildiriimesine ragmen (Kuwayama ve ark 2005b),

aclk sistemlerin dezavantajlarini (hastalik riski ve kontaminasyon) elimine
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etmek, fakat yliksek sogutma oranlarinin devamini saglamak icin daha birgok

arastirmaya ihtiyag vardir (Bielanski ve ark 2000).

Valojerdi ve Salehnia (2005) fare MII oositlerini yavas sogutma ile
dondurduklar zaman ¢6zme sonrasi hasarli bir mitokondri ve dagilmis bir ara
filament bulmuslardir. Aksine bu MII oositleri vitrifiye edildigi zaman hasar
minimal olmustur sadece ara filamentler etkilenmislerdir ve bunlar ilk
bélinme zamanina kadar yeniden organize olmuglardir. Ayrica yavas sogutma

yapilan oositlerde blastosist gelismemistir (Valojerdi ve Salehnia 2005).

Martino ve ark (1996) yuksek sogutma oranlari kullanarak vitrifikasyon
sonrasi sigir oositlerinin blastosist basamagina gelisebilme yetenegine sahip

olduklarini géstermiglerdir.

Vitrifikasyon sirasinda saglanan yuksek soguma oranlari, vitrifikasyon
solisyonlarinin  ¢ok kiglik volimlerde kullanilmasi ile basanlimistir. Bu
volimlerin standart oosit ve embriyo kriyoprezervasyonunda kullanilan
0,25ml ile karsilastinldiginda 1ul kadar az olduklari bilinir. Minimum volim
kullanarak soguma hizinin arttirlmasi hasara sebep olan sicaklik araliginin (-
5°C ile +15°C arasi) hizlica gecilmesini saglar (Martino ve ark 1996).
Vitrifikasyon mikrolitre duizeyindeki volumlerde hiicrelerin yiklenmesine izin
veren kuiguk tastyicilarin kullanilmasi ile gergeklestirilir. Bunun icin EM Grid
(Martino ve ark 1996), OPS (Vajta ve ark 1998), Solid Surface Vitrification
(Dinnyes ve ark 2000), Microdrops (Papis ve ark 2000), Cryotop (Hochi ve ark
2001), Nylon Mesh (Matsumoto ve ark 2001), Cryotip (Kuwayama ve ark

2005a) ve Cryoloop (Lane ve ark 1999) olmak Uzere ¢esitli metodlar vardir.
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Martino ve ark (1996) yaptiklari bir calismada sigir oositleri icin EM
Grid kullanmiglar ve konvansiyonel strawlara nazaran daha yuksek gelisme
potansiyeline ulagsmislardir. Yine Hong ve ark (1999) ile Yoon ve ark (2003) EM
Grid metodu kullanarak insan oosit vitrifikasyonundan basarili gebelikler elde

etmislerdir.

Arav ve ark (2002) yaptiklar bir calismada oosit iceren kiguk bir
droplet vitrifikasyon sollsyonunu ince cam bir ylizeye yerlestirmis sonra
vitrifikasyonu gerceklestirmek icin likit nitrojene batirmislar ve daha az
konsantre vitrifikasyon sollsyonlarinin kiiglik bir dropletinin (0,5ul) buz kristali

olusumu ve kirik hasarini dnleyebilecegini gozlemlemislerdir.

Vajta ve ark (1998) yapmis olduklari bir calismada kiguk bir miktar
vitrifikasyon solisyonunda (1pl) sigir oositlerini  tutmak igcin  OPS'yi
gelistirmislerdir. Bu duistince cekilmis bir straw kullanarak 6rneklerin
volimiund dastrmek icindir. Strawlar isitmislar ve elle ¢ekmislerdir. Sonra
gittikce incelen ucu kesmislerdir. Sonug olarak strawlarin cap ve duvar kalinhgi
orijinal strawlarin yaklasik yarisi kadar azalmistir. Soguma ve ¢6zme oranlar
OPS'de diger konvansiyonel strawlara gore daha yuksektir (sirasiyla 16
700°C/dk ve 13 900°C/dk) ve arastirmacilar daha iyi sonuglar elde etmislerdir.
Ayrica Kuleshova ve ark (1999) da insan oositlerinin vitrifikasyonu icin OPS

kullanmislar ve basarili gebelikler elde etmislerdir.

Morato ve ark (2008) sigir oositleri ile yaptiklari bir calismada
Cryotop’'un OPS'ye goére ig yapisini daha iyi korudugunu bulmuslardir.
Kuwayama ve Kato (2000) ince bir propilen serit kullanarak Cryotop’u

(Kitazato Supply Co., Fujinomiya, Japan) gelistirmislerdir. Cryotop ile birlikte
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sogutma ve ¢6zme oranlari 6nemli dlgide artmistir ve 23 000°C/dk ve 42

100°C/dk’ye ulasilmistir (Kuwayama ve ark 2005a).

Ruvalcaba ve ark (2005) yaptiklar bir calismada tasiyici olarak Cryotop
kullanilarak yapilan vitrifikasyon sonrasi %90,1'lik canlilik orani ve %34,1'lik bir

gebelik orani elde etmislerdir.

Chian ve ark (2005) Cryotop’'u modifiye ederek koruyucu bir kilif
uygulamasi ile Cryoleafi (MediCult, Jyllinge, Denmark) gelistirmislerdir.
Cryotop ve Cryoleaf insan oosit vitrifikasyon basarisini blyik olgude
arttirmistir (Kuwayama ve ark 2005a). Kuwayama ve ark (2005a) Cryotip'i
gelistirmislerdir (Kitazato Supply Co, Fujinomiya, Japan). Temel olarak isi ile
kapatilarak ¢ekilmis straw teknigidir. Soguma ve ¢6zme hizi Cryotop'tan daha
disuktur fakat Cryotip ile beraber termal hiz basarili bir vitrifikasyon igin

olabildigince yeterlidir (Kuwayama ve ark 2005a).

Chian ve ark (2004b) Cryoleaf adli acik sistem tasiyicida 180 adet oositi
EG, PrOH ve stkroz kombinasyonunu kullanarak vitrifiye etmislerdir. %93,9'luk
bir canlilik orani, %74,6'lik bir fertilizasyon orani ve %20,4'lik bir implantasyon

orani ve hasta basina 7/15'lik bir klinik gebelik orani (% 46,7) elde etmislerdir.

Lane ve ark (1999) insan oositlerinin vitrifikasyonunda ilk defa
Cryoloop kullanmiglardir (Cryoloop; Hampton Research, Laguna Niguel, CA.,
USA). Cryoloop, bir kulpa bagl kiigiik naylon bir loop ve tasiyici olarak ta bir
tupten olusur. Vitrifikasyon sollisyonunun icerisinde bulunan oosit ve
embriyolar loop ucundaki kancada bir film olusturarak asili kalmislar. Sonra
sivi nitrojene daldirilmislardir. Vanderzwalmen ve ark (2000) bir ucu agik bir

straw olan tasiyict Hemistraw'i gelistirmislerdir. Yaptigimiz calismada bu
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tastyicilardan farkli olarak fibreplug kullandik. Yikleme yaptigimiz Minimal
volim ve saglanan asiri soguma ile yuksek sogutma hizlari elde ettik. Oositleri
(max 3 adet) ortalama 1,5ul'lik volimlerde fibreplug ucundaki kancaya
transfer ettik. Kullandigimiz kriyoblogun sogutma hizinin 14 000 °C/dk olmasi
ile birlikte vitrifikasyon dncesi 35°C'de olan oositler saklama sicakligi olan -
196 °C'ye yaklasik 1 sn'de ulagmistir. Bu da 231°C olan bu sicaklik farkindaki
20 °C'lik zararli sicaklik araliginin (-5 - +15) 5 salisede gecildigi anlamina
gelmektedir. Bu sayede hicre hasarina sebep olan sicaklik arahginin son

derece hizli gecilmesi saglanmistir.

Memeli oosit kriyoprezervasyonu ile ilgili problemlerden biri organeller
ve hicresel yapilarda yatmaktadir. Yapisal ve fonksiyonel soguk hasarinin
oncelikli yeri membranlardir. Soguk hasar oosit membranindaki termotropik
faz degisimlerinden kaynaklanir. Hicrelerden termal enerji uzaklastikga 2
tabakali lipitteki molekuler hareket diser. Bu komsu lipit molekillerinin
arasindaki etkilesime izin verir bu da daha akiskan likit kristal fazdan sert jel
faza gecis ile sonuclanir (Arav ve ark 1996). Plazma membrani, zona pellusida,
kortikal granuller, mikrotibuler igler, mikrofilamentler ve kondanse
kromozomlar gibi organeller disuk sicakliklardan etkilenirler (Saunders ve
Parks 1999, Wu ve ark 1999). Kortikal granuller fertilizasyon sirasinda
polispermiyi bloklayan yapilardir. Dahasi KPA maruziyetinin intraselliler Ca*?
artisina sebep oldugu ve zona pellusidanin enzimatik modifikasyonlarina
sebep olan kortikal granll materyalinin ekzositozunu tetikledigi gézlenmistir
ve bu sperm penetrasyonunu daha da glglestirir (zona hardening; Larman ve
ark 2006). Boylece IVF 6nemli dlcide zorlasir. Kortikal granillerin prematire
salinisi polispermiyi bloklama zamanini bozar, polispermi oranlari ve bunu

takiben poliploidi artar (Fuku ve ark 1995).
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Diger bir arastirmada kriyoprezerve insan oositlerinde ICSI ve IVF
karsilastinlmis ve IVF'te daha dusik fertilizasyon oranlari elde edilmistir
(Kazem ve ark 1995). Bu dustincelerden yola cikarak ¢alismamizdaki tim MII
oositlere ICSI islemi uygulanmistir. IVF'teki dlsuk fertilizasyon oranlarinin
nedeni belki de zona sertlesmesine sebep olan kortikal grantllerin
serbestlesmesi yliziinden olabilir (Ghetler ve ark 2006). Zona sertlesmesi, oosit
aktivasyonunun baslamasi ile birlikte kortikal grandllerin serbestlesmesi ve
Ca*daki bir artis yiiziinden KPA'lara maruz kalmasindan kaynaklanabilir
(Gardner ve ark 2007). Cesitli arastirmacilar, gelisimsel basansizhgi agiklayan
sogutmanin zona pellusida Uzerindeki etkilerini de incelemisler ve zonasiz
oositlerin daha ylksek sperm penetrasyon yetenegi oldugunu savunmuslardir

(Yuge ve ark 2003).

Oositler soguga oldukca hassastirlar hatta oda sicakhginda bile
hasarlanabilirler. Bu problem kismen ig aparatlarinin hassasiyeti ve hiicrelerin
yuksek lipit icerikleri yizindendir. Oosit, maternal DNA'sinin sitoplazmadaki
mayotik iglerde asili halde olmasi sebebiyle essiz bir hicredir ve DNA nuklear
membranin koruyucu sinirlari igcinde degildir. DNA ve/veya mikrotibdllerin
hasari oosit kriyoprezervasyonunun sinirli basarisini agiklar ve oositler oda
sicakligina sogutuldugu zaman canliliklari 6nemli dlgtide diser, kromozomlari
bir arada tutan ig aparatlari parcalanir (Saunders ve Parks 1999, Wu ve ark
1999) ve soguma sirasinda kromatidler ayrilmaz bu da fertilizasyon sonrasi ve
embriyonik gelisimin sonunda aneuploidi (Sathananthan ve ark 1987) ya da

poliploidi (Eroglu ve ark 1998) ile sonuglanir.

MII oositlerinin gelisimi sirasinda lipit vezikilleri kadar mitokondri
volimU de artar (Liebermann ve ark 2002a). Sathananthan (1994) yaptigi bir

calismada  diz  ER-lipit  kirecikleri-mitokondriden  olusan  hiicre
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komplekslerinde  retikulum-kirecik-mitokondri  baglantilarinin  varligini
gOstermistir ve ayni zamanda bu baglantilarin oosit soguma ve dondurulmasi

sirasinda kirilabilecegini gostermislerdir.

Abe ve ark (2005) Vvitrifiye edilmis sigir oositlerinin riptire bir
membran ile birlikte ¢ok sayida mitokondri ve vakuol iceren bu oositlerin
sitoplazmasini  gostermistir.  Bu dusuk gelisim oranlarina sebep olur.
Mitokondrinin seklinin ve intraselltler dagiliminin hiicre metabolizma duzeyji,
ureme ve hucre siklusunun kritik periyodlarinda gerekli olan temel enerjinin
dretilmesi icin farklilagsmasi ile iliskili oldugu bilinmektedir (Matsumoto ve ark

1998).

Oosit-graniloza hiicre gap junctionlari, nuklear ve sitoplazmik mayotik
yetenegin dizenlenmesi igin gereklidir ve oosit maturasyonu ile bunu takip
eden embriyo gelisimi icin hayati 6neme sahiptir (Carabatsos ve ark 2000, Ali
ve ark 2005), Ayrica immatlr oositlerin hicre iskeleti, KPA hasarina MII

oositlerden daha hassastir (Magnusson ve ark 2008).

Oositler ovulasyonun normal bir sekilde meydana geldigi germinal
vezikil (GV) ya da MII basamaginda kriyoprezerve edilebilir. Oosit
maturitesinin  her iki basamaginda da basarili kriyoprezervasyonlar
bildirilmistir. Mayotik gecisler sirasinda sitoplazmik degisiklik ve perivitellin
bosluk degisimleri RNA ve protein depolanmasi ve sentezlenmesinde,
organellerin ve kortikal grandllerin yeniden duzenlenmesi ve gdcinde,
kumulus ooforus morfolojisinde degisiklikler vardir (Magnusson ve ark 2008).
Hurt ve ark (2000) yaptiklari bir calismada EG kullanilarak yapilan
vitrifikasyonun gap junctionlarin hasarlanmasina sebep oldugunu rapor

etmislerdir. Insanda dahil olmak (izere cogu memelinin mayotik igleri
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sogumaya karsi ¢cok hassastir (Mandelbaum ve ark 2004, Yang ve ark 2010).
Kriyoprezervasyon mayotik iglerin olusumunu bloklayarak mikrottbullerin
dizenlenisini etkileyebilir (Rojas ve ark 2004) bu da hiicre 6limi ya da

anormal gelisime sebep olabilir (Shaw ve ark 2000).

Oositlerin mikrotlbdllerden olusan mayotik igleri o ve B tibdlin
dimerlerinin  polimerizasyonu ile duzenlenir. Mikrotibdller, mikrotubdl
organize edici merkezden sekillenir. Kromozomlar mayotik iglerin ekvatorial
dizleminde siralanir ve tuabilin  dimerler hicre siklusunun  degisik
basamaklarinda polimerize ve depolimerize olurlar. Mayotik igler mayozun
tamamlanmasi, 2. polar cisim olusumu, fertilizasyon, 2PN go¢u ve ilk mayotik

iglerin gocu gibi olaylar icin ¢ok 6nemlidir (Chen ve Yang 2009).

Hasarli embriyo gelisiminin mayotik iglerin ayrilmasi yizinden oldugu
distnllmustdr. Rienzi ve ark (2004) yeniden olusan mayotik iglerin
fonksiyonel kapasitesi hakkinda endiseleri arttirmislardir. Polscope analiz, bir
non-invasive polarize stk mikroskop gorintileme sistemidir ve butln
oositlerin  kriyoprezervasyon/¢cozme sirasinda iglerinin  parcalandigini
gOstererek bu gorisi kanitlamistir ve bu nedenle bitin MII oositleri ¢ozme
sonrasi periyod sirasinda basarili  bir reformasyon gegirmistir. QOosit
viabilitesinin bir indikatdri olarak bilinen bir polscope tarafindan iglerin
gorintulenmesine ragmen tubulin dimerlerin yogunlugundaki ¢ok hassas
degisikliklerin iglerin fonksiyonunu etkileyebildigi rapor edilmistir (Bianchi ve

ark 2005).

Oosit vitrifikasyonu icin optimal mayotik basamagi belirlemede bircok
calisma yapilmasina ragmen sonugclar tartismalidir. GV'den (Hochi ve ark

1998), GVBD (Barnes ve ark 1997), MII'ye (Men ve ark 2002) kadar degisen

84



maturasyon basamaklari vitrifikasyon icin en elverisli basamaklar olarak
tanimlanmiglardir.  Aksine  bazi  calismalar da mayotik basamagin
kriyoprezervasyon sonrasi oosit canliligini etkilemedigini gostermistir (Le Gal

ve Massip 1999, Hurt ve ark 2000).

Lim ve ark (1991) yaptiklar bir calismada mayozun basamaklarina gére
degisen farklh metodlar tarafindan vitrifikasyon sonrasi oosit canliligini
gozlemlemisler ve maturasyon sirasinda oositlerin GV basamag olarak bilinen
basamaginin MI (mayoz I) profazinin diploten basamagindan ¢ikisi oldugu ve
I. polar cisim atliminin MII basamagina gecis oldugu gibi nuklear

degisikliklere maruz kaldigini bildirmislerdir.

Vitrifiye  edilmis  MII  oositlerindeki ana  hasar  mikrotibdil
depolimerizasyonunu izleyen mayotik iglerin dagilmasidir (Shaw ve ark 2000,
Men ve ark 2002, Rojas ve ark 2004). Bu nedenle GV oosit vitrifikasyonu bu
problemi mayotik igler bu basamakta dizenlenmis olmadigindan devre disi
biraktigi icin alternatif bir uygulamadir. Ancak GV oositleri sitoplazmik
membrandaki hasar (Arav ve ark 1996), gap junction buitunligindeki hasar,
kumulus hicreleri ve oosit arasindaki iletisimin bozuklugu yuziinden

kriyoprezervasyona asiri sekilde hassastir (Diez ve ark 2005).

Toth ve ark (1994) yaptiklari bir caismada dondurulmus GV oositlerinin
¢6zme sonrasl niklear maturasyonlarini tamamladigini bildirmislerdir. Bazi
calismalarda da MII oositleri (%36) ile karsilastinldiginda donmus-¢ozinmus
GV oositlerinin benzer canhhk oranlarina (%37) sahip oldugunu gostermistir
(Mandelbaum ve ark 1988). Ancak GV oositleri i¢in sonraki maturasyon orani
disuktir (%20). Mayotik iglerin yoklugu ve GV oositlerinin  membran

permeabilitesindeki farkhliklar soguk hasari riskini azaltabilir (Tucker ve ark
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1998). Bu calismalarda in vitro maturasyonda (IVM) mayotik iglerde olusacak
bir anormallik gdzlenmemesine ragmen fertilizasyon ve bdlinme oranlari
anlamli sekilde disuktir. Aksine bazi arastirmacilar da oosit GV basamaginda
donduruldugu zaman gelisimde bozukluklar oldugunu bildirmislerdir
(Stachecki ve ark 2004). Boisi ve ark (2002) taze GV oositlerdeki %71,6'lik
orana zit olarak GV basamagindaki donmus-¢6zinmus oositlerin sadece
%2,5'unun  MII basamagina ulasinca saglam bir i§g yapisi gosterdigini

bildirmislerdir.

Liebermann ve ark (2002a) domuz oositlerinde yaptiklar bir calismada
soguyan lipitlerin hucre iskeletine olan negatif etkilerini incelemigsler. 48
saatlik kulttrdeki oositlerde donma-¢6zme olmadan santrifiigasyon yoluyla
lipitlerin yeniden dagihmini saglamislardir. Arastirmacilar hucre iskeleti
yapilarinin farkli 6zelliklerinden dolayr MII oositlerinin donma hasarina GV
oositlerden daha dayanikli oldugunu distinmuslerdir. Oosit maturasyonunun
bu 2 basamaginda mikrotlibul ve mikrofilamentlerin konfiglrasyonunun farkl
olmasi 6nemli bir farkhliktir. GV oositlerinin hticre iskeleti elemanlar diiz ve
serttir. Oysaki MII oositlerinin hiicre iskeleti elemanlan dalgali ve esnektir

(Allworth ve Albertini 1993).

Immatir oosit kriyoprezervasyonu ile ilgili cok sayida yayin vardir (Cha
ve ark 1991, Tucker ve ark 1998, Kan ve ark 2004). Fakat basari oranlari
disuktir. Bu ylzden de son zamanlardaki klinik calismalar MII oosit

kriyoprezervasyonuna odaklanmistir.

Borini ve ark (2006) yaptiklar bir calismada donmus MII oositlerinin

canlilik oranlarini arastirmislar ve %71,1'lik canliik orani, ICSI'yi takiben
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%76'lik bir fertilizasyon orani ve yiiksek bolinme oranlari elde etmisler fakat

implantasyon oranlari %5,2'de kalmistir.

Calismamizda MII oositlerini vitrifiye etmemize ragmen islem sirasinda
araya karisan GV oositlerinin  ¢6zme sonrasi higbirisi MII basamagina
ulasmamistir. Bu da bize GV oosite nazaran MII basamagindaki oositin
vitrifiye edilmesinin daha uygun oldugunu gdstermistir. Cinkiu MII oosit
gelisim basamagi bakimindan fertilizasyona GV oositten daha yakindir. Bu
sayede vitrifikasyon ile ilgili problemlere ek olarak oogenez ile ilgili

problemler asilmis olunur.

Otoi ve ark (1995) yaptiklari bir calismada matir oositlerin donmaya
immatir oositlerden daha direncli oldugunu rapor etmislerdir. Sonrasindaki
blastosist asamasina daha ylksek oranda ulasmislardir. Fakat KPA olarak
stikroz eklendigi zaman immatir oositlerin MII basamaginda dondurulmus
oositlere goére kriyoprezervasyon sonrasi IVF'te daha yuksek oranlarda
bélinduaklerini  bildirmislerdir. Bu sonuglar gosteriyor ki farkli mayotik
basamaklarda oositlerin kriyoprezervasyona toleransi KPA'nin tipine gore de
degisir ve c¢esitli gruplardan elde edilen sonuglarin farkhhginin sebebi bu

olabilir.

2003 yilindan dnce oositler genelde embriyo kriyoprezervasyonu igin
gelistirilmis metodlara dayanarak kriyoprezerve edilirdi. 1k elde edilen
sonuglar basarisizdi. Daha sonralari donma solisyonlarinin modifikasyonuna,
permeabl ve non-permeabl KPA'larin konsantrasyonuna ya da cesitlerine
odaklanildi. Bircok calisma optimal bir vitrifikasyon prosedirinin nasil
olacagi Uzerinedir. Herhangi bir kriyoprezervasyon prosedirinin amaci buz

kristali olusumu gibi bir hiicre hasarini minimize etmektir. Bunu
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kolaylastirmak igin kriyobiyoloji arastirmalarinda  degisik KPA
konsantrasyonlarina ve KPA toksisitesini azaltmak icin degisiklik gosteren

maruziyet strelerine odaklaniimistir (Leibo ve Loskutoff 1993).

Fabbri ve ark (2001) yaptiklari bir calismada KPA'ya maruz birakma
stresinin ve non-permeabl KPA olan sikrozun konsantrasyonunu 0,2'den
0,3’e arttinlmasi ile kriyoprezerve oositlerin canlilik oranlarinin %62'den
%82'ye gelistigini kanitlamiglardir. Sukrozun daha yuksek konsantrasyonlari
ise dehidrasyonu arttirir ve buz kristalinin sebep oldugu ig hasari riskini
disurir. Bu ¢alisma ayni zamanda Mandelbaum ve ark (1988)'nin calismasi ile
tutarli olarak kriyoprezervasyon oncesi kumulus hicrelerinin kismi ya da
tamamen uzaklastinlmasinin canhhk oranlarini etkilemedigini kanitlamistir.
Aksine Imoedemhe and Sigue (1992) kumulus hucreleri varoldugu zaman
kumulus htcreleri ani soktan oositi korudugundan kriyocanlilikta bir artis
oldugunu rapor etmiglerdir ve c¢alismalarinda artmis sukroz oranlarini

kullanmamislardir.

Kumuluslu ya da kumulussuz memeli oosit kriyoprezervasyonu
konusuna dair sonuglar karsilastirildiginda Trounson and Kirby (1989)
kumulusun uzaklastinlmasinin  kriyoprezervasyon sonrasi oosit canlilik
oranlarini dustrdigini goézlemlemislerdir. Oysa Whittingham (1977) ve
Mandelbaum ve ark (1988) kumuluslu ve kumulussuz kriyoprezerve fare ve
hamster oositleri arasinda canlilik oranlari bakimindan herhangi bir farklilik
bulamamislardir (Whittingham 1977, Mandelbaum ve ark 1988). Johnson ve
Pickering (1987) fare oositlerindeki kumulusun varliginin DMSO’nun toksik
etkilerini azalttigini ifade etmislerdir ve Johnson (1989) kumuluslarin ¢ézme
sonrasi hizlica uzaklastirlmasinin kriyoprezerve fare oositlerinin fertilizasyon

oranlarini daha iyi hale getirdigini bulmustur.
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Fabbri ve ark (1998) kumulus kapli oositlerde kumulussuz oositlere
gore daha ylksek canhlk, fertilizasyon, embriyo oranlari bulmuslardir. Bu
sonuglar kumulus varliginda canlilik oranlarinin arttigini géstermistir. Clinku

kumulus KPA'nin toksik etkisine karsi daha koruyucu gorev yapar.

Kumulus htcrelerinin  dondurma-¢ézme sonrasi  oosit canhhgi
uzerindeki tartismali etkilerine ragmen vyararli etkileri de bildirilmistir
(Imoedemhe ve Sigue 1992, Im ve ark 1997). Imoedemhe ve Sigue (1992)'ye
gore kumulus htcrelerinin varligi, ¢c6zme sonrasi periyod sirasinda KPA'larin
uzaklastinlmasi ve dengeleme periyodu sirasinda KPA'larin hizlica hicreye
girisi ve cikisi tarafindan indiklenen ozmotik degisiklikler ve strese karsi
koruyucu gorevleri vardir. Bununla birlikte saglam bir kumulus oosit
kompleksinin kriyoprezervasyonu zordur. Clinki oosit icin optimal dengeleme
zamani klclk kumulus htcrelerinden farklidir. Bizde calismamizda kumulus
hicreleri ile oositin morfolojik ve fizyolojik olarak farkli olmalar sebebiyle
KPA'ya karsi degisik permeabilite 6zellikleri gosterebilecegi duslincesinden
yola ¢ikarak oositleri hyaluronidaz enziminden gecirerek kumulus hacrelerini

vitrifikasyondan elimine ettik.

Vitrifikasyon prosesinde dnemli basamaklardan birisi uygun ve en az
toksik bir vitrifikasyon soliisyonunun secimidir (Yavin ve Arav 2007). Ilk
vitrifikasyon calismalarinda ¢ok ylksek konsantrasyonlu KPA'lar kullaniimis ve
bu nedenle calismalar kisitlanmistir. Daha guvenli vitrifikasyon soltsyonlarinin
gelisimi insandaki klinik uygulamalara 1sik tutmustur Sogutma oranlarinin
artmasi igin dizayn edilen vitrifikasyon metodlar gelistikce, daha Umit verici

sonuclar elde edilmistir. Yavas sogutma teknigine nazaran vitrifikasyon
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solisyonlarinda kullanilan KPA’larin  konsantrasyonu ve secimi basari

oranlarini etkilemistir (Mullen ve ark 2008).

Insan oositlerinin DMSO ile basarili bir sekilde dondurulmasina ragmen
(Katayama ve ark 2003), fare oositlerinde yavas sogutma ile yapilan onceki
calismalar DMSO'nun mikrofilament organizasyonunu etkiledigini (Vincent ve
ark 1990a) ve kromozomal anomalileri arttirdigini gostermistir (Bouquet ve
ark 1995). Aksine Johnson ve Pickering (1987) yaptiklari bir calismada
DMSO'nun tubulindeki stabilize etkisini kanitlamislardir. Lucena ve ark (2006)
DMSO’'nun ig polimerizasyonunda vyararl bir etkiye sahip oldugunu ileri
sirmugslerdir. DMSO’nun bu avantaj ve dezavantajlari bir araya getirilmis ve
insan oositleri icin spesifik olan daha uygun bir KPA'nin arastiriimasi gerektigi

vurgulanmistir.

EG duslk toksisite 6zelligi ve hiicrelere yuksek permeasyon 6zelligi ile
vitrifikasyon solisyonlarinin dnemli bir komponentidir. Bazi arastirmacilar tek
bir KPA'nin konsantrasyonunu duisurmek icin DMSO ya da PROH gibi diger
permeabl ajanlari kombine kullanmiglardir. Bu islem tek bir KPA'nin spesifik
toksisitesini dusurir (Hiraoka ve ark 2004, Chian ve ark 2005, Isachenko ve ark

2006).

Ali ve Shelton (1993) toksisiteyi azaltmak icin 55M EG ve 1M
sikrozdan olusmus vitrifikasyon solisyonu gelistirmislerdir. Chen ve ark
(2000) insan oositlerinin vitrifikasyonu icin  hazirlanmis bu sollisyonu
kullanmiglar ve yuksek canlilik oranlarina ulasmiglardir. Yine ayni sekilde
Kuwayama ve ark (2005b) yaptiklan bir calismada Cryotop metodu ile
oositleri kriyoprezerve etmisler ve KPA olarak EG ve sukroz kullanmislardir.

Vitrifiye edilen 64 oositten %90,8'lik canlilik orani, %89,6'lik bir fertilizasyon
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orani, transer basina %414'lik bir gebelik orani elde etmislerdir. Gebelik

devami ve canli dogum orani ise transfer basina %34,5'tir.

Yapilan calismada yuksek konsantrasyonlu KPA'larin toksik etkisini
azaltmak icin kombine bir karnisim olarak EG+DMSO+stkroz kullandik.
Optimizasyon calismasinin 3 grubunda da belli oranlarda fertilizasyon elde
ederek ilgili makalelerin verilerinde, tek bir KPA'nin kullanimi yerine kombine

KPA kullaniminin daha iyi sonuclar verdigini desteklemis olduk

Sukroz  gibi non-permeabl KPA'lar  permeabl KPA'larin
konsantrasyonunu dustrerek vitrifikasyon ve dehidrasyonu kolaylastirir (Chen

ve Yang 2007).

Cahsmalarda vitrifikasyon sollsyonlarinda kullanilan artmis sikroz
konsantrasyonlarinin canlilik ve fertilizasyonu arttirmasina ragmen bunu
takibeden implantasyon oranlarinin (%5,2) ve gebeliklerin (transfer basina

%9,7 embriyo) dusuk oldugu gézlenmistir (Borini ve ark 2006).

Borini ve ark (2006)'nin bulduklari bu oranlar ile birlikte yayinlanan
disuk oranlar, taze oositler kullanilarak yapilan gebeliklerle karsilastiriimistir.
Levi Setti ve ark (2006) %33 gibi yuksek dulsik oranlarn gozlemislerdir.
Dehidrasyon basamagindaki yiksek stkroz oranlari ile birlikte implantasyon
doneminde gelisimsel yetenegin nigin distiginin anlasilmasi gictir. Bianchi
ve ark (2006) yukselmis stikroz konsantrasyonlarinin hizli bir dehidrasyona
sebep olacagr teorisinde bulunmuslardir. Arastirmacilara gére 0,3M siikroz
hiicre viabilitesi igin zararli olduguna inanilan esik degerini asar. Olusan hicre

blzllmesi oosit icin travmatik olabilir.
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Hangi KPA kullanilirsa kullanilsin toksisiteyi ve ozmotik hasari minimize
etmek icin KPA konsantrasyonunun dusmesi kriyocanliligr ve ardindan gelen
gebelik  oranlarini  gelistirmek icin  ¢ok  énemlidir.  Ornegin, EG
konsantrasyonunun 6,8M’'dan 5M’a dismesi blastosist oranlarini %24'den

%50'ye cikarir (Kuwayama ve ark 2005a).

Son zamanlarda oosit ve embriyolarin %15 EG ve %15 DMSO ya da
PROH ve 0,5M sukrozdan olusmus konsantre vitrifikasyon sollsyonlari
kullanilarak minimum volim metodu ile vitrifiye edilebildigi bildirilmistir. Bu
strateji vitrifikasyon sollsyonlarinin toksisitesini azaltir. (Chian ve ark 2005,

Hiraoka ve ark 2004).

%7,5 EG ve % 7,5 DMSO ile 0,5M sikrozdan olusan kombine bir
solisyon taze ve vitrifiye oositleri karsilastirmak igin yapilan calismalarda
kullanilmistir. Vitrifiye edilen oositler 1 saat bekletilip ¢6zilmis ve taze
oositlerle ayni zamanlarda insemine edilmistir. %96,7'lik bir canhhk orani elde
edilmistir. Bunu takibeden fertilizasyon oranlari %76,3'tir ve taze oositlerle
arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamistir (%82,2). Vitrifiye edilmis grupta
%40,8'lik implantasyon oranlarn ile birlikte iyi blastosist gelisimleri
gozlenmistir (20/49). Taze grupta tek bir ET gergeklestirilmistir (Cobo ve ark
2008). Bu calismada Cobo ve ark (2008) 3 yavas sogutma metodunu (PrOH
1,5M+0,2M sikroz; PrOH 1,5M+0,3M sikroz; PrOH 1,5M+0,3M slikroz)
vitrifikasyon metodu ile karsilastirmislar ve mayotik iglere etkilerini
degerlendirmislerdir. Vitrifiye edilen oositlerin daha yuksek canhlik oranlari
gOstermelerine ragmen yavas sogutmaya gore anlamh bir farkhhk
bulunmamistir. 4 protokolin tamaminda da normal mayotik igler
gozlenmistir. Bununla birlikte bir fiksasyon ya da boyama teknigi ile

repolimerizasyonun dinamikligini gostermek mimkin olmamistir.
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Ali ve Shelton (1993) toksisiteyi azaltmak icin 55M EG ve 1M
sikrozdan olusmus vitrifikasyon solisyonu gelistirmislerdir. Chen ve ark
(2000) insan oositlerinin vitrifikasyonu igcin  hazirlanmis bu sollsyonu
kullanmislar ve ylksek canlilik oranlarina ulasmislardir. Kuleshova ve ark
(1999) da yaptiklari bir caismada 17 insan oositini %40 EG ve 0,6M slikroz
kullanarak OPS ile vitrifiye etmisler ve ilk canli dogumu bildirirken Yoon ve ark
(2003) da ilk genis caph insan oosit vitrifikasyonunu yayinlamislardir.
Galismacilar 474 kumulus oosit kompleksi (mattr ve immatur) 55M EG ve 1M
sikroz kullanarak vitrifiye etmislerdir. Maksimum sogutma oranlari elde
etmek icin oositler EM gride yuklenmiglerdir. Arastirmacilar %68,7'lik bir
canhhk orani, %71,7'lik bir fertilizasyon orani ve %6,4'lik bir implantasyon
orani ve transfer basina %30 klinik gebelik ve canli dogum orani elde
etmislerdir (%21,4). Bununla beraber Porcu ve ark (2000) insan oositleri ile
ilgili yaptiklan bir calismada 0,2 M'dan daha yuksek stikroz konsantrasyonu ile
birlikte 1,5M PROH kullanmislar ve ¢6zme sonrasi %59'luk bir canlilik orani

elde etmislerdir.

Farkli  calismalarda vitrifikasyonun son basamaginda degisik
molaritelerde siikroz ilaveleri yapilmaktadir. Bizde c¢alismamizda insan
oositlerinin  morfolojik verilerini gdz 6nine aldigimizda vitrifikasyon

solisyonuna 1M sukroz ekledik.

Devitrifikasyonu onlemek icin ¢6zme hizi da 6nemlidir. EM Grids,
Cryoloop ya da Cryotop gibi minimum volim metodlan diltsyon
medyumlarinin icine batirilir. Oositler dilisyon medyumu ile hemen temasa
gecerler (Chen ve Yang 2007). Vitrifiye edilmis oositler czme sonrasi ozmotik

strese daha hassastirlar. Calismamizda bu distinceyi dogrulamistir. Isleme
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aldigimiz oositlerden bazilarinda vitrifikasyon islemi sirasinda hacimsel olarak
yavas bir buzilme ve sisme gerceklesse bile ayni oositin ¢6zme islemi
sirasinda ani hacim artisi sekillenmigse ilerleyen dakikalar icerisinde hicreler
patlamis ve canliliklarini kaybetmislerdir. Ozmotik bir tampon olarak sikroz
iceren basamakl bir dilisyon, permeabl KPA'lardan kaynaklanan asiri sismeyi

onlemek icin yaygin olarak kullanilir.

Bianchi ve ark (2006) yaptiklari bir calismada 0,2M sukroz ilaveli 1,5M
PrOH'da oositleri dondurmuslar ve oositleri 0,3M slkroz iceren azalan
konsantrasyonlardaki medyumlara maruz birakarak ¢6zme sonrasi oositleri
rehidrate etmislerdir. 403 ¢6zinmius oositten bir grup %75,9 oraninda canhhk
gostermisler ve ICSI sonrasi fertilizasyon oranlar %76,2 bulunmustur.
%13,5'lik bir implantasyon orani ile birlikte gebelik oranlari ET basina %21,3
olarak rapor edilmistir. Bu metod kullanilarak elde edilen duistk oranlari

(%11,8) ise taze oositlerden elde edilen embriyo oranlari ile (%10,3) benzerdir.

Chen ve Yang (2009) yapmis olduklari bir ¢alismada oositleri 15 dk
%7,5 EG, %7,5 DMSO ve %20 SSS'den olusan dengeleme soliisyonunda
beklettikten sonra 1dk %15 EG ve %15 DMSO ve 0,5M sukrozdan olusan
vitrifikasyon sollsyonuna maruz birakmislardir. Vitrifiye edilen oositleri
Cryotop'a yukleyip LN;'de saklamislardir. C6zme isleminde Cryotop dogrudan
1M sukroz iceren solisyonda 37°C'de 1 dk arkasindan 0,5M ve 0,25M
sikrozda oda sicakliginda 3'er dk bekletilmistir. 2 saatlik bir inkiibasyon
sonrasl insemine edilen oositlerde %95'lik bir canlilik orani ve %33-57'lik bir

gebelik orani elde etmislerdir.

Galisma  gruplarinda  kullandigimiz ~ farkh  stkroz  oranlarini

karsilastirdigimizda insan oositleri icin 0,5M'dan baslayip kademeli olarak
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disen sukroz oranlarinin %70'lik bir fertilizasyon orani verdigini bulduk. Oysa
ki 1,25M sukrozdan baslayan Grup III oositleri ¢ozme sonrasi dusuk

fertilizasyon oranlarina sahiptir (%28).

Oositlerin ozmotik sismeye olan hassasiyeti iyi bilinir. Ozmotik sisme
kriyoprezerve hicrelerden KPA'larin uzaklastirlmasi sirasinda meydana gelir.
Dahasi  kriyoprezerve hicreler ¢6zme sonrasi ozmotik sismeye taze

oositlerden daha hassastir (Liebermann ve ark 2002a).

GCozme, KPA'larin dilisyonu ve kriyoprezerve oositlerin rehidrasyonu
onemli basamaklardir. C6zme sirasinda dejenerasyonu Onlemek icin ve
ozmotik soku minimize etmek icin optimal bir metoda ihtiya¢ oldugu ifade

edilmektedir. (Coticchio ve ark 2007).

Chen ve ark (2005) yaptiklar bir calismada ¢ozme sonrasi 3 saatlik bir
inklibasyon siresinin ve inkiibasyon periyodunun énemini ileri sirmuslerdir.
Bir calismada 2 saatlik inkiibasyonla birlikte mikemmel gebelik oranlar rapor

edilmistir (Kuwayama ve ark 2005a).

Rienzi ve ark (2004) tarafindan 56 MII oositinde polscope optics
kullanilarak iglerin gosteriimesi saglanmistir. Igler KPA solisyonlarinda
bozulmadan kalmistir. Fakat ¢cdzme sonrasi igler sadece ¢6zme soliisyonunda
canh kalan %31,3 oositte saptanmistir. 1. KPA'nin uzaklastirlmasindan sonra
butin canli oositlerde ig depolimerizasyonu meydana gelmistir. Bununla
birlikte igler 37°C'de 3 saat inkibasyondan sonra bitin oositlerde yeniden

dizenlenmislerdir.
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Chen ve ark (2001) yaptiklari bir calismada vitrifiye edilmis fare
oositlerinin ¢6zme sonrasi hemen ya da 1 saatlik inkiibasyonundan sonra
dollenmesi sonucu olusan fertilizasyon ve blastosist oranlar kontrol
orneklerinkinden 6nemli olgide dusuktir. Fakat 2-3 saat inklbasyondan

sonra dollendikleri zaman gelisme gostermislerdir.

Gook ve ark (1993) yaptiklar bir cahismada 1 saatlik inkiibasyonda
normal ig yapisi %81 olan kontrol érneklerle karsilastirildiginda ¢c6zme sonrasi

oositlerin %60'iInda normal ig yapisi gozlemislerdir.

Ciotti ve ark (2009) vyaptiklari bir calismada ig yapisinin yavas
sogutmaya nazaran vitrifikasyonda daha hizli toparlandigini rapor etmislerdir.
Eroglu ve ark (1998) yaptiklar bir calismada kriyoprezerve edilen fare
oositlerinin ¢ézme sonrasi hemen doéllenmesinin iglerin dizenlenmesinde, 2.
polar cisimcik atiminda bozukluklara ve digyny (diploid ovum) oraninda
artislara sebep oldugunu goézlemislerdir. Matur oositler spesifik ig sistemi ile
MII basamaginda durmuslardir. Fertilizasyon sonrasi bir spermin girisi ile
intraselltler Ca*? artisi gerceklesir ve sitostatik faktorler azalir (Edwards ve
Brody 1995). Oosit 2. mayozunu tamamlar ve 2. polar cisimcik atilhr. Matur
oosit uygun zamanda fertilize olmus olmaldir. Yoksa dejenere olur. Matur
oositlerin geciken inseminasyonlari gelisen embriyolarin saghgini tehlikeye

atar (Gook ve ark 1994).

Chen ve ark (2000b) iglerin imminofloresans boyanmasi ile fare
oositlerinin intraselltler kriyohasarini incelemislerdir. C6zme sonrasi 1-3 saat
inkibasyonun normal ig yapisina sahip oosit oranlarini arttirdigini
gozlemislerdir. igler KPA'lara ve duisiik sicakliklara cok hassastir. Cézme

sonrasi hemen analiz edilen oositlerde siddetli organizasyon bozuklugu ve

96



iglerin kaybolusu gdzlenir (Eroglu ve ark 1998, Chen ve ark 2000b, Chen ve
ark 2001). 37°C'de 1-3 saatlik inkiibasyon ile dondurma ve ¢6zme sonrasi
zaman araliklarina bagh olarak cesitli basamaklarda ig yagisinin yeniden eski
haline gelmesi ile sonuclanir. Chen ve ark (2000b) yapmis olduklar bir
calismada vitrifiye edilmis fare oositlerinde ¢6zme sonrasi 1 saatlik
inkiibasyonun kromozom ve ig yapisini duzelttigini gézlemlemislerdir. Aksine
Chen ve ark (2001) yaptiklar bir calismada 2 ya da 3 saatlik bir inkiibasyonun
1 saatlik inklibasyona gore daha yuksek ylzdelerde normal ig yapisi
gosterdigini kanitlamiglardir. Bizde yukarndaki inkibasyon sureleri ile ilgili
aciklamalari g6z 6niine alarak 37°C'de CO; inkubatérde yag alti (parafin oil,
LifeGlobal) 75ul'lik embriyo kiltir medyumu (Global, LifeGlobal) icerisinde

inktUbasyon suresini 3 saat uyguladik.

GCalismalar embriyo kalitesini gelistiren ve implantasyon oranlarini
arttiran modifikasyonlar kesfetmeyi gerektirir. Paynter ve ark (2005)'na gore
in-vitro ortam ve dondurma-c¢6zme sollsyonlarinin sicakliklari ile birlikte
oositlerin soltusyonlardaki bekleme siresi de c¢ok onemlidir. Al-Hasani ve
Diedrich (1995) dengeleme solusyonlarina 10dk maruz birakmanin, insan
oositlerinin canlilik oranlarini arttirmak igin yeterli oldugunu ileri sirmuslerdir.
Bazi arastirmacilar oda sicakliginda oositleri KPA'lara maruz birakmislardir
(Chen ve ark 2000a, Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005b). Fakat
arastirmacilarin bazilari da 35-37°C'de (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003)
arastirmalarini gerceklestirmislerdir. Bir kisim arastirmaci da ¢6zmeyi oda
sicakliginda ve dilisyonu 37°C'de gergeklestirmistir (Lucena ve ark 2006,
Cobo ve ark 2008). 37°C'de dilisyon, prosedur sirasinda iglere daha az hasar

verir (Ciotti ve ark 2009).
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Daha yuksek sicakliklar hiicre membranindan permeabl KPA'larin
gecisini arttirir. Fakat ayni zamanda toksisite de artar. Bu nedenle 37°C'de 2-
3dk dengeleme solisyonlarina maruz birakilirlar ve vitrifikasyon
soltsyonlarinda da 20-30sn bekletilirler (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003).
Aksine oda sicakliginda dengeleme sollsyonu icin 5-15dk vitrifikasyon
solisyonu icin 30-60sn'nin yeterli oldugu dusinulir. (Chen ve ark 2000a,
Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Biz ise calismamizda insan
oositlerinin dengeleme soltsyonlarina 3,5dk maruz birakilmasinin yeterli
olacagi fikrine sahibiz. 3 gurubumuzun dengeleme sollisyonunda gecen
surelerini inceledigimizde doéllenme orani en ylksek grubun toplam suresi
3,5dk olan grup olmasi sebebiyle stirenin yetersiz olmasinin KPA'nin hiicreye

nufusunu azaltacagi fazla olmasinin ise toksisiteyi arttiracagi goristindeyiz.

Konsantre KPA'lara uzun stire maruz birakmak toksik bir etki olusturur.
120sn vitrifikasyon solUsyonlarinda bekletilen insan oositleri 60sn vitrifikasyon
solisyonunda bekletilendan daha dustk fertilizasyon ile sonlanir (Chen ve ark
2000a). Wood ve ark (1993) yaptiklari bir calismada yuksek konsantrasyonlu
KPA'lara uzun sire maruz birakmanin fare oositlerinde canlilik oranlarini
onemli olclide degistirdigini gostermislerdir. Ayrica Bos-Mikich ve ark (1995)
sogutmanin disinda vitrifikasyon solisyonlarina 90-100sn gibi uzun sureli
maruz birakilirsa aktif fare oositlerinin biytk bir ¢ogunlugunun 2PN
basamaginda durdugunu (%30) ve kromozomal kondensasyonun meydana

gelmedigini gostermislerdir.

Damien ve ark (1990) tarafindan goézlendigi gibi eger hiicre KPA'ya
uzun sure maruz birakilirsa gelisim potansiyeli kadar intraselliler pH'da
degisecektir. Pichering ve ark (1991) yetersiz bir sire DMSO'ya maruz kalan

insan  oositlerinin  fertilizasyon oranlarinin  distigini  bulmuslardir.
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GCalismamizda oositleri vitrifikasyon sollisyonuna 30-40sn maruz biraktik.
Buna ragmen %15'lik EG+DMSO+siikrozdan olusan yuksek
konsantrasyonlardaki vitrifikasyon solliisyonuna 40sn'yi asan sirelerde (60-
120sn) istem disi olarak maruz birakilan oositler hemen vitrifikasyon sirasinda
ya da ¢o6zme sonrasi canliliklarini kaybetmislerdir. Bu durumu yaptigimiz bir
islem hatasi olarak kabul edip calismamizda degerlendirmeye almamamizla
birlikte KPA'ya uzun sureli maruz birakma durumunda meydana gelebilecek

problemleri gézlemlemis olduk.

Oosit dondurmanin zamanlamasi ve ¢dzmeyi takiben inseminasyon,
teknigin basarisini maksimize etmek icin dnemlidir. Parmegiani ve ark (2008)
oositlerin toplandiktan sonra 2 saat icinde dondurulmasinin embriyo kalitesi
ve klinik sonuglari arttiracagini rapor etmislerdir. Coziinmus oosit basina
disen klinik gebelik oranlarn oosit toplandiktan sonra 3 saat icinde
dondurulursa %2,9 eger toplandiktan 2 saat sonra dondurulursa %7,3
oranindadir. Dozortsev ve ark (2004) yaptiklar bir calismada insan oositleri
icin ICSI'nin optimal zamaninin hCG verildikten 37-41 saat sonra yapilmasi
gerektigini gozlemislerdir. Bu fertilize oositler en yiksek implantasyon
oranlarina ulagsmislardir. Bu nedenle fertilizasyon igin optimal sireyi se¢mek
iglerin yeniden toparlanmasini ve oositin yaslanmasini da dikkate alarak
basarili bir oosit kriyoprezervasyonu icin ¢ok 6nemli oldugu anlasilmistir

(Dozortsev ve ark 2004).

Oositin  toplanmasi genellikle hCG'den 35 saat sonra gerceklesir.
Oositlerin  kriyoprezervasyonu oositler toplandiktan sonra 2 saat iginde
gerceklestirilir. Yavas dondurma protokoli icin donma oncesi dengeleme
sUresi ve ¢dzme sonrasi dilisyon zamani yaklasik 1 saattir. ICSI, ¢dzme sonrasi

3 saat icinde (hCG sonrasi 41. saat) gerceklestirilir (Chen ve ark 2003, Chen ve
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ark 2005). Vitrifikasyon, dengeleme ve dilisyon metodu icin 10dk yeterlidir.
ICSI genellikle ¢dzme sonrasi 2 saat icinde gergeklestirilir (hCG'den 39 saat
sonra) (Lucena ve ark 2006, Cobo ve ark 2008). Bu nedenle donmus-
¢Ozinmus oositin  inseminasyon zamani optimal bir suredir. Bizde

calismamizda oositleri toplandiktan 2 saat sonra vitrifikasyon islemine aldik.

Cobo ve ark (2008) son zamanlarda vyaptiklari calismada oosit
vitrifikasyonundan elde edilen gebelik oranlarinin taze oositler kullanarak elde
edilen gebelik oranlar ile benzer oldugunu rapor etmislerdir. Aksine
Liebermann ve ark (2002b) ¢ozme sonrasi canliligin, yasli insan oositleri ya da
basarisiz fertilize oositlerin ulasmis oldugu canhlik oranlarindan daha az
oldugunu bildirmislerdir. Vitrifikasyonun guvenilirliginin degerlendirilmesi
baska bir problemdir. Ciinku basaryr destekleyen sonuglar canli dogumlar ve
bebeklerin saghgidir. Bunun degerlendirilmesi zordur ve literatiirde bununla
ilgili bilgiler yetersizdir. Insan oosit ve embriyolari ile ilgili arastirmalardaki
kisitlamalar bu ¢alismalarla ilgili daha sonraki gelismelerin degerlendirilmesini

engellemistir (Yuge ve ark 2003).
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5. SONUC ve ONERILER

Hiicre, doku ve kismi olarak organlarin farkli amaclar icin dondurularak
saklanmasi giinimuzde yaygin hale gelmistir. Kriyoprezervasyon uygulamalari
fizyolojik olmayan ve ciddi 1s1 ile osmotik degisikliklere ihtiyag duyan giincel

laboratuar uygulamalandir.

Kadinlarin toplumdaki yerinin hizla degismesi, kariyer yapan kadin
sayisindaki artma, evlenme yasinin ilerlemesi gibi nedenlerle cocuk dogurma
planlarini erteleyen cift sayisi da giderek artmaktadir. Kadin yasinin
ilerlemesiyle birlikte yumurtalik rezervi azalmakta ve bunun sonucunda da
dogurganlik potansiyeli diismektedir. Ozellikle ailede erken menopoz dykis,
gecirilmis yumurtalik cerrahisi, kemoterapi veya radyoterapi Oykisu olan
kadinlarda, ailesinde yumurtalik kanseri, meme kanseri Oykisiu olan
hastalarda, turner sendromu gibi genetik hastaliklar, kist veya endometriozis
gibi tekrarlayan hastaliklara sahip kadinlarda, endometriozisin tedavisi icin
ovaryumlarin alinmasi veya genital organ kanserleri gibi erken yasta
infertiliteye neden olan hastaliklarda fertilitenin devami igin kriyoprezervasyon

uygulamalari yeni ufuklar agmistir.

Insan gamet hiicrelerinin kriyoprezervasyonunun YUT'te énemli bir

islevi vardir. Bu teknik ovarial stimilasyonu sonucunda hastalarin yuksek
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oranlarda gonadotropinlere maruz birakilmadan gebelik oranlarinin
arttinlmasinda oldukga etkilidir. Kanser gibi hastaliklarda tiip bebek tedavisi
sonrasi elde edilen oositlerin doéllenmesini takiben iyi kalitede artan oositler
doktor ve eslerin birlikte karar vermesiyle dondurulabilir. Eger taze embriyo
transferi yapilan siklusta, gebelik olusmazsa dondurulan oositler ¢ozllir ve
dollenerek bu tip anne adayina herhangi bir hormon tedavisi yapilmaksizin

transfer edilebilir.

Insan gamet hicrelerinin cesitli nedenlerden dolayr dondurulmasi

ihtiyacina karsilik vitrifikasyon yéntemi YUT'te bir ¢coziim haline gelmistir.

Endikasyonu konulmak sartiyla kadina ait oosit, erkege ait sperm
hucrelerinin, embriyolarin ve cesitli dokularin dondurularak saklanabilmesi,
yillar sonra ihtiya¢ halinde kullanma olanagi sagladigi icin gerek hastalar
gerekse tlpbebek teknolojisinin gelisimi agisindan ¢ok onemlidir. Yapilan
calismalar sonucunda, vitrifikasyon denilen dondurma sistemi gelistirilmistir.
Vitrifikasyonda, buz kristallerinin hi¢ sekillenmeden camsi bir durum
olusturularak hucrelerin, dokularin ve kismi olarak organlarin direkt olarak sivi
azot icerisine daldirnimasiyla dondurulmalar saglanmaktadir. Bu yontemle
yukarida adi gecen yapilar minimum hasarla yillarca saklanabilmekte ve

ihtiya¢ halinde kullanilabilmektedir.

Dondurma ve ¢6zmenin hticre Uzerinde ayri ayri ve beraber olumsuz
etkileri oldugu bilinmesine karsin ¢ok gticli bir endikasyon alaninin bulunmus

olmasi islemin yapilmasini zorunlu kilmaktadir.

Galismamizda vitrifikasyon sonrasi matir oositlerin islemden ne kadar

etkilendiginin ortaya konmasinda degerlendirme unsuru olarak fertilize olma
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parametresini kullandik. Infertil hastalarin islem sonrasi artan oositlerini
degisen ylzdelerde sollisyonlara farkli sirelerde tutarak vitrifikasyonlarini
gergeklestirdik ve arkasindan dondurmus oldugumuz oositleri farkli

molaritelerdeki sukroz iceren ¢c6zme solusyonlarina maruz biraktik.

Bu amac igin hazirlanan modellemelerde vitrifikasyon ve ¢dzme igin
farkli streler ve ylzdeler kullanildi ve sonuglar oosit ¢api, alan/ hacim oranlari
gibi morfometrik gozlemler ve fertilizasyon bulgulari ile degerlendirildi. Buna
gore Grup I %3,75 - %5 - %7,5 dengeleme sollisyon oranindaki 3,5dk sireyle
ve ¢o6zme solisyonundaki 0,5M - 0,2M slikroz oraniyla morfometrik analizde
bahsedilen parametrelerle ilgili olarak vitrifikasyon 6ncesi ve sonrasi 6lgimu
yapilan oositlerde herhangi bir farkliik gozlenmemistir ve en yuksek

fertilizasyon oranini vermistir.

Gruplararasi  karsilastirmalarda  vitrifikasyon sollsyon ytzdelerinin
toksik etki olusturmayacak en ylksek konsantrasyonda secilmesi gerektigi
disuncesi ile birlikte insan oositlerinin diger turlerin oositlerine gore soguga
daha hassas oldugu bilgisi 1siginda vitrifikasyon sollsyonlarinin yiksek
yuzdelerde kullanilmasi durumunda maruziyet siresi azaltilmalidir.

Vitrifikasyon teknigi ile oosit dondurma gunimuz klinik verilerine
dayanarak artmis ¢dzme sonrasi yasam ve basari oranlari ile insan gamet ve
embriyolarinin kriyoprezervasyonunda tercih edilmesi gereken bir metod

olarak nitelendirilmistir.

Ek olarak her ne kadar giinimize kadar dogan bebeklerde tiip bebek
yontemiyle dogan bebeklere gore olumsuz bir etkiye rasttanmamakta ise de
vitrifikasyon ile elde edilen hicrelerin genetik yapilari hakkinda yeni

arastirmalara ihtiyag vardir.
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Bu verilerin ¢cok yakin gelecekte ¢6ziimlenmesiyle birlikte vitrifikasyon
yontemi klinik tip bebek laboratuvarlarinda rutinde kullanilan dondurma

teknigi olarak yerini alacaktir.

6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Kadin Gamet Hiicresinde Optimal Vitrifikasyon Arastirmasi

“Ashihan SAYLAN"

Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZi KONYA-2011

insan oosit, sperm, embriyo ve ovarial dokunun endikasyonu konmak sartiyla
dondurularak saklanabilmesi gerek hastalar gerekse tiip bebek teknolojisinin gelisimi
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agisindan blytk dnem tasimaktadir. Vitrifikasyon, krioprotektan kullanilarak materyalin ve
sivilarin ylksek sogutmada buz olusturmadan camsi bir faza gectigi yontemdir. Qositlerin
biyukligu, sekli, gecirgenligi, kalitesi, ait oldugu tir ve gelisim dénemi basarili bir dondurma
icin dnemli dzelliklerdir. Insan oositlerinin dondurulmasinda kullanilan kriyoprotektif ajanlar
soguk soku ve donma esnasinda gelisen diger hasarlara karsi koruma saglarlar.
Kriyoprotektanlarin optimum ilave oranlari ve maruz birakma sureleri tiire 6zgu olmakta ve
spesifik hiicre parametrelerinin bilinmesini gerektirmektedir.

112 adet insan MII oositlerinde yapmis oldugumuz calismada vitrifikasyon islemi icin
oositler, her bir grup icin farkli dengeleme soliisyon ylizdelerine, dengeleme soliisyonuna
maruz birakma surelerine ve ¢6zme sollisyonundaki siikroz molaritelerine gore 4 gruba
ayrilmislardir. Grup I oositleri dengeleme sollisyonu olarak HEPES bazli EG+ DMSQO'dan olusan
%3,75 - %5 - %7,5'luk sollsyonlarda 3,5dk, Grup II oositleri %1,37 - %3,75 - %7,5'hk
solisyonlarda 7-9dk, Grup III oositleri %3,75-%5-%7,5'luk solisyonlarda 7-9dk, Grup IV
oositleri ise %1,37 - %3,5 - %5 - %10'luk sollisyonlarda 3,5 dk bekletilmistir ve arkasindan her
grubun oositleri 30-40sn vitrifikasyon soliisyonunda tutularak fibreplug'a yiklenip sivi azota
atilmistir. 2 saat sonra sivi azottan gikarilan Grup I oositleri 0,5M - 0,2M, Grup 1I oositleri 0,5M
- 0,2M, Grup III oositleri 1,25M - 0,6M - 0,3M, Grup IV oositleri ise 1,5M - 0,4M - 0,2M HEPES
bazli sikroz ilaveli ¢6zme sollsyonlarindan sirasiyla molaritesi ¢oktan aza dogru 5dk
icerisinde gecirilmistir. TUm oositlere 3 saatlik bir inkiibasyon sonrasi ICSI islemi uygulanmis
olup 18-20. saat 2PN kontrolleri yapiimistir. Oositler vitrifikasyon dncesi ve ¢dzme sonrasi
morfometrik ve fertilizasyon oranlari agisindan degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmede
Grup l'in diger gruplara gore yiiksek fertilizasyon oranlarina sahip oldugu, Grup Il'te ise
sadece oosit capinda vitrifikasyon 6ncesi ve ¢ozme sonrasi Slglimlerde istatistiksel farklilik
go6zlenmistir.

Anahtar kelimeler: KPA; zaman; vitrifikasyon; oosit morfometrisi; fertilizasyon.

7. SUMMARY

A Research on Optimization for Female Gamete Vitrification

It is very important to freeze and store human oocyte, sperm, embryo ve ovarian
tissue when there is an indication. This importance is for both IVF technology and patient
both. During vitrification with the support of cryoprotectant mediums materials just get into
a glass form without ice forming. There are some parameters which effect a proper
vitrification such as oocyte dimesion, permeability, quality, species and stage of
development. Croprotectants preserve human oocytes from cold shocking and cold injury
effects. The dosage and timing of cryoprotectants are specific to target species and their
cells, with the knowledge of cell properties.
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We worked on 112 MII phase human oocytes . We prepared 4 groups according to
cryoprotectant and buffer solutions concentration , duration and thawing sucrose molarity.
The buffer solutions (HEPES buffered EG+DMSO) for Group Lis %3,75 - %5 - %7,5; 3,5 minute
for Group I is %1,37 - %3,75 - %7,5; 7-9 minute for Group Il %3,75-%5-%7,5; 7-9 minute and
for Group IV %1,37 - %3,5 - %5 - %10; 3,5 minute , after this oocytes were placed for 30-40
seconds in vitrification solutions, loaded to fibreplug and placed in liquid nitrogen. After two
hours of liquid nitrogen storage, oocytes were placed in decreasing HEPES buffered sucrose
thawing solution as; Group I 0,5M-0,2 M, Group II 0,5M-0,2 M, Group III 1,25M- 0,6 M- 0,3
M and Group IV 1,5-0,4-0,2M. To all oocytes after 3 hours of incubation ICSI was performed,
2PN controls were done at 18-20 hours. Oocytes were evaluted according top re and post
vitrification on morphometric parameters and fertilization rates were documented. As a result
Group I is superior for fertilization rates while Group III has statistical significantly higher
oocyte diameters in pre and post vitrification timings.

Key Words: CPA; time; vitrification; oocyte morphometry; fertilization.
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