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1. GİRİŞ 

 

Kriyoprezervasyon çok düĢük ısıda canlı hücre veya dokunun, minimum 

hasarla ve fonksiyon kaybı olmaksızın uzun süreli saklanmasıdır. Kadın 

yumurta hücresi (oosit), erkek sperm hücresi, embriyoların ve çeĢitli dokuların 

endikasyonu konulmak Ģartıyla dondurularak saklanabilmesi, yıllar sonra 

ihtiyaç halinde kullanma olanağı sağladığı için gerek hastalar gerekse 

tüpbebek teknolojisinin geliĢimi açısından çok önemlidir (Mahmoudi ve ark 

2008). Özellikle ailede erken menopoz öyküsü, geçirilmiĢ yumurtalık cerrahisi, 

kemoterapi veya radyoterapi öyküsü olan kadınlarda fertilitenin devamı için 

yapılan oosit veya ovarial doku kriyoprezervasyonu, yeni ufuklar açmıĢtır 

(Farsani ve ark 2007). 

 

Ġnsan gamet ve embriyoları in vivo ortamda farklı geliĢimsel hücre 

evrelerinde iken canlı kalmak için değiĢik fizyolojik ihtiyaçlar 

göstermektedirler. In vitro ortam olan tüm laboratuar prosedürleri ise insan 

gamet ve embriyolarının hasarlanabileceği ortamlardır. Kriyoprezervasyonda 

temel prensip donma ve çözünme sırasında oluĢabilecek hücre içi buz 

kristallerinin oluĢumunu engelleyerek, oositlerin buz kristallerinden 

görecekleri zararı önlemektir. Bunu sağlamak amacıyla hücre içi sıvısının, 

hücre membranından geçebilen baĢka bir deyiĢle nüfuz edebilen 

kriyoprotektif ajanlarla (KPA) yer değiĢtirmesi hedeflenmektedir. 

Kriyobiyolojide soğutma hızı dondurma iĢlemi sırasında çok hızlı olursa hücre 

içindeki su dıĢarı çıkamaz, intrasellüler buzlanma olur ve hücre ölebilir. 

Dondurma iĢlemi çok yavaĢ olursa, zararsız hücre dıĢı buzlanma 

gerçekleĢirken, ortamın ozmolalitesindeki artıĢ ve hücrenin dehidrate olması 

hücre hasarına veya ölmesine sebep olabilir. Dolayısıyla optimal bir soğutma 
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hızı kullanılmalıdır. ĠĢleme alınacak hücrenin fiziki ve kimyasal özellikleri iyi 

bilinmelidir (Liebermann ve ark 2002a).    

 

Kriyoprezervasyon ile ilgili yapılan çalıĢmalar sonucunda, vitrifikasyon 

isimli dondurma sistemi geliĢtirilmiĢtir. Vitrifikasyonda KPA‟ların dondurma 

iĢleminde buz oluĢumunu baskılamaları en önemli unsurdur ve sıcaklık 

düĢtükçe, solüsyon tümüyle viskoz bir hal alarak sonunda camsı bir faza 

geçmektedir (Fahy ve ark 1984). KPA‟lar sudan daha yavaĢ olarak hücre 

membranından pasif olarak geçebilirler ve suyun yerini alırlar. KPA‟larla 

karĢılaĢan hücreden kimyasal dengenin devamlılığı için su çıkıĢı olur ve hücre 

büzüĢür (Rama Raju ve ark 2006). Bu iĢlem sırasında buz kristali oluĢumu 

minimaldir. 

 

Öldürücü buz kristallerinin oluĢumu donma aĢamasındakine kıyasla 

çözünme aĢamasında daha hızlı Ģekillenmektedir. Bu nedenle, vitrifikasyondan 

sonra canlılıklarını sürdürebilmeleri, aynı zamanda, devitrifikasyon sırasında 

meydana gelebilecek zararların da önlenmesine bağlıdır (Sağırkaya ve BağıĢ 

2003). 

 

Ancak oositleri dondurma iĢlemi teknik olarak daha zor ve kısa bir süre 

öncesine kadar baĢarı oranı oldukça düĢüktü. Oositlerdeki dondurma-

çözdürme sonucu oluĢan hasarlarda dondurulan hücrelere zarar veren buz 

oluĢumundaki kristaller, hücre içindeki membranlara zarar vermektedir. 

Meydana gelen hasarın büyüklüğü buz kristallerinin miktarından ziyade, hücre 

içinde oluĢan buzun hacmi ile iliĢkili olmaktadır. Hızlı soğutulan hücrelerde, 

buz kristalleri daha küçük ebatlarda oluĢmaktadır. 
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Genel bir kural olarak, tek bir hücrenin dondurulması, hücre kitlelerinin 

dondurulmasına göre daha baĢarılı olmaktaysa da memeli oositleri için bu 

durum geçerli değildir. Memeli oositleri, dondurulmaya karĢı zigot ve embriyo 

dönemine göre daha duyarlı bulunmaktadır (Mavrides ve Morroll 2002). 

Oositler vücudun en büyük hücrelerinden biri olup, ısı değiĢikliklerine oldukça 

duyarlıdır. Bu anlamda soğutma sırasında meydana gelen soğuk hasarı 

donmanın meydana gelmediği düĢük sıcaklıklara, kısa süreli maruz kalma 

sonrasında geliĢen ve esas hedefi plazma membranı olan, dönüĢümsüz bir 

etki olarak tanımlanmaktadır (Orief ve ark 2005). 

 

Soğutulan oositlerde hücre iskeleti organizasyonunun bozulması, 

kromozom ve DNA anomalileri, iğ hasarı, prematüre kortikal granül dağılımı 

ve zona pellusida hasarı gibi değiĢik bozukluklar bildirilmektedir. Bütün bu 

hasarlar, oositin fertilizasyonunu ve ileriki geliĢim basamaklarına geçme 

kapasitesini düĢürmektedir. Bütün bunların sonucunda döllenme olmamakta 

veya anormal bir embriyo oluĢumuna neden olabilmektedir (Chen ve ark 

2001, Kim ve ark 2006). 

 

Ancak son zamanlarda dondurma-çözme tekniklerindeki geliĢmeler 

sayesinde canlı ve normal morfolojide oosit elde etme oranları oldukça 

yükselmiĢtir. Böylece taze oosit kullanımına yakın doğum oranları elde 

edilmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada insan metafaz II (MII) oositlerinin değiĢik yüzdelerde ve 

sürelerde permeabl ve nonpermeabl KPA‟lar kullanılarak vitrifikasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Çözme sonrası oositlerin morfolojik görüntüleri ve 

fertilizasyon oranları değerlendirilmiĢ olup insan oosit vitrifikasyonu için 

optimal bir metod bulunması amaçlanmıĢtır.  
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1.1. Kadın Genital Sistem  

 

Kadın üreme sistemi ovaryumları, genital kanalları (tuba uterina, uterus, 

vajina) ve dıĢ genital yapıları kapsar. Hormonlar ve sinirler tarafından kontrol 

edilen bu sistemin temel fonksiyonu oogenez ile oosit üretimi ve döllenme 

sonucu implantasyon ile doğuma kadar destek sağlamaktır (Junqueira ve ark 

1998).   

  

1.1.1. Ovaryum  

 

Overler, endokrin ve ekzokrin salgı yapan bir çift bezdir. Bu bezler hafif 

düz, ovoid Ģekilli yaklaĢık 4 cm uzunluğunda, 2 cm geniĢliğinde ve 1 cm 

kalınlığındadır. Pelvik kavitenin lateral duvarında uterusun her iki tarafında 

uzanırlar. Her biri bir kenara mezoovaryum ile tutunmuĢtur. Hilumda vasküler 

bağ dokusu (mezoovaryum) overial stroma ile devam eder. Hilumda 

mezoovaryumun peritoneal örtüsü küboidal hücre tabakası ile devam eder. 

Overlerin yüzeyleri germinal epitelyum olarak adlandırılan ve tüm yüzeyi 

örten basit yassı ya da kübik epitelyum ile kaplıdır. Germinal epitelin altında, 

ovaryumun beyazımsı rengini veren tunika albuginea denilen bağ dokusu 

katmanı bulunur (Leeson ve ark 1988). 

 

Ovaryum dıĢ ve iç tabaka olmak üzere 2 zona ayrılır. DıĢ tabaka korteks 

iç tabaka medulladır. 2 zon arasındaki sınır belli değildir.  Medulla, çok sayıda 

kan damarı, lenfatik ve sinirleri kapsayan gevĢek bağ dokudan meydana gelir. 
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Korteks, ovarian folikülleri içeren hücresel stromadan oluĢan sıkı bir yapıdır. 

Stromayı düzensiz, dairesel sıralanmıĢ iğ Ģekilli hücreler ve retiküler fibriler ağ 

oluĢturur. Elastik fibriller seyrektir ve sadece kan damarlarının duvarlarında 

bulunur (Kalaycı 1986).  

 

Foliküller, geliĢimin bütün basamaklarında korteks bölgesinde 

görülebilir. Puberte öncesi sadece primordial ya da primitif foliküller görülür. 

Seksüel olgunluk, büyüyen foliküllerin bulunması ve onların atreziye uğraması 

ile karakterizedir. Menopoz sonrası foliküller gözden kaybolur ve korteks 

fibröz bağ dokudan oluĢan dar bir zon olarak kalır (Ovalle ve Nahirney 2009). 

Ovaryumun Gelişimi 

 

Embriyonik yaĢamın yaklaĢık birinci ayında, primordial germ 

hücrelerinden oluĢan küçük bir hücre topluluğu vitellus kesesinden gonadlara 

göç eder. Gonadlarda bu hücreler bölünerek oogoniumlara dönüĢür. 

Bölünmeler o kadar yoğundur ki, uterus içinde yaĢamın ikinci ayında yaklaĢık 

600 000, beĢinci ayı dolaylarında 7 milyonun üzerinde oogonium vardır. 

Üçüncü aydan baĢlayarak oogoniumlar birinci mayoz bölünmenin profaz 

evresine girmeye baĢlarlar. Ancak bölünme diploten evresinde durarak mayoz 

bölünmenin diğer evrelerine ilerlemez. Bu hücreler primer oositlerdir ve 

foliküler hücreler olarak adlandırılan yassı hücrelerle çevrilidir. Gebeliğin 

yedinci ayına ulaĢıldığında, oogoniumların çoğu primer oositlere 

dönüĢmüĢtür. Ancak, primer oositlerin çoğu, atrezi olarak adlandırılan bir 

yıkımla yok olur. Sonuç olarak puberte evresinde overler yaklaĢık 300 000 

oosit içerir. Atrezi, kadının üreme çağı boyunca sürer ve 40-45 yaĢlarında 

yaklaĢık 8 000 oosit kalır. Her aybaĢı döngüsünde (ortalama süre 28 gün) 

genellikle tuba uterinaya tek bir oosit serbest bırakıldığından ve kadının 

doğurganlık çağı 25-30 yıl sürdüğünden, yaklaĢık 400 kadar oosit salınmıĢ 
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olur. Tüm diğer oositler atrezi yoluyla ortadan kaldırılır (Gougeon ve ark 1994, 

Sadler 2000). 

  

 

 

Ovarial Foliküllerin Gelişimi 

 

Yeni doğanda yaklaĢık 400 000 primer folikül olduğu hesaplanmıĢtır ve 

sayı menopoza yaklaĢtıkça düzenli olarak azalır ve menopoz sonrası hemen 

hemen hiç kalmaz. Foliküllerin çoğu primordial foliküldür. Çapları yaklaĢık 40 

µm kadardır. Bu foliküller immatür oositi oluĢturur. Primer oosit tek tabakalı 

epitelyum (folikül) hücreleri ile çevrilidir. Oosit iri bir nükleolus ve geniĢ 

veziküler bir nükleusa sahip sferoidal bir hücredir. Sitoplazması opak ve 

granülerdir. Ġri bir golgi kompleksi, annulata lamella ile çok sayıda mitokondri 

ve küçük veziküllere sahiptir. Oositi çevreleyen foliküler hücrelerin tek 

tabakası, bazal bir lamina ile ovarial stromadan ayrılır (Junqueira ve ark 1998). 

 

Puberteden sonra meydana gelen folikül geliĢimi, ovumun geliĢmesi, 

farklılaĢması ve stromal hücrelerin bağ doku ile sarılması olarak tanımlanır. 

Ġmmatür oositte ilk olarak hacim artıĢı meydana gelir. Etrafında zona pellusida 

Ģekillenir. Zona pellusida glikoprotein içerir. Canlı iken homojen görünür. 

Periyodik asit schiff (PAS) boyası ile parlak boyanır. Foliküler hücreler ile 

çevrelenmesine rağmen oosit de zonanın geliĢimine katkıda bulunur. Yassı 

foliküler hücreler ilk önce küboidal ve sonra prizmatik Ģekle dönüĢür. Bu 

hücreler granüloza hücrelerinin meydana getirdiği stratum granulosum ve 

ovumun çevresinde çok katlı bir tabaka oluĢturmak üzere aktif olarak 

bölünürler. Böylece tek tabakalı primordial folikül çok tabakalı primer foliküle 

dönüĢmüĢ olur. Primer folikülün hacmi arttıkça komĢu stroma hücreleri bir 
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kapsüle organize olur. Bu dönem teka hücrelerinin ortaya çıktığı dönemdir. 

Teka hücreleri bir bazal lamina ile stratum granulosumdan ayrılır ve 2 

tabakaya farklılaĢır. Ġçteki vasküler tabakaya teka interna, dıĢtaki fibröz 

tabakaya teka eksterna denir. Teka interna geniĢ stromal hücreler içerir ve bu 

hücreler salgı yaparlar. Ayrıca çok sayıda kapiller içerirler. Teka eksterna ise 

sıkıca paketlenmiĢ kollajen fibrillerden ve iğsi hücrelerden oluĢur. Periferde 

ovarial stroma ile birleĢir. Foliküler hücrelerin geliĢimi oositin her tarafında 

aynı hız ve boyutta olmaz. Bu yüzden geliĢim döneminde foliküller ovoid 

Ģekle dönüĢür. ve oosit eksantrik pozisyon alır. Bu oluĢurken folikül kademeli 

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

 

Stratum granulosum 8-12 tabakalı olduğu zaman foliküler kitleden 

meydana gelen sıvı ile düzensiz küçük boĢluklar doldurulur. Foliküler 

tabakanın iç tarafındaki bu boĢluğa antrum boĢluğu denir. Folikül de antral 

folikül ya da sekonder folikül olarak tanımlanır (Leeson ve ark 1988).  

 

Sekonder foliküldeki antrum boĢluğu folikül sıvısı içerir. Bu sıvı 

hiyaluronik asitten zengin visköz bir sıvıdır. Granüloza hücresi ile çevrelenmiĢ 

olan oosit, antral kavitenin bir kenarında ovulasyona hazır olacak Ģekilde 

sıkıĢtırılmıĢtır. Bu eksentrik tümsek kumulus ooforus olarak tanımlanır. 

Kumulus ooforusun granüloza hücreleri oosit ile iliĢkilidir ve ıĢınsal Ģekilde 

sıralanarak korona radiatayı oluĢturur ve oosit zona pellusida ile birlikte ayrılır. 

Korona radiata hücreleri oositin hücre membranı ile temas halindedir ve zona 

pellusida boyunca uzanır. Ayrıca oositin mikrovillusları da zona pellusida içine 

doğru uzanır. Granüloza hücrelerinin oluĢturduğu epitelyum hücreleri antrum 

boĢluğunun çevresinde düzensiz tabakalar halinde bulunur. Granüloza 

hücreleri arasında yoğun boyanan küçük yığınlar görülür. Bu ekstrasellüler 
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materyale Cell-Exner cisimleri denir. Bu cisimler PAS pozitif boyanır (Leeson 

ve ark 1988, Junqueira ve ark 1998).  

 

Bir folikül 10-14 gün içinde maturasyonunu tamamlar. Matür bir folikül 

yaklaĢık 18-20 mm çapa sahip olup kortekse yerleĢmiĢtir ve medullada bir 

çentik oluĢturur. Bu ovaryumun yüzeyinde bir ĢiĢliktir ve stigma adını alır. 

Tunika albuginea ve teka hücre tabakaları incelmiĢtir. Folikül sıvısı ile 

geniĢlemiĢ olan antrum, stratum granulosuma bağlıdır. Oosit boyut olarak 

maksimum olur. Kalın bir zona pellusida ve göze çarpan bir korona radiata ile 

sarılmıĢtır. Folikül maturasyonu sağlandığı zaman düzensiz küçük boĢluklar 

folikül sıvısı ile dolar ve korona radiata hücreleri arasında görülmeye baĢlar. 

Böylece stratum granulosum ile oosit arasındaki bağlantı zayıflar (Kalaycı 

1986, Junqueira ve ark 1998 ). 

 

Teka hücre tabakaları matür foliküldeki en önemli geliĢimi sağlar. Teka 

interna hücreleri steroid salgılayan hücrelerdir ve östrojen gibi diĢi seks 

hormon prekürsörlerini üretir. Teka eksterna kollajen fibrillerden ve fusiform 

hücrelerden oluĢmuĢ bir bağ dokusudur. Hormon salgılama fonksiyonuna 

sahip değildir (Leeson ve ark 1988). 

 

Ovumun Maturasyonu: Oogenez  

 

Ovulasyonda serbest hale gelen oosit bir sekonder oosittir ve teknik 

olarak immatürdür. Fertilizasyon için hazırlıkta spermatozoaya benzer Ģekilde 

bir seri nüklear değiĢiklikler geçirir. Diploid sayıda kromozom içeren oogonia 

ya da primitif ovum mitotik bölünmeler geçirerek fetal ovaryumda primer 

oositleri oluĢturur. Foliküler geliĢim sırasında primer oositler büyür ve sonra 2 

maturasyon bölünmesi geçirerek matür hale gelir. Kromozomlar haploid 
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sayıya iner. Ġlk olgunlaĢma bölünmesi ovulasyondan hemen önce ve matür 

folikülün içinde meydana gelir. KardeĢ hücreler arasında kromozomlar eĢit 

olarak paylaĢtırılır. Fakat sitoplazma bölünmesinde eĢit bir paylaĢım olmaz. 

KardeĢ hücrelerden birisi sekonder oosit olarak isimlendirilir ve ana hücrenin 

sitoplazmasının tamamını alır. Diğer hücre ise birinci polar cisimdir ve sonra 

dejenere olur. Her iki hücre de 23 kromozama sahiptir. Bu sırada ovulasyon 

meydana gelir ve sekonder oosit folikülden serbestleĢir. Bu süreçte sekonder 

oositin nukleusu sekonder maturatik bölünmeye baĢlar. Bölünme metafazda 

durur ve fertilizasyona kadar bu durumda kalır. Sperm baĢının oosite penetre 

olması ile bu 2. mayoz bölünme stimüle olur ve tekrar eĢit olmayan 

sitoplazmik bir bölünme meydana gelir. Büyük sitoplazmaya sahip olan hücre 

matür oosittir. Diğer hücre ise 2. polar cisimdir. Böylece bir primer oositin 

yalnızca bir kardeĢ hücresi fonksiyonel hale gelir. Diğeri dejenere olur (Kalaycı 

1986).  

 

 

Şekil 1.1. Oosit (academiavita 2010). 

 

Ovulasyon  
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Folikül maturasyonu tamamlandığı zaman sıvı sekresyonu artar ve 

folikül çapındaki geniĢlemeden dolayı önceki durumdan daha sulu bir hale 

gelir. Bu preovulatuar ĢiĢme olarak isimlendirilir. Folikül ince bir korteks ile 

kaplanmıĢtır ve stigmadan ruptüre olur ve foliküler sıvı periton boĢluğuna 

sızar. Korona radiata ve zona pellusida ile çevrili oosit kumuluslara doğru 

yırtılarak uzaklaĢır ve sıvı içerisinde dağılır. Bu sürece ovulasyon denir 

(Cihangir 2009). 

 

Genellikle ovulasyon sonucunda 1 tane oosit atılır. Fakat bazı 

durumlarda 2 ya da nadiren daha çok oosit ovulasyona uğrayabilir. Ġlaçlar 

ovaryan aktiviteyi stimüle edebilir ve çok sayıda folikül eĢ zamanlı 

maturasyona uğrayabilir. Böylece multipl doğumlarda artıĢ olur. Serbest hale 

gelen oosit genellikle fallop tüplerinin infundibulumuna doğru gider ve 

fertilizasyon kapasitesi 24 saat sürer. Ġnsanda diĢide ovulasyon ortalama 28 

günde bir tekrar eder (Leeson ve ark 1988).  
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Şekil 1.2. Ġnsan Over Foliküllerinin Basamakları (Silber 2006). 

 

Korpus Luteum    

 

Ovulasyondan sonra bazen folikül boĢluğunun içine doğru küçük bir 

kanama olur. Folikül duvarı kollabe olur ve katlantıların içine doğru atılır. 

Folikül duvarı geçici olarak glandular bir yapıya dönüĢür. Bu yapı korpus 

luteum adını alır. Atılan ovum fertilize olmaz ise korpus luteum ovulasyondan 

sonra yaklaĢık 9 günde en büyük geliĢimine ulaĢır ve sonra dejenere olur. Bu 

menstruasyon korpus luteumudur. Ġlk önceki zengin vaskülarizasyon azalır. 

ġayet oosit döllenmiĢ ise korpus luteum hacim olarak artar ve gebelik korpus 

luteumu oluĢur. YaklaĢık 1 000 kadar folikül maturasyona ulaĢmasıyla birlikte 

fetal hayatta ve puberte sırasında çok sayıda folikül atreziye uğrar. Ġnsanda 

diĢideki reprodüktif aktivite periyodu yaklaĢık 30 yıldır. Bu süre içerisinde 

folikül grupları her bir menstruasyon siklusunda matür olmaya baĢlar. Fakat 

gebelikle her ay sadece bir oosit atılır. Bütün baĢarısız foliküller ya primer 

folikül iken ya da geliĢimin herhangi bir periyodundaki folikül iken 

dejenerasyona uğrar. Atrezi ilk önce oositte meydana gelir. Bunu foliküler 

hücrelerin dejenerasyonu izler (Junqueira ve ark 1998).  

 

Ovarial Hormonlar: Ovarial Siklus  

 

Overler, germ hücrelerini üretmenin yanında diĢi seks hormonlarını da 

(bir tür steroid olan östrojen ve progesteron) üretirler. Östrojen hormonu esas 

olarak geliĢen foliküller tarafından üretilir. Progesteron ise korpus luteum 
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tarafından üretilir. Östrojen hormonu diĢi üreme sisteminin ve meme 

bezlerinin büyüyüp geliĢimini indükler (Kayaalp 2000).  

 

Ovaryumda meydana gelen folikül geliĢimi, ovulasyon ve korpus 

luteum Ģekillenmesi gibi ardıĢık gelen yapısal değiĢiklikler yüzünden bu 

hormonların seviyesi düzenli periyodik dalgalanmalar gösterir. Östrojen 

salgısı preovulatuar periyotta yükselir. Ruptüre olmuĢ folikülün luteinizasyonu 

sırasında progesteron üretimi hızlıca artar ve korpus luteum gerilemesine 

kadar bu seviyede kalır. Bu periyodik değiĢikliklerden ovaryal salgı 

aktivitesindeki ritmik değiĢimler sorumludur. Ovaryal siklusun tekrarı hipofiz 

bezinin anterior lobu tarafından salgılanan gonadotropinler tarafından aktive 

edilir. Gonadotropinler; Folikül Stimüle Hormon (FSH) ve Luteinizan Hormon 

(LH) folikül maturasyonunu kontrol eder ve korpus luteumu oluĢturur. Ovarial 

siklusun baĢlangıcında; hipofiz tarafından FSH üretimi artar ve bu primordial 

foliküllerin geliĢmesini sağlar. Foliküllerden biri diğerlerinden daha hızlı geliĢir 

ve diğerleri dejenere olur ve sonra atrezi oluĢur. FSH ve LH birlikte matür 

foliküllerin olgunlaĢmasını sağlar ve ovulasyon gerçekleĢir. Sonra da korpus 

luteum geliĢir. Ayrıca hipofizden LH serbestlendiğinde korpus luteum 

tarafından progesteron seviyesinin artması engellenir (Kayaalp 2000). 

 

ġayet gebelik meydana gelmezse korpus luteum geliĢimini durdurur. 

Korpus luteum geriledikçe östrojen seviyesi düĢer. Hipofiz tarafından FSH‟ın 

serbestleĢmesi ile folikül geliĢimi için yeni bir siklus baĢlar (Ovalle ve Nahirney 

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

2010). 

 

Uterinal Siklus   

 

Proliferasyon fazı siklusun 5-15. günleri arasıdır. Proliferasyon fazı aynı 

zamanda ovaryum foliküllerinin geliĢimi ve östrojenlerin üretimine rastlaması 

sebebiyle foliküler faz olarak da bilinir. Proliferatif faz boyunca hücresel 

çoğalma devam eder. Böylece hem bezler hem de endometriyumun yüzey 

epiteli yenilenir. Bağ dokusu hücrelerinin çoğalması ve lamina propria içinde 

ana maddenin birikimi aynı zamanda olur. Bu da endometriyumun bir bütün 

olarak büyümesine sebep olur. Sekresyon fazı siklusun 14-28. günleri arasını 

kapsar. Bu faz ovulasyondan sonra baĢlar. Korpus luteum tarafından 

salgılanan progesteron hormonunun etkisi altındadır. Östrojen ve 

progesteron etkisi ile bezler geliĢir. Bu fazda endometriyum, salgı ürünlerinin 

toplanması ve stromadaki ödemin bir sonucu olarak maksimum kalınlığa (5 

mm) ulaĢır (Kalaycı 1986).  

 

Menstrual siklus süresi değiĢebilir, ancak ortalama süre 28 gündür. 

Menstrual siklus ekseriya 12-15 yaĢları arasında baĢlar, 45-50 yaĢa kadar 

devam eder. Oosit üretimi için ovaryumdaki değiĢimlerinin bir sonucu olarak 
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ortaya çıkar ve diĢinin sadece menstrual siklusa sahip olduğu yıllar esnasında 

döllenebileceğini gösterir. Menstruasyon fazı siklusun ilk 4 günü olarak belirir 

(Junqueira ve ark 1998).  

 

1.1.2. Uterus 

 

Uterus armut Ģekilli bir organ olup, geniĢleyen üst kısmı gövde (korpus) 

uterus boĢluğunun incelen üst bölümü (internal os) ve internal osun aĢağısına 

uzanan silindirik boyun kısmı serviksten ibarettir. Uterus tüplerinin uterus 

gövdesine girdiği kısım fundus ismini alır. Uterus belirgin Ģekilde kalındır ve 3 

tabakadan oluĢur: 

  

 Adventisya 

 

Uterusun en dıĢ tabakasında ya seroza (bağdokusu ve mezotelyum) 

veya adventisya (bağdokusu) bulunur. Diğer uterus tabakaları ise düz kasın 

kalın bir tunikasını oluĢturan miyometriyum ile endometriyum veya uterus 

mukozasıdır (Kalaycı 1986). 

 

 Endometriyum  

 

Endometriyum, epitelyum ile basit tübüler bezler ve bazen onların 

daha iç kısımlarındaki dallanmalarını içeren lamina propriadan ibarettir. 

Endometriyal tabaka 2 zon ile alt bölümlere ayrılabilir. Bunlar her menstrual 

siklus esnasında menstruasyonla dökülen ve tekrar yenilenen kısmı teĢkil 

eden fonksiyonal tabaka ile menstruasyon sonu hemen çoğalarak yenilenen 

kısmı olan bazal tabakadır (Junqueira ve ark 1998).  
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 Miyometriyum  

 

Miyometriyum bağ dokusu ile ayrılmıĢ düz kas lif demetlerinin 

oluĢturduğu uterusun en kalın tabakasıdır. Düz kas demetleri 4 tabakadan 

meydana gelir. Birinci ve dördüncü tabaka uzamına sıralanmıĢ fibrillerden 

oluĢur, orta tabaka ise daha geniĢ kan damarları içerir (Kalaycı 1986).  

 

 

 

 

1.1.3. Ovidukt (Tuba Uterina) 

 

Ovidukt (uterus tüpleri, yumurta kanalı) kastan yoğun bir kanaldır. 12 

cm kadar bir uzunluğa sahiptir. Oviduktun serbest kalan uzantısı fimbria 

denen parmaksı geniĢlemelerle saçak biçiminde uzantılar içerir. Ovidukt 

duvarı 3 tabakadan yapılmıĢtır. Bunlar; mukoza, muskularis ve visseral 

peritondan oluĢan serozadır.  

 

Ovidukt, ovaryum tarafından serbest bırakılan oositi alıp uterusa taĢır. 

Tüpün lümeni döllenme için elveriĢli bir ortam olup buradaki sekresyonda 

geliĢmenin erken safhaları esnasında embriyonun beslenmesine yardımcı olur. 

Ovulasyon esnasında, infindibulum fimbriaları ovaryumun yüzeyine hareket 

ederler. Ġnfindibulumun huni Ģeklini alması da serbest kalmıĢ oositin 

yakalanmasını kolaylaĢtırır.  

 

1.1.4. Serviks ve Vajina 
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Serviks uterusun aĢağı doğru uzamıĢ olan silindirik kısmıdır. Bu parça 

uterusun geri kalan kısımlarından histolojik yapı olarak farklıdır. Mukus salgısı 

yapan basit prizmatik epitelyum içerir ve birkaç düz kas lifi bulundurur, esas 

olarakta yoğun bağ dokusundan ibarettir. Servikal salgılar oositin 

döllenmesinde önemli bir rol oynar. Ovulasyon anında müköz salgılar sulanır 

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

 

Vajinanın duvarı bezlerden yoksundur ve 3 tabakadan yapılmıĢtır. 

Bunlar mukoza, musküler tabaka ve adventisyadır. Vajinanın lümeninde 

bulunan mukus, serviks bezlerinde oluĢur. Mukozanın epiteli çok katlı yassıdır. 

Son derece fazla keratinazasyon vardır (Kalaycı 1986).  

 

1.1.5. Dış Genital Organlar  

 

DiĢi dıĢ genital organlar veya vulva; klitoris, labia majora ve labia 

minora tarafından sarılan bir yüzey içine vestibuluma açılan bazı bezlerden 

ibarettir (Junqueira ve ark 1998).  

 

 

1.2. Kriyobiyoloji  

 

1.2.1. Tarihçe 

 

Kriyobiyoloji yaĢayan organizmaların düĢük sıcaklıklarda özelliklerinin 

incelenmesidir. Kriyobiyolojinin tarihçesi 1600‟lü yılların sonlarına kadar 

uzanır.  Ġnsanlar uzun yıllar düĢük sıcaklıkların hücre ve dokulara zararlı 

etkilerinin olduğuna inanmıĢlardır. Henry Power soğuk hakkında teori kuran 

ilk kiĢidir. Soğuğun öldürücü özelliğinin olmadığını bulmuĢtur. Power bir 
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kavanoz içindeki tuzlu suda yılan balığını dondurmuĢ çözme sonrası, 

dondurmadan önceki kadar aktif olduğunu görmüĢtür. Robert Boyle „New 

Experiments and Observations Touching Cold„ adında bir monograf yapmıĢtır. 

1683 yılında yazdığı bu yazıda yaĢayan hayvanlarda soğuğun etkilerini 

tanımlamıĢtır (Luster 2004). 

 

Kriyobiyolojideki diğer öncü Lazzaro Spallanzani‟dir. 1700‟lü yılların 

sonlarında birçok türün dokusunda geniĢ çalıĢmalar yapmıĢtır. Onların düĢük 

sıcaklıklarda reaksiyonlarını incelemiĢtir. Luyet ve Gehenio (1940) „Life and 

Death at Low Temperatures‟ adında bir kitap yayınlamıĢlar ve kriyobiyoloji için 

gerekli temel komponentleri özetlemiĢlerdir. 1940‟ların sonlarında, Polge ve 

ark (1949) Cambridge Üniversitesi‟nde tesadüfen gliserolün koruyucu etkisini 

keĢfetmiĢlerdir. Bu keĢif ile horoz ve kedi spermatozoasını baĢarılı bir Ģekilde 

dondurmuĢlardır. Donma hasarlarına karĢı hücreleri korumak için gliserolün 

yeteneğinin keĢfi, kriyobiyoloji biliminin geliĢimine öncülük etmiĢtir (Luster 

2004). 

 

1951 yılında dondurulup çözünmüĢ sığır spermatozoasının suni 

tohumlaması yolu ile ilk buzağının doğması gerçekleĢmiĢtir. Bu ilk çalıĢmalar 

Ģimdilerde kriyobiyoloji olarak bilinen bilim disiplininin geliĢimini sağlamıĢtır 

(Mazur 2004).  

 

1.2.2. Memeli Hücre Kriyobiyolojisi  

 

Bilimsel ve modern anlamda canlı hücre dondurma çalıĢmaları, 1949 

yılında Polge ve arkadaĢlarının, gliserolün KPA baĢka deyiĢle soğuk Ģokuna 

karĢı koruma sağlayıcı özelliğini bulması ile baĢlamıĢ, dondurulan ilk hücre 

spermatozoa olmuĢtur. Bu anlamda kriyobiyoloji hücre, doku, organ ve 
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organizmaların dondurulmasını inceleyen bilim dalı olarak önem kazanmıĢ ve 

dondurulan-çözdürülen hücrenin fizyolojik-fonksiyonel özelliklerinin daha iyi 

anlaĢılması bizi kriyobiyolojiye yönlendirmiĢtir (Bucak ve Tekin 2007).  

 

Hücreler soğuk Ģokuna maruz bırakıldıklarında membransel ve ozmotik 

değiĢikliklere uğramaktadırlar. Bu değiĢiklikler hücrelerin çözme sonu 

yaĢamını ve fonksiyonel özelliklerini olumsuz etkilemektedir. Özellikle gamet 

ve embriyoların soğuk Ģoku ve ozmotik hasara karĢı ortamlarına KPA 

eklenmesi, çözme sonrası canlılığı ve fertiliteyi optimize etmektedir. Son 

zamanlarda geliĢtirilen bazı membransel parametreler, KPA‟ların ortama hangi 

oranda katılacağının saptanmasında kullanılmaktadır. Hücreler su içeriklerine, 

hacimlerine, soğutulma hassasiyetlerine ve hücre membranının sıvı 

permeabilite katsayısına göre spesifik soğutulma oranlarına sahiptir. Donma 

sırasında gametin su alıĢveriĢinin saptanması, hücrenin donmaya ve KPA‟lara 

karĢı ozmotik tepkisinin belirlenmesi, öldürücü etkili intrasellüler donma 

insidansının azaltılması ve KPA‟ların optimum ilave oranlarının saptanması 

membran parametrelerinin belirlenmesine bağlıdır. Bu parametreler, ozmotik 

inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik, eriyik permeabilitesinin aktivasyon enerjisi 

ve hücre yüzey/hacim oranıdır (Mazur 1990, Leibo ve Brandley 1999). 

 

Hücre biyokimyasında, sıcaklığın değiĢmesine bağlı bir takım 

değiĢiklikler meydana gelmektedir. Sıcaklığın 37°C‟den 7°C‟ye kadar düĢmesi 

ile enzim reaksiyonlarında yaklaĢık olarak 8 katlık bir azalıĢ meydana 

gelmektedir. Sıcaklığın düĢmeye devam etmesiyle beraber hücrenin içinde 

bulunduğu sıvılarda da bazı fiziksel ve kimyasal değiĢimler meydana gelir. 

Hücrelerin dondurulmasında suyun biyolojik yapısının değiĢimi söz 

konusudur. Yani dondurma, suyun biyolojik olarak kristalleĢmesi,  Ģekil 

değiĢtirmesi ile gerçekleĢir. Hücrelerin dondurulma iĢlemi sırasında, 
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ekstrasellüler solüsyonda kendiliğinden veya uyarılmayla -5°C ile -100°C 

arasında buz kristalleri Ģekillenir. Ancak intrasellüler ortam, hücre 

membranının etkisiyle henüz donmamıĢtır. Söz konusu oluĢum esnasında 

ekstrasellüler suyun buzlaĢması nedeniyle ortamda bulunan maddelerin 

yoğunluğunda artıĢ meydana gelir. Bu durum kimi kimyasal maddelerin hücre 

içinde ve dıĢında farklı yoğunlukta bulunmalarına yol açar. Meydana gelen 

farklı yapı ya da denge nedeniyle bir kısım sıvının hücre dıĢına çıkıĢı ile bu kez 

de hücre içinde bulunan bir kısım erimiĢ maddelerin yoğunluğunda yükselme 

meydana gelir ve hücre içerisinde de kristaller oluĢur (DelilbaĢı 2008). 

 

1.3. Kriyoprezervasyonun Prensipleri 

 

Kriyoprezervasyon biyolojik saati durdurarak, bu iĢleyiĢe bir müdahale 

imkanı sağlamıĢtır. Bir hücrenin kriyoprezervasyonu, hücrenin soğumasını ve 

düĢük sıcaklıkta saklanmasını içerir. Bu sıcaklıkta hücrenin bütün metabolik 

süreci durur. Pratikte donmuĢ hücreler -196°C‟de sıvı azot baĢka deyiĢle likit 

nitrojen (LN2) içerisinde saklanır (Özkavukçu ve Erdemli 2002).  

 

Genel bir kural olarak kriyoprezervasyonda biyolojik objenin boyutu bir 

kriterdir. Küçük objeler çözme sonrası canlılık Ģansı daha çok olan örneklerdir. 

Virüs ve bakteriler basit metodlarla baĢarılı bir Ģekilde dondurulabilirler. 

GeliĢimin ilk aĢamaları biyolojik saati durdurma imkanı sağladığı için 

kriyoprezervasyon embriyolojide daha önemlidir. Ġnsan germ hücresi, zigot, 2 

pronükleus (2PN), 2. gün ve 3. gün embriyoları soğuk hasarına blastosistten 

daha hassastır (Vajta ve ark 2007). 

 

Bir hücrenin spesifik özelliklerinin bilinmesinin yeterli olacağı 

düĢünülerek tek bir hücrenin dondurulmasının çok kolay olduğu düĢünülür. 
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Sperm ve oositler tek baĢına dondurulabilen hücrelerdir. Fakat 

kriyoprezervasyona karĢı daha hassastırlar. Bunun sebebi bu iki hücrenin 

füzyonu ile yeni bir yapının oluĢması (zigot) ve fonksiyonu ile ilgilidir. 

Günümüzde en yaygın kriyo uygulamalar embriyo, spermatozoa ve bazı 

somatik hücrelerle dokuların dondurulmasıdır (Özkavukçu ve Erdemli 2002). 

 

Memeli hücrelerinin baĢarılı bir Ģekilde kriyoprezervasyonu birçok 

değiĢkene bağlıdır. Bu değiĢkenler hücrelerin tipini, permeabilitesini 

hücrelerdeki sıvıların özelliklerini, onların doğal KPA bulundurup 

bulundurmadığını, hücrelerin soğutulma ve çözünme oranlarını içerir. 

Hücrelerin farklı tipleri farklı optimum soğutulma oranları sergiler. Bu 

soğutulma oranları 1000°C/dk‟den yaklaĢık 0,2°C/dk‟ye kadar olan soğutulma 

oranlardır. Hücreler, >100 000ºC/dk hızda soğutulduktan sonra bile hala 

canlıdırlar. Verilen bir hücre tipi için uygun bir KPA‟nın tanımlanmasında 

optimum bir soğutma oranı ve uygun bir çözme oranı baĢarılı bir 

kriyoprezervasyon için anahtar niteliğindedir (Luster 2004, Vajta ve Kuwayama 

2006).  

 

Genel olarak kriyoprezervasyon 4 farklı basamağı gerektirir.  

 

1) Hücre ve dokuların KPA‟ya maruz bırakılıp 0°C‟nin altındaki sıcaklıklara 

soğutulması.  

2) -130°C‟nin altında örneklerin saklanması.  

3) Çözme iĢlemi (ısıtma ve erime).  

4)  KPA‟ların dilüsyonu ve uzaklaĢtırılması (Mazur 2004). 

 

Birçok türün hücre ve dokularını kriyoprezerve etmek için sayısız 

protokol vardır. Üniversal bir protokol, hücreler arasındaki farklılıklardan 
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dolayı hücrelerin bütün tipleri için elveriĢli değildir. Hücresel hasarın ve 

kriyoprezervasyon kaynaklı ölümlerin sebebi tam anlamıyla anlaĢılamamıĢtır. 

Çünkü kriyoprezervasyon iĢlemi sırasında hücreler bulundukları ortamda 

çeĢitli değiĢikliklere maruz kalırlar.  

 

1) Su kaybı gerçekleĢir, sonuç olarak solütler daha konsantre hale gelir ve 

çökelirler.  

2) Bu sırada hücreler su kaybederek büzülürler ve osmotik cevap 

ĢekillenmiĢ olur (Luster 2004).  

 

Kriyoprezervasyonda KPA‟ların buz oluĢumunu önleyici etkilerinden en 

üst düzeyde yararlanıp toksik ve ozmotik hasarı en aza düĢürmek için optimal 

bir ortam oluĢturulmalıdır. GeçmiĢ yıllarda KPA‟ların biyolojik, fiziki ve 

kimyasal faktörlerinin analizini içeren önemli matematiksel hesaplara rağmen 

sadece sınırlı bir baĢarı elde edilebilmiĢtir. Kronolojik olarak ilk dondurma 

metodu kontrollü yavaĢ dondurmadır. YavaĢ dondurmada soğutma yavaĢ bir 

Ģekilde gerçekleĢir. Toksik ve osmotik hasar minimaldir.  Sitoplazmada ve 

çevresinde KPA konsantrasyonunun yavaĢ bir Ģekilde artması sebebiyle buz 

oluĢumu indüklenir. Bu artan konsantrasyon, sıcaklık düĢüĢü ile paralel 

gerçekleĢir ve hücreye zararı azdır (Vajta ve ark 2007). 

 

1.4. Memeli Gamet Ve Embriyo Kriyoprezervasyonu Çeşitleri  

 

1.4.1. Yavaş Dondurma  

 

YavaĢ dondurma tekniği genellikle embriyo ve oosit dondurulmasında 

kullanılmaktadır ve en çok tercih edilen yöntemdir. Çok sayıda modifikasyonu 

bulunması ile birlikte, Ģu basamakları içermektedir; 
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1- Hücrelerin toplanması, 

2- KPA‟nın eklenmesi, 

3- Dondurma malzemelerinin içine hücrelerin yerleĢtirilmesi, 

4- Malzemelerin dondurma makinesine alınması, 

5- Kristalizasyonun uyarılması, 

6- YavaĢ soğutma, 

7- Sıvı azot içinde saklama, 

8- Örneklerin çözülmesi ve KPA‟nın uzaklaĢtırılması (Shaw ve ark 2000). 

 

Buz oluĢumunu önlemek ve neden olacağı hasarı azaltmak amacıyla 

önce hücreler dehidre edilmektedir. Bu amaçla farklı konsantrasyonlarda KPA 

içeren solüsyonlar kullanılmaktadır (Shaw ve ark 2000). 

 

YavaĢ dondurmada, soğutma hızını ayarlayabilmek için kontrollü 

dondurma denilen bir yöntem uygulanmaktadır. Dakikada istenilen miktarda 

sıcaklık düĢüĢü çeĢitli otomatik cihazlarla sağlanmaktadır. Soğutma oranı 

saptanırken genelde 3 parametre dikkate alınır; 

 

a) Membranın yapısı, 

b) Membranın suya ve KPA‟ya karĢı ısıya bağımlı olarak permeabilitesi, 

c) Yüzey/hacim oranı (Ağca 2000). 

 

YavaĢ dondurma tekniğinde biyolojik yapılarda iki tip hasar meydana 

gelme riski vardır. Bunlardan birisi soğutmanın yavaĢ yapılmasına bağlı olarak 

oluĢan hücre içinde buz oluĢumudur. Diğeri ise buz kristalleri oluĢumuna 

bağlı olarak meydana gelen eriyik konsantrasyonunun yükselmesidir (Gao ve 

Crıtser 2000). 
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1.4.2. Hızlı Dondurma  

 

Ġlk olarak Trounson ve Sjoblom tarafından yapılmıĢtır. Hızlı dondurma 

terimi, kısmen dehidre edilmiĢ hücrelerin yaklaĢık 1 250°C/dk hızında 

soğutularak dondurulmasını ifade etmektedir. Bu yöntemde, genellikle 2-

4,5M konsantrasyonlarda permeabl (hücre zarını geçebilen) Gliserol, 

Propandiol (PrOH), dimetilsülfoksit (DMSO) veya Etilen glikol (EG) gibi bir KPA 

ile beraber nonpermeabl (hücre zarını geçemeyen) sükroz, laktoz veya 

galaktoz gibi KPA‟lar birlikte kullanılmaktadır. 30sn ile 3dk arasında kısa bir 

dengeleme sürecinden sonra soğutulan hücreler, sıvı azot buharına 

tutulduktan sonra, sıvı azota daldırılmaktadır. Vitrifikasyonun aksine, bu 

teknikte ekstrasellüler sıvıda, buz kristalleri oluĢumu meydana gelmektedir. 

Ayrıca hücre içi sıvıda da buz oluĢumu riski bulunduğundan diğer yöntemlere 

göre daha düĢük canlılık oranları vermektedir. Bu teknik diğer dondurma 

yöntemleri kadar ilgi görmemiĢtir (Trounson 1990).  

 

1.4.3. Vitrifikasyon 

 

Üreme fizyolojisi alanında gamet ve embriyoların 

kriyoprezervasyonunda geniĢ çalıĢmalar yapılmıĢtır. Ġlk çalıĢmalar 

spermatozoanın kriyoprezervasyonudur. Destek olarak polivinilpirrolidon 

(PVP), hidroksietil starch (HES), Ficoll ve polietilen glikol (PEG) içeren büyük 

molekül ağırlıklı komponentler kullanılmıĢtır. Bu bileĢiklerin bir solüsyonda tek 

baĢına kullanıldıklarında hücreyi koruyamamasına rağmen, diğer düĢük 

molekül ağırlıklı KPA‟ların koruyucu etkilerini arttırmıĢlardır. ArdıĢık bölünme 

(cleavage) basamağındaki embriyoların kriyoprezervasyon prosedürünün 

baĢarısına rağmen, oositlerin kriyoprezervasyonunun çok daha zor olduğu 
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kanıtlanmıĢtır. Oositlerin boyutları geniĢ olduğu için düĢük yüzey alanı, yüksek 

su içeriği ve farklı geçirgenlik özelliklerine sahip olduklarından 

kriyoprezervasyonları zordur. Bu durum kriyoprezervasyon çeĢidi olan yavaĢ 

soğutmaya bir alternatif olarak oositlerin vitrifikasyon araĢtırmalarının 

artmasına öncülük etmiĢtir (Luster 2004). Vitrifikasyon insan oositlerinin 

korunmasında gelecek için en ümit verici durumlardan biridir. Memeli gamet 

ve zigotlarının uzun süre saklanması 25 yılı aĢkın süredir büyük ölçüde 

geliĢtirilmiĢtir ve insan üreme tıbbında çeĢitli yardımcı üreme tekniklerini 

desteklemek için kullanılmaktadır (Saki ve Dezfuly 2005, Babaei ve ark 2007).   

 

Vitrifikasyon, bir sıvının donmadan aĢırı soğutulması nedeniyle cam 

benzeri bir hal alması Ģeklinde tanımlanmaktadır. En önemli özelliği, buz 

oluĢumunun önüne geçilmesidir (Chang ve ark 2008). Dondurulacak hücreler, 

KPA solüsyonlarında çok kısa bir süre bekletildikten sonra (30-180sn) bunu 

takiben sıvı azot sıcaklığına (-196 °C) geçiĢ yapılmaktadır. Bu yöntemde 

genellikle geçirgen özellikli bir KPA ile geçirgen olmayan özellikteki bir KPA 

birlikte kullanılmaktadır (Çetin 2004). Vitrifikasyon prosedüründe KPA‟ların 

toksik etkilerini önlemenin yolu, yüksek konsantrasyonlu KPA‟ya maruz 

bırakma süresinin kısaltılması ya da daha düĢük KPA konsantrasyonu 

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

 

BaĢarılı bir vitrifikasyon iĢlemi, 

 

 Ġyi permeabilite özelliklerine sahip düĢük toksisiteli KPA kullanımını, 

 KPA‟ların uygun miktarda ortama eklenmesini, 

 Hücre dondurma iĢleminin düĢük sıcaklıklarda yapılmasını, 

 Hücrede oluĢacak yapı yıkımlarını engellemek için ortam 

düzenleyicilerinin kullanılmasını gerektirmektedir (Kasai 1996). 
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Vitrifikasyonda soğutma hızlı bir Ģekilde yapıldığından soğuk hasarının 

oluĢabileceği +15°C ile -5°C arası sıcaklıklar çok hızlı (1/100sn hızında) 

geçilmektedir. Tekniğin en önemli özelliği, buz kristali oluĢumunun elimine 

edilmesidir (Saki ve Dezfuly 2005).  

 

Vitrifikasyonun evcil hayvanların embriyolarını dondurmak amacıyla ilk 

defa kullanılmasından bu yana, 20 yıllık bir süre geçmiĢtir. Bu olgunun 

gerçekleĢebilmesi, yüksek konsantrasyonda KPA‟yı, yüksek soğutma ve ısıtma 

oranlarını, intraselüler ve ekstraselüler ortamların eĢ zamanlı olarak vitrifiye 

olmasını gerektirmektedir. Zamanla yoğunlaĢtırılmıĢ polimerlerin KPA olarak 

kullanılması toksisite riskini düĢürmüĢ, soğuma ve ısıtma oranlarındaki önemli 

artıĢlar, daha az konsantre solüsyonların kullanımına yol açmıĢ ve hücrelerdeki 

soğuk hasarının etkisini düĢürmüĢtür (Sutton 1991a, Sutton 1991b, Vajta 

2000). Bu yöntemin en önemli avantajlarından biri de, yavaĢ dondurmaya 

göre çok az zaman harcanmasıdır. Ayrıca pahalı ekipmanlara da gerek 

duyulmamasıdır (Babaei ve ark 2007).   

 

1.5. Vitrifikasyon Solüsyonlarının Seçimi  

 

Vitrifikasyon, normal kimyasal reaksiyonların meydana geldiği 

sıcaklıkların altına düĢülmesi ile hücre ya da dokuların buz kristali oluĢmadan 

normal fonksiyonlarının baĢarılı bir Ģekilde korunmasıdır. Bu sıcaklıklarda 

hücreler hasarlandığı için çok uzun süre saklanamaz. Hücrelerin doğal olarak 

aĢırı soğuklarda bulundurulması ve normal sıcaklıklara tekrar geri dönmesi 

soğuk hasarı ile sonuçlanır. Kriyoprezervasyon, dondurma iĢlemi sırasında 

hücreleri korumak için bir ya da daha fazla KPA kullanımını gerektirir (Mullen 

2007). 
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KPA‟nın keĢfi ve modern kriyobiyolojinin doğumu kısa bir geçmiĢe 

sahiptir. KPA‟lar çeĢitli bilim disiplinlerinde hücre ve dokuların uzun süre 

saklanmasında önemli ölçüde etkilidir.  Oosit ve embriyonun 

vitrifikasyonunda esas gerekenler yüksek konsantrasyonlu KPA ile bu 

konsantrasyonun nontoksik olması ve hızlı bir soğutulma oranıdır. Kullanılan 

KPA türü, amaca bağlı olarak değiĢir. Gliserol, DMSO ve EG baĢlıca kullanılan 

KPA‟lardır. Böylece oosit ve embriyo vitrifikasyonu için uygun olan bir KPA, 

soğutulma sırasında optimal konsantrasyonlarda oosit ve embriyoyu vitrifiye 

eder. Permeabilite oranı sıcaklığa bağlı olarak değiĢirse de optimal sıcaklıklar 

konsantrasyona bağlı olarak değiĢiklik gösterir (Ali ve Shelton 2007). Alkol, 

amin, Ģeker ve proteinler gibi birçok kimyasallar donma-çözme sırasında 

hücre ve dokuları hasara karĢı korurlar (Elbarbary 2004).   

 

Memeli hücreleri tuz solüsyonlarında soğutulup dondurulduğu zaman 

kaçınılmaz surette hasarlanır ve parçalanır. Ġlk keĢiflerden beri düĢük molekül 

ağırlıklı birçok bileĢiğin soğuk hasarına karĢı hücreleri koruduğu bilinmektedir. 

Bu bileĢikler günümüzdeki KPA‟lardır. Bu kriyoprotektif katkı maddeleri daha 

düĢük donma noktasına ulaĢmak için vitrifikasyon solüsyonlarına eklenirler 

(Luster 2004).  

 

KPA‟ların su ile hidrojen bağları oluĢturup buz kristallerinin ebatlarını 

küçültme özellikleri KPA‟lar arasında yaygındır. KPA uygulaması, çözünmüĢ 

KPA solüsyonlarında hücreleri basitçe inkübe ederek yapılır. Bu karĢılaĢmadan 

sonra hücreler -196°C seviyesindeki sıcaklıklara getirilirler ve akabinde sıvı 

azotta saklanır (Porcu 2001, Mullen 2007).  

 

KPA‟ların esas özellikleri Ģöyledir: 
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 Tipik olarak kimyasal yapıları kompleks değildir. 

 Suda yüksek çözünebilme özellikleri vardır. 

 Hızlı penetre olurlar ve yüksek konsantrasyonlarda osmotik hasarı 

azaltırlar (Elbarbary 2004, Mullen 2007). 

 

Vitrifikasyon solüsyonunu seçerken dondurmanın biyofiziksel 

prensiplerinin bilinmesi önemlidir. KPA‟nın sitotoksisitedeki rolü ve sıcaklığın 

etkisi, çeĢitli intrasellüler biyomoleküller, organeller, sitoskeleton yapıları ve 

KPA ile iliĢkileri, KPA‟ların vitrifikasyonu destekleyen ve/veya hücreyi soğuk 

hasarına karĢı koruyan (serum proteinler) diğer destek KPA‟lar ile iliĢkisi iyi 

bilinmelidir. Dehidrasyon, dondurma-çözme ve rehidrasyon sırasında hücre 

içindeki fizikokimyasal etkileĢimlerin ve bunların özelliklerinin bilinmesi 

vitrifikasyon solüsyonlarının hazırlanmasında önemli ölçüde etkilidir (Ali ve 

Shelton 2007).  

 

Vitrifikasyon yöntemi için seçilen solüsyonlar ile ilgili çeĢitli yaklaĢımlar vardır: 

 

1) Kullanılan KPA‟lar vitrifikasyona elveriĢli kimyasal saflıkta seçilmelidir.  

2) Çözme ya da dondurma sırasında buz kristali ya da herhangi bir hasar 

oluĢturmamalıdır.  

3) Donma noktasını düĢürmek için suda çözünebilmelidir. 

4) Osmotik gradienti minimize etmek için yüksek permeabilite özelliği 

olmalıdır. (Elbarbary 2004, Mullen 2007). 

5) 2 ya da daha fazla KPA birlikte kullanılmalıdır (permeabl ve 

nonpermeabl). 

6) KPA‟lar hücreler için nontoksik olmalıdır. Sıcaklığa bağlı toksisite 

değerleri değiĢtiği için seçilen KPA‟larda da dikkatli olunmalıdır 

(Elbarbary 2004, Ali ve Shelton 2007, Vajta ve ark 2007).   
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Vitrifikasyon sırasında hücresel tepkilerin bağlı olduğu faktörler: 

 

1. Hücre hacmi ve yüzey alanı,  

2. Suya karĢı plazma membran geçirgenliğinin yeterliliği,  

3. KPA‟ların aktivasyon enerjisi (farklı sıcaklıklarda hücre membranından geçen  

    KPA‟ların permeabilitesini ifade eder),      

4. KPA‟nın tipi ve konsantrasyonu, 

5. Soğutma hızı (Wetzels 1996). 

 

Örneğin, spermlerde yüzey alanı/hacim oranı embriyo ya da oosite 

oranla daha yüksektir ve daha fazla su geçirgenlik katsayısı vardır. Bu yüzden 

aĢırı soğuklara daha hızlı ulaĢmak mümkündür. Soğutma hızının hücrenin 

çapıyla da iliĢkisi bulunmaktadır. Hücre çapındaki artıĢ soğutma hızında 

azalmaya yol açar. Bu sebeple oositlerin dondurulması çok düĢük ısılarda 

olmaktadır (Wetzels 1996). 

 

1.5.1. Kriyoprotektif Ajanların Çeşitleri  

 

KPA‟lar 2 ana gruba ayrılır. Permeabl ve nonpermeabl KPA. 

Vitrifikasyon solüsyonlarında bu 2 KPA da kullanılır. Vitrifikasyonda bugüne 

kadar kullanılan KPA‟lar ilk önce embriyonun geleneksel yavaĢ 

dondurulmasında kullanılmıĢtır. Vitrifikasyon solüsyonlarının çeĢitli tipleri 

vardır. Yardımcı üreme tekniklerinde (YÜT) kullanılan vitrifikasyon solüsyonları 

2 ana KPA‟dan oluĢur. Birden fazla KPA‟nın kullanılmasının amacı, vitrifikasyon 

sıvısındaki konsantrasyonu düĢürmektir. Konsantrasyonun düĢmesi 

vitrifikasyon solüsyonlarının toksisitesini azaltmak için bir stratejidir. 3, 4 ya da 

daha fazla KPA içeren vitrifikasyon solüsyonlarının kullanımı azdır. Yapılan 



29 

 

araĢtırmalar 3, 4 ya da daha fazla KPA içeren vitrifikasyon solüsyonlarının 

kullanımının 2 tip KPA kullanımından daha etkili ve daha az toksik olduğunu 

göstermektedir (Ali ve Shelton 2007). 

 

Permeabl Kriyoprotektif Ajanlar 

 

Permeabl özelliğe sahip KPA‟lar olarak, en yaygın kullanılanları DMSO, 

Gliserol, EG ve PrOH‟dır. Bu KPA‟ların molekül ağırlıkları sırasıyla 78,13; 92,10; 

62,07; 76,10 gram/mol Ģeklindedir. Bu tür KPA‟lar etkilerini, hücre zarından 

içeriye girip koligatif (bağlaĢık) olarak göstermektedir. Koruyucu etkileri; 

donma sırasında ortamdaki elektrolit yoğunluğunu azaltmaları, dehidrasyonu 

düzenleyip protein yapılarını korumaları ve düĢük sıcaklıkların meydana 

getirdiği ozmotik büzülmeyi azaltmaları ile oluĢmaktadır. Permeabl KPA‟lar 

buz kristallerinin oluĢumunu -40°C kadar düĢürebilmekte ve hücre, 

solüsyonların zararlı etkilerinden korunabilmektedir. Permeabl KPA‟ların hücre 

içine geçiĢleri; solüsyonun kendi geçiĢ gücü, hücre içi ve dıĢındaki KPA‟ların 

konsantrasyon farkı, ısı ve hücre yüzeyi ile orantılıdır (Leeuw ve ark 1993, 

Palasz ve Mapletoft 1996, Wetzels 1996, Leibo ve Brandley 1999, Mcgann 

1999). 

 

AraĢtırmacılar 0,5mol/L‟den 6,0mol/L‟ye kadar değiĢik molaritelerde 

denemeler yapmıĢlardır. Yüksek molekül ağırlıklı polimerler, ficoll, dextroz ve 

PVP %5-20 konsantrasyonlarında kullanılmıĢtır (Ali ve Shelton 2007). KPA‟ların 

içinde en az toksik etkiye sahip olan EG‟dir. Azdan çoğa doğru toksisite 

sıralaması Ģu Ģekildedir: 

 

1- EG 

2- Metanol 
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3- DMSO 

4- Gliserol 

5- PrOH 

6- Bütilen glikol (Ali ve Shelton 2007). 

 

Etilen glikol su, alkol ve asetonla karıĢabilen ancak eterde hemen hiç 

çözünmeyen, renksiz, visköz ve tatlı bir alkoldür. Donma noktası -13ºC, 

kaynama noktası ise 198ºC‟dir. Birçok türün spermasında donma-çözme 

sırasında oluĢan zarara karĢı etilen glikol, gliserolle eĢit oranda etki 

sağlamaktadır (Aydıner 2008). 

Metanol düĢük toksisiteye sahiptir. Fakat çok yüksek 

konsantrasyonlarda bile vitrifiye etmez. Bu yüzden vitrifikasyonda tercih 

edilmez (Ali ve Shelton 2007). 

 

DMSO, kimyasal olarak bir polar kök çevresinde iki apolar baĢtan 

oluĢan amfipatik bir bileĢiktir. Bu özellik ona hem sıvı hem de organik 

medyumlarda çözünme olanağı sağlamaktadır (Massip 2001). DMSO camsı 

görünüm oluĢturma yeteneği, permeabilitesi ve düĢük toksisitesinden dolayı 

vitrifikasyon solüsyonlarının esas komponentidir. KPA karıĢımına asetamid 

eklenmesi DMSO‟nun toksisitesini düĢürür. Aynı zamanda DMSO‟nun varlığı 

da asetamidin zararlı etkilerini azaltır. Dekstroz proteinlere irreversibl 

bağlanarak DMSO‟nun toksisitesini nötralize eder (Elbarbary 2004).   

 

Gliserol, yüksek oranda hidrofilik yapı gösteren bir bileĢiktir. Gliserolün 

toksik etkisi türe bağımlılık göstermektedir. Bu toksik etki, membran 

biyoenerji dengesinde değiĢikliğe ve ozmotik strese yol açmasıyla kendini 

göstermektedir (Katkov ve ark 1998, Woods 2000, Alvarenga ve ark 2000). 
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Gliserol 1959‟da Lovelock ve Bishop tarafından keĢfedilen DMSO‟nun 

koruyucu etkisine kadar KPA olarak kullanılmıĢtır (Luster 2004).  

 

Propilen glikolde ise 3M‟lık konsantrasyondaki propilen glikole 10dk 

maruz bırakılan embriyo toksik hasara uğrar. Propilen glikol vitrifikasyonda 

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

 

Bütilen glikol vitrifikasyonda kullanılan bir kimyasaldır. Ancak embriyo 

kriyoprezervasyonu için son derece toksiktir. Bunun için de kullanımı uygun 

değildir. Kullanılması halinde konsantrasyonu 1 mol/L‟yi geçmemelidir (Ali ve 

Shelton 2007). 

 

Hücre dondurma medyumundaki KPA‟ların zararlı etkisini azaltmak için, 

hücrelerin KPA‟lara maruz kalma süresinin azaltılması ve nonpermeabl KPA 

kullanımı gibi uygulamalar yapılmaktadır (Massip 2001). 

 

Nonpermeabl Kriyoprotektif Ajanlar 

 

Nonpermeabl KPA‟lar; membranların sıvı ve katyonlara karĢı 

permeabilitesinde artıĢ yaparak, ozmotik strese karĢı hücre membranlarını 

esnek hale getirir. Bu olay da çözme esnasında ölümcül hücresel ĢiĢmeyi 

engeller. Ayrıca hücrede, donma-çözme sırasında geliĢen peroksidasyonu 

azaltmaya çalıĢırlar. Permabl KPA‟lara ilave edilen sıvılar düĢük oranda 

kullanılmakta, bu da permeabl KPA‟ların olası toksik etkilerini osmotik basınç 

farklılıkları oluĢturarak azaltmaktadır (Arav ve ark 1993, Cabria ve ark 2001). 

 

Nonpermeabl KPA‟lar, makromoleküller ve sakkaritler olmak üzere 

ikiye ayrılır: 



32 

 

 

Makromoleküllerden en çok kullanılanları Ģunlardır: Polietilen glikol, 

ficoll, Bovine serum albumin (BSA), dekstran, mannitol ve PVP‟dir. BSA‟nın lipit 

peroksidasyon inhibitörü olduğu zannedilmektedir (Kasai 1996, Mcgann 1999, 

Cabria ve ark 2001). 

 

Sakkaritlerden glukoz, sükroz ve disakkaritler sayılabilir. 

Disakkaritlerden sükroz ve trehaloz en yaygın kullanılan nonpermeabl 

KPA‟lardır. Sükroz bir dengeleyici olarak görev yapar. EG‟nin yüksek 

konsantrasyonunun etkilerini minimize eder. Trehaloz ise doğrudan membran 

lipit ve proteinlerinde görev alır. Onların yapısını değiĢtirir. ve membran 

yüzeyindeki su moleküllerinin yerini değiĢtirir. Böylece dehidrasyon sırasında 

protein denatürasyonunu ve agregasyonunu inhibe eder (Martins ve ark 

2005). Sakkaritler, lethal etkili intrasellüler buz kristali oluĢumunu engellemek 

için hücrede dehidrasyon oluĢtururlar (Rudolph ve Crowe 1985, An ve ark 

2000). ġekerler, donma ve çözme sırasında meydana gelen membran hasarına 

karĢı membrandaki fosfolipitlerle etkileĢime girip yüzey artıĢı sağlayarak 

korumaktadırlar. Çözme iĢlemi sırasında da hücrelerin ozmotik Ģoka girmesini 

önlemektedir (Mcgann 1999).  

 

Serum proteinleri, membran bütünlüğünü sağlamak için isoosmoliteyi 

sağlarlar ve KPA‟nın pH‟sının devamlılığı için tampon görevi görürler. Bu 

bilgiler ıĢığında vitrifikasyon için molar konsantrasyon ve düĢük toksisitenin 

gerekli olduğu kanıtlanmıĢtır ve bu EG kullanılarak baĢarılmıĢtır. Vitrifikasyon 

sırasında hücre, suyun hızlı bir Ģekilde dıĢarı çıkması ile birlikte yüksek 

osmolar KPA‟ya maruz kalınca dehidrate olur ve büzülür. Yüksek osmolar 

KPA‟ya maruz kaldıktan sonraki hacmin düĢmesi %85-%88 oranındadır. Su, 

makromoleküllerden 5 000 kat daha hızlı olarak hücreyi terk eder ve diğer 
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maddeler sitoplazmada kalır. Bunun sonucu olarak intrasellüler madde 

konsantrasyonu artar (Ali ve Shelton 2007).  

 

Hücrelerin baĢarılı bir Ģekilde dondurulması, plazma membranından 

suyun ve KPA‟ların basit difüzyonunu ve hızlı transportunu gerektirir. Son 

zamanlarda membransel transportta görevli protein yapısında olan su 

kanalları (aquaporin) saptanmıĢtır.  Bu proteinlerin dondurma sıvısına 

eklenmesiyle hücrenin canlılık gücü artırılmaktadır (Edashige ve ark 2003).  

 

1.6. Vitrifikasyon İşleminde (Donma-Çözme) Şekillenen Olaylar 

 

Dondurulma sırasında hücrede oluĢabilecek değiĢiklikleri maddelersek; 

 

1.Çözücüler ve tuz solüsyonları sıvı fakat vizkozitesi yüksek fazdayken; su, buz 

kristallerine dönüĢür, sıvı fazdan katı hale geçer. Sıcaklığın düĢmesi ile 

meydana gelen buz kristalleri, iç hücre sistemini koruyan hücre 

membranlarında büyük hasarlar oluĢturabilir. 

 

2. Sıcaklığın düĢmesi sonucu suyun buz kristalleri meydana getirmesi 

sebebiyle geride kalan tuz solüsyonları ektrasellüler ortamdaki çözücülük 

etkilerini gittikçe azaltır. Su–tuz–buz karıĢımı kristalize olduğu anda buna 

ötektik noktaları denir. Tuz bileĢenleri, ötektik noktalarına suyun kristalleĢmesi 

ile ulaĢır. Bu değerler normal kültür solüsyonları için -10°C ile -17°C arası, 

sodyum klorid için ise -25°C‟dir. Bu sebeple KPA‟ların yokluğu durumunda 

ölüm oranları artacak, hücreler yüksek oranlarda pH değiĢikliklerine ve farklı 

konsantrasyonlarda tuzların etkisine maruz kalacaktır. Bu durum lipoprotein 

denatürasyonu ve buna bağlı membran içinde zorlanmalara neden olur ve bu 

da solüsyon etkisi olarak açıklanabilir. 
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3. Dondurma solüsyonu içindeki tuz konsatrasyonunun yükselmesi ile birlikte 

hücre ozmotik hale geçer ve su kaybeder, bunu takiben pasif dehidrasyon 

olur ve hücre büzüĢmeye baĢlar. Hücre yoğunluğundaki azalmanın çok olması 

hücre yapısında dönüĢümsüz hasarlara yol açarak hücrenin ölümüne sebep 

olur. 

 

4. Soğuk Hasarı: Gametlerdeki soğuk hasarı; hiperozmotik stres, soğuk Ģoku 

stresi, ozmotik büzüĢme-ĢiĢme sonucu oluĢmaktadır. Hiperozmotik çevrenin 

oluĢmasında ortam pH‟sı, sellüler dehidrasyonda artıĢ, hücre membranı 

protein-lipit kompleksinin zayıflaması önemli yer tutar. Donma esnasında, 

oosit ve embriyoda oluĢan koyu lipit damlacıklarının soğuk Ģoku hasarıyla 

alakalı olduğu düĢünülmektedir. Soğutma hızı artıkça intrasellüler buz 

oluĢumu da artacaktır (Gao ve ark 1993).  

 

Hücrenin hacim ve membran yapısına göre kullanılan KPA‟lardan 

bağımsız olarak her hücrenin sahip olduğu optimum bir soğutulma hızı vardır. 

Hücre içinde buz oluĢturmayacak en hızlı soğutulmaya, "optimum soğutulma 

hızı" adı verilir. Bununla birlikte birçok hücre tipi için değiĢik optimum 

soğutulma hızları vardır. Ġn vitro fertilizasyon (IVF) için önemli olan bazı 

hücrelerde ise hala kesin optimum bir değer ortaya konulamamıĢtır (Wetzels 

1996). 

 

KPA‟lar genellikle -15°C‟nin altındaki sıcaklıklarda buz oluĢtururlar. Bu 

olay aĢırı soğuma (supercooling) olarak adlandırılır. AĢırı soğuma, bir sıvının 

sıvı fazdan katı faza geçmeden normal donma noktasının altındaki bir 

sıcaklığa soğumasıdır. Bu yarı kararlı durumdaki sıvının partikülleri enerjilerini 

kaybeder ancak katı kristal durumuna geçemezler. Bu sırada Ģayet sıvıya 
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küçük bir kristal ile seeding yapılırsa kristalleĢme oluĢacak ve sıcaklık donma 

noktasına geri dönecektir. KristalleĢme; ortamdaki toz zerrecikleri, mekanik 

titreĢim ya da sert yüzeyler ile de indüklenebilir (Woods ve ark 2000). 

 

KPA ilavesini takiben, hücreler bir dengeleme sürecine bırakılırlar ve bu 

sırada hücreler, su kaybetmeye baĢlarlar. Su kaybının sebebi, ekstrasellüler 

ortamın hiperozmotikliği ve hücre zarının KPA„ya göre suya daha geçirgen 

olmasından kaynaklanmaktadır. Hücre dıĢına su çıkıĢı ve hücre içine KPA giriĢi 

dengeye ulaĢtığında hücre büzülmesi durmaktadır. Çoğu KPA hücre içine giriĢ 

hızına karĢın, suyun hücreden çıkıĢ hızı kadar bir hızla hücre içine 

giremediklerinden, hücrede dehidrasyona ve büzüĢmeye sebep olurlar. Bu 

olay KPA‟nın dilüsyonu sırasında tersine dönmektedir. Dilüsyon 

medyumundaki su, hücre içine hızlı bir Ģekilde girerken, hücre içindeki KPA 

aynı hızla dıĢarıya çıkamamaktadır. Sonuçta, hücrede ĢiĢme meydana 

gelmektedir. Bunu engellemek amacıyla dilüsyon medyumlarına, hücre zarını 

geçemeyen sükroz eklenmektedir. Sükroz, suyun hücre içine giriĢini 

yavaĢlatarak hücrenin birden ĢiĢmesine ve ozmotik bir Ģok yaĢamasına engel 

olmaktadır (Mullen 2007).  

 

Fare oositlerinde yapılan çalıĢmalar intrasellüler buz kristallerinin 

oluĢmaması için, su içeriğinin %90‟ının kaybedilmesi gerektiğini 

göstermektedir. Halbuki embriyo için %30‟luk bir oran yeterli olmaktadır 

(Frıedler ve ark 1988).  

 

1.7. Oosit Kriyoprezervasyonunun Tarihçesi ve Nedenleri 

 

Üreme hücrelerinin kriyoprezervasyonu ilk olarak 1776‟da sperm 

dondurulmasının Spallazani tarafından rapor edilmesiyle baĢlamıĢtır. KPA ile 
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yavaĢ soğutmanın kullanımı, hücresel kriyoprezervasyonda çözme sonrası 

canlılıktaki geliĢmelere önderlik etmiĢtir. Fare embriyolarının baĢarılı bir 

Ģekilde dondurulması ilk olarak 1972‟de kanıtlanmıĢtır (Whittingham ve ark 

1972). Devam eden araĢtırmalar %90‟dan fazla oranlarda canlılık elde ederek 

çözme sonrası viabiliteyi önemli ölçüde geliĢtirmiĢtir, diğer yandan oosit 

kriyoprezervasyonunun baĢarısı daha azdır (Mullen 2007).  

 

Cinsiyete dayalı ayrımların kabul edilebilirliğinin toplumda gittikçe 

azalmasına rağmen, özellikle üreme dahil olmak üzere belli alanlarda kadın ve 

erkek arasında güçlü ayrımlar vardır. Çoğu memelide üreme siklusu, gebelik, 

doğum sancısı, bebek bakımı ile ilgili zorlukları içeren reprodüktif sıkıntıların 

çoğunu kadın üstlenir. Ġnsanlarda en iyi niyetlere rağmen erkekler bu 

sıkıntıların çoğunu üstlenmezler ve çoğu kadın onları yaĢamlarının kaçınılmaz 

bir parçası olarak kabullenmiĢlerdir. Ayrıca bunlara ek olarak kadın ve erkek 

arasında genetik materyalin korunması ve gelecek kuĢaklara aktarılması 

hakkında daha can sıkıcı farklılıklar vardır.  Oositin sayısı son derece sınırlı iken 

sağlıklı bir erkek hergün milyonlarca sperm üretir. Ġnsanda dahil çoğu 

memelide ayda 1 ya da 2 oosit geliĢir. Dahası kadın için üreme çağı sınırlı iken 

erkekler tüm hayatları boyunca üreme yeteneklerini korurlar. Teorik olarak 

kadının gebe kalması ve bebek sahibi olması menopoz öncesi gerçekleĢen 

olaylardır. Fakat pratikte bu periyod oositin kalitesinin 35 yaĢından sonra 

düĢmesiyle kısalır (Kuwayama ve ark 2007). 

 

Çoğu birey için bir aileye sahip olmak onların kendilerini hissetmelerini 

ve toplumda bir yer edinmelerini tanımlar. Ayrıca insanlardaki bir çocuk sahibi 

olma arzusu duygusal dürtülerinin en güçlülerinden biridir. Ne yazık ki 

üretken yaĢlardaki çoğu çift (tahmini olarak %40‟dan fazlası) medikal bir 
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tedavi uygulamadıkları sürece infertildir. Çoğu birey için infertilite çok ciddi 

bir yaĢamsal krizdir (Menning 1980, Alesi 2005).  

 

Kadınlar infertiliteyi Ģimdiye kadar karĢılaĢtıkları en kötü kriz olarak 

tanımlarlar. Depresyon ve anksiyete, öfke, üzüntü, hayalkırıklığı ve suçluluk 

duygusu gibi hisler infertil kĢilerde sık sık hissedilir. Yardımcı Üreme Teknoloji 

Derneği ve Amerikan Üreme Tıbbı Derneği Hastalık Kontrol ve Önleme 

Merkezleri ile birlikte insan yardımcı üreme teknolojisinde gerçekleĢtirilen 

aktiviteleri içeren yıllık istatistikleri toplamıĢlardır. 2002 yılında yaklaĢık olarak 

86 000 YÜT tedavi siklusu baĢlatılmıĢtır. 14 000‟nin üzerinde hastaya 

kriyoprezerve embriyo transferi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu kriyoprezerve 

embriyolardan yaklaĢık 3 500 doğum rapor edilmiĢtir ve 41-42 yaĢlarındaki 

kadınlarda %17, 35 yaĢın altındaki kadınlarda %28 oranlarında değiĢen canlı 

doğum oranları vardır. taze embriyo transferi yoluyla canlı doğum oranları yaĢ 

gruplarına göre değiĢmekle birlikte %43‟den %15‟e kadar değiĢmektedir. 25 

Avrupa ülkesi tarafından yapılan benzer bir bildiri de 2002‟de tamamlanmıĢtır 

(Andersen ve ark 2006). Bu raporda 631 klinikte baĢlatılan yaklaĢık 325 000 

siklus belgelenmiĢtir. 13 ülkede 175 000‟den fazla siklus rapor edilmiĢtir ve 

IVF için klinik gebelik oranları ve intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) 

yaklaĢık olarak %30‟dur. Doğum oranları ~10‟dan  >%30‟a kadar 

değiĢmektedir. IVF bir tedavi seçeneği olarak kullanıldığı zaman bir seri 

müdahaleden yararlanılır. Ġlk olarak kadınların menstrual siklusu, fertilizasyon 

için kullanılabilir oosit sayısını arttırmak için hormon verilerek kontrol edilir. 

Vakaların çoğunda birçok oosit baĢlangıçta toplanır. Korunan oositler için 

yeterli metodların eksikliği yüzünden bu IVF‟e mecbur olan herkes için 

yaygındır. Bu da genellikle fazla embriyo oluĢması ile sonuçlanır. Genellikle 

arta kalan sağlıklı görünümlü embriyolar ilk transfer baĢarısızlığından sonra 

bir dahaki transfere kullanılmak üzere dondurulup saklanırlar. Bu 



38 

 

uygulamanın bir sonucu olarak kriyosaklamada insan preimplantasyon 

embriyo sayısının yüzbinlerde olduğu tahmin edilmektedir (Hoffman ve ark 

2003, Benagiano ve Gianaroli 2004).     

 

1.7.1. Dondurulma Sürecinde Oosit Zarı ve Mikrotübüler Etkileşim  

 

Olgun bir oosit, memelilerdeki en büyük hücrelerden biridir. Farede 

yaklaĢık 70μm, insan, inek ve domuzda yaklaĢık 120μm çapındadır. 

Omurgalıların çoğunda oositler ovulasyona yakın bir süreçte 2. mayoz 

bölünmelerini geçirirler ve fertilizasyona kadar bu mayotik süreç durur. Bu 

evrede kromozomlar kondansedir ve iğ ipliklerinin metafaz plağı üzerine 

yerleĢmiĢlerdir. Genellikle memeli oositlerinin benzer olmasına rağmen 

(Pincus 1936), çözme sonrası canlılık için önemli belirleyiciler olduğu 

düĢünülen bazı farklılıklar vardır (Parks ve Ruffing 1992).  

 

Soğuma doğrudan hücrelerin plazma membranını etkiler, likit kristal 

fazdan jel fazına geçiĢte fosfolipit moleküllerinin termal enerjilerinin 

düĢmesine sebep olur. Sonuç lipitlerle membranın fiziksel özellikleri 

arasındaki etkileĢimlerin değiĢimidir. Bu geçiĢ sıcaklığı, belli türlerdeki 

hidrokarbon zincirlerinin uzunluğu, doymamıĢ hidrokarbon zincirlerinin varlığı 

ve doymamıĢlık derecesi, soğuma oranları tipleri ve integral membran protein 

konsantrasyonu ve hücre çevresindeki solüsyonun kompozisyonu, KPA‟nın 

varlığı gibi birçok faktör tarafından etkilenir. MII oositlerin faz değiĢim 

sıcaklığı bazı memeli türlerinde araĢtırılmıĢtır. Arav ve ark (1996) sığır 

oositlerindeki bu olayda ortalama 10°C‟de çok geniĢ bir faz geçiĢi meydana 

geldiğini rapor etmiĢlerdir. Membrandaki 2 tabakalı lipitteki kolesterolün 

varlığının faz geçiĢini geniĢlettiği bilinir (Mullen 2007). 
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Hücre membranında soğuk Ģokunun etkileri tanımlanarak 

kriyoprezervasyonun içeriğinde özelliklede spermler için önemli bir kısım 

açıklığa kavuĢmuĢtur (Morris ve Watson 1984, Watson ve Morris 1987).  

 

Hücre membranında likit kristal modelinin bir çeĢidi standart hücre 

biyolojisinde bulunmaktadır. Genelde amfipatik lipid moleküllerinin çeĢitli 

integral proteinleri içeren 2 tabakalı bir yapısı vardır. Fizyolojik sıcaklıklarda 

akıĢkan bir durumdadır ve bu akıĢkanlık yüksek bir moleküler hareket sağlar. 

Lipit ve proteinlerin çoğu bu 2 tabaka içinde serbest olarak yayılırlar. 2 

tabakanın zıt yüzleri aynı özelliğe sahip değildir ve tabakaların bir yüzünden 

diğer yüzüne hareket enerjik olarak mümkün değildir. Solüsyondaki lipit yapı 

bundan daha çeĢitlidir. Lipitlerin dizilimi su aktivitesi, sıcaklık, pH, tuz 

konsantrasyonu ve diğer moleküllerle etkileĢime bağlıdır. Membranlar 

soğutulduğu zaman termotropik davranıĢlar sergilerler. Bu davranıĢlar 

membranların faz geçiĢine uğramaya meğilli olduklarını gösterir. Membranlar 

soğutuldukça lipitler sıvı fazdan jel faza geçmeye meyilli olurlar. Moleküller de 

karakteristik hekzagonal bir düzenleme ile kristal hale geçerler. Biyolojik 

membranların karmaĢık yapısı yüzünden; bu faz geçiĢi, saf bir solüsyonda 

kristalizasyon olayı gibi olmaz fakat farklı etki alanları içine doğru membran 

lipitlerinin yavaĢ bir Ģekilde lateral ayrılıĢı demek daha uygundur. Yine de bu 

geçiĢ normal bir lipit düzenlenmesinden farklı bir değiĢikliktir ve membran 

fonksiyonunda önemli etkilere sahip olabilir. Bu geçiĢ sırasında varolan 

sıcaklık lipitlerdeki hidrokarbon zincirlerinin uzunluğu, cis-doymamıĢ bağların 

varlığı ve bulunduğu yer, solüsyon konsantrasyonu ve solüsyondaki 

katyonların değerliği gibi özellikleri içeren birçok faktöre bağlıdır. Çok 

değerlikli katyonların konsantrasyonundaki artıĢ faz geçiĢ sıcaklığını arttırır. 

Halbuki tek değerlikli katyonlar lipit akıĢkanlığını arttırır ve faz geçiĢ sıcaklığını 
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düĢürür. Bir membranda kolesterolün varlığı faz geçiĢlerinin davranıĢını da 

etkiler. Bu etkiler; 

   

1) Jel fazına geçmek için lipit türlerinin yeteneğini değiĢtirmek, 

2) Jel fazı bozukluğunun artması (Mullen 2007). 

 

Soğutulan matür memeli oositlerinin etkilerini araĢtıran çoğu çalıĢma 

soğuğun MII iğ ipliklerindeki etkilerini anlamaya yönlendirmiĢtir. ilk rapor fare 

oositleri kullanarak 1980‟de açıklanmıĢtır. Bu çalıĢma 15, 30, 45 ya da 60dk 

buzda soğutmanın iğlerin progresif mikrotübül depolimerizasyonu ile 

sonuçlandığını göstermiĢtir. Ġğ ipliklerinin çoğu çok kısa bir soğutma 

iĢleminden sonra depolimerize olur ya da kutuplara uzanan fiberler tamamen 

depolimerize olmaya baĢlar ve kinetokor iğlerin çoğu depolimerize olur. 

Kinetokor mikrotübüllerinin yaklaĢık tamamı 30dk‟da depolimerize olur ve 

daha uzun iĢlemlere maruz bırakmak depolimerizasyon prosesini tamamlar 

(Magistrini ve Szöllösi 1980).  

 

Farklı sıcaklıklarda hızlı çözme (18, 25 ya da 37°C‟de 30dk), sıcaklığa 

bağlı repolimerizasyonun farklı dereceleri ve normal bir iğ yapısı ile 

sonuçlanır. 18°C‟de repolimerizasyon meydana gelmez, 37°C‟de çok az 

repolimerizasyon meydana gelir fakat tam bir repolimerizasyon 25°C‟de 

gerçekleĢir. AraĢtırmacılar progresif olarak çözme ile (18°C‟de çözüp 25°C‟ye 

transfer edip sonra da 37°C‟ye aktararak) yeniden normal iğ yapısının 

oluĢtuğunu göstermiĢlerdir. Bu etkiler daha sonraki çalıĢmalarda 

kanıtlanmıĢtır. Daha sonraki çalıĢmalardaki farklılıklardan biri doğrudan 

37°C‟de çözme ile ooplazmada normal iğ yapısının yeniden oluĢabileceğidir. 

Diğer bir farklılık iğ yapısının kendini tamir edebilme özelliğinin (çözme 

sonrası iğ ipliklerinin morfolojisinin soğuma öncesi morfolojiye benzer Ģekilde 
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olması) azalmasıdır. ÇalıĢmaların çoğu iğ ipliklerinden farklı olarak 

kromozomların dağılmadığını göstermiĢtir fakat sıklıkla kümeleĢme ve yer 

değiĢimi yaptıkları belirtilmiĢtir. Benzer etkiler sığır ve domuz oositlerinde de 

gösterilmiĢtir (Mullen 2007).  

 

Ġntrasellüler suyun donması, dondurma sırasında hücre canlılığı ile çok 

güçlü bir korelasyona sahiptir. Oositlerin geniĢ hacmi ve sferikal Ģekli 

yüzünden (düĢük yüzey-hacim oranı) memeli oositleri soğuma sırasında 

özellikle hücre içinde bulunan fazla miktardaki su yüzünden intrasellüler buz 

oluĢumuna hassastır. Ġntrasellüler buz oluĢumu ve hücre ölümü arasındaki 

iliĢkileri açıklayan ilk deneylerin bazılarında oositler bir hücre modeli olarak 

kullanılmıĢtır (Leibo ve ark 1978).  

 

Leibo ve ark (1978) yaptıkları çalıĢmada oositlerde intrasellüler buz 

oluĢumu  (hücrenin parlaklığı ya da aniden kararmasına göre yapılan 

değerlendirme) ve buzun oluĢtuğu sıcaklık ortamı oluĢturulursa, insidansını 

gözlemlemek için bir kriyomikroskop altında -80ºC gibi düĢük sıcaklıklarda 

1M DMSO varlığında oositleri çeĢitli oranlarda  (~1‟den 32ºC/dk‟ya kadar ) 

soğutmuĢlardır. Ġntrasellüler buz oluĢum sıcaklığının donma oranları ile 

iliĢkisinin az olduğu gösterilmiĢtir ve ortalama -40ºC gibi düĢük bir sıcaklıkta 

meydana geldiği açıklanmıĢtır. Kümülatif canlılığın (buz oluĢum insidansının 

ters orantısı olarak tanımlanmıĢtır) donma oranları ile güçlü bir iliĢkisi olduğu 

gösterilmiĢtir. 1,3ºC‟de soğutulan oositlerin sadece %13‟ünde intrasellüler buz 

oluĢumu gerçekleĢirken ~5ºC veya üzerindeki oranlar araĢtırılması yapılmıĢ 

olan bütün hücrelerde intrasellüler buz oluĢumu ile sonuçlanmıĢtır. Hücrelerin 

bazıları intrasellüler buz oluĢumunu göstermeden önce yaklaĢık -60ºC 

sıcaklıklara soğutulmuĢtur. Toner ve ark (1991) permeabl KPA yokluğunda 

fare oositlerinde intrasellüler buz oluĢum parametrelerini görmek için 
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araĢtırmaları geniĢletmiĢlerdir. Onlar intrasellüler buz oluĢumunun meydana 

geldiği sıcaklığın çok daha yüksek olduğunu bulmuĢlardır (~ -12ºC).  

 

AraĢtırmacıların tahminlerine göre heterojen buz oluĢumu -31ºC‟nin 

üstündeki ve altındaki sıcaklıklardaki buz oluĢumundaki farklılıklardan 

sorumludur. Önceki buz oluĢumları ekstrasellüler buz tarafından sonra da 

intrasellüler buz tarafından oluĢturulur. Bu olay sabit sıcaklıklarda intrasellüler 

buz oluĢumunu gösteren bir farklılığı kapsar. -20ºC‟deki sıcaklıklarda 

ekstrasellüler buzun varlığı, intrasellüler buzun varlığı için gereklidir. Hücreler 

bu noktadaki sıcaklıklara aĢırı soğutulduğu zaman ve sonra hücre dıĢında 

spontan olarak buz oluĢtuğu zaman buz hemen hücre içinde de oluĢmaya 

baĢlar (Toner ve ark 1991).  

 

Mazur ve ark (2005) fare oositlerinde EG ve DMSO varlığında 

intrasellüler buz oluĢumunun sıcaklıklarını araĢtırmıĢlardır. DMSO ya benzer 

olarak EG ve gliserol, permeabl bir KPA olmadan izotonik bir solüsyonda 

oositlerin buz oluĢum sıcaklığını baskılar (Mazur ve ark 2005).  

 

1.7.2. Oosit Kriyoprezervasyonunun Hücresel Komponentlere Etkileri 

 

Bazı permeabl KPA lara maruz bırakmanın memeli oositlerindeki 

etkileri araĢtırılmıĢtır. Johnson ve Pickering (1987) DMSO‟ya maruz bırakmanın 

fare oositlerinin MII iğlerindeki mikrotübüllerinin neredeyse tamamının 

polimerizasyonunun değiĢtiğini göstermiĢlerdir. KPA‟ya maruz bırakılmamıĢ 

mikrotübüllerin normal yapısına nazaran 37°C‟de 10-20dk 1,5 M 

konsantrasyondaki bir KPA‟ya maruz bırakmak iğlerin uç bölgelerindeki 

mikrotübüllerin yıldızsı görünüm sergilemesine sebep olur.  Dahası 

mikrotübüllerin diğer sitoplazmik yıldızsı biçimleri, perisentrioler materyal 
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çevresinde toplanmıĢtır ve iğlerle iliĢkili değildir. Bu örnek 4°C‟de 

bekletilenlerdeki gibidir. 2 sonuçta da iğlerin tüm Ģekilleri korunmuĢtur. 

DMSO olmadan 4°C‟ye maruz bırakmak beklendiği gibi iğlerin hızlı 

depolimerizasyonu ile iliĢkilidir. Uzun süreli maruz bırakmak (4°C‟ye transfer 

ettikten sonra ya da transfer etmeden 60dk) tübülin monomerleri ile birlikte 

iğ mikrotübüllerinin kaybolmasına sebep olur. Bu etkiler metafaz plağından 

kromozom çözülmelerine sebep olur. DMSO uzaklaĢtırıldıktan sonra iğlerin 

onarılması 37°C‟de 30dk inkübasyon sonrası bazı oositlerde (iĢleme bağlı 

%56-60 arasında) meydana gelir fakat 4°C‟de kalan oositlerde iğlerin hiçbirisi 

onarılmaz. ġayet tek basamak DMSO yerine çok basamaklı DMSO ilavesi 

yapılırsa çoğu oosit (%89) normal iğ yapısına kavuĢabilir (Mullen 2007). 

 

1.8. Oosit ve Embriyo Taşıyıcıları 

 

Vitrifikasyonda soğutma hızı oosit ve embriyoların içinde bulunduğu 

kriyoprotektan solüsyonun miktarıyla direkt iliĢkilidir. Oositleri bulunduran 

kriyoprotektan solüsyonunun miktarı ne kadar az olursa, soğutma oranı da o 

ölçüde hızlı olacaktır (Chian ve ark 2004a). Embriyoların vitrifikasyonu ilk 

olarak 0,25ml‟lik payetlerde yapılmıĢken, daha sonraları yüksek termal 

ileticiliği olan cam mikropipetlerde, Open Pulled Straw‟larda (OPS) ve son 

yıllarda GL-tip (gel loading tip), Cryoloop ya da Cryotoplar içerisindeki 

mikrodamlalarda dondurulmaktadır. Çünkü vitrifikasyonda mümkün olan en 

küçük hacimde kullanılan vitrifikasyon solüsyonu içerisindeki oosit ya da 

embriyolar, yoğun KPA‟lara çok kısa bir süre maruz kalırlar. Üstelik OPS, 

Cryoloop ya da Cryotop ile yapılan vitrifikasyonda kriyoprotektan 

solüsyonunun miktarı çok düĢük olduğundan (0,5-2 µl), oosit ya da 

embriyolar 0,25ml‟lik payetlerde yapılan vitrifikasyon iĢleminden çok daha 

hızlı dondurulmuĢ olur. Ayrıca küçük hacimlerde yapılan vitrifikasyon 
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iĢleminden sonra, oosit yada embriyonun rehidrasyonu çözdürme 

solüsyonuyla temastan hemen sonra meydana gelir ve böylece çözdürme 

iĢleminin toksik ve ozmotik etkileri bertaraf edilmiĢ olur (Uysal 2007). 

 

 

 

 

 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

           Bu çalıĢma 2009/074 no.lu etik kurul kararı gereğince Yardımcı Üreme 

Teknikleri Ünitesi‟ne infertilite tanısıyla baĢvuran hastaların ICSI sonrası arta 

kalan oositleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

ÇalıĢmaya alınan hastaların hepsine uzun protokol (GnRH analoğu ile 

down regülasyon) agonist tedavisi sonrası recFSH ve /veya HMG kullanılarak 

kontrollü ovaryan hiperstimülasyonu uygulanmıĢtır. Foliküler matürasyon 

monitörize edilerek foliküller yeterli boyuta ulaĢtığında, human chorionic 

gonadotropin (hCG) uygulaması ile ovulasyon tetiklenmiĢtir. Takip eden 

folikül aspirasyonu ile matür oositler elde edilmiĢtir. Minimum 10-12 oosit için 

ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. Hastaya ait arta kalan iĢlem dıĢı oositler imha 

edilmeden vitrifikasyon modellemeleri için kullanılmıĢtır. 

 

           Bilgi onay formuyla (Bkz. EK-B) izinleri alınmıĢ vakalara ait arta kalan 

toplam 112 oosit üzerinde çalıĢıldı. Kontrol grubu olarak aynı hastalara ait 

toplam 240 oosit sadece fertilizasyon amacıyla incelendi. Merkezimize 

baĢvuran hastalardan folikül aspirasyonu yapıldıktan sonra, oositleri kumulus-

korona kompleksinden arındırmak için hiyalüronidaz enzimi ile muamele 

edildi. Temizlenen oositler kültür medyumu içerisinde 37°C‟de %5 CO2‟de 2 
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saat bekletildi. Sonrasında oositler vitrifikasyon iĢlemine tabi tutuldu. Sıvı azot 

tankında 3 saat süreyle bekletildikten sonra çözme iĢlemi gerçekleĢtirildi.  

 

Tüm çalıĢma boyunca sterilite koĢullarına dikkat edilmiĢtir. ÇalıĢma 

Cryologic vitrifikasyon seti (kriyo küveti, kriyoblok, azot transfer kabı, 

fibreplug ve kılıfı) ile gerçekleĢtirilmiĢtir (resim 2.2.).  

 

 

 
 

Resim 2.1. Vitrifikasyon ĠĢlemi Ġçin Cryologic Vitrifikasyon Set. 

 

2.1. Vitrifikasyon İşlemi İçin Yapılan Ön Hazırlıklar  

 

2.1.1. Vitrifikasyon Solüsyonlarının Hazırlığı 

 

Vitrifikasyon iĢlemi için oda sıcaklığında laminar-flow altında 60mm‟lik steril 

kültür kabı (Nunc) içerisine farklı yüzdelerdeki HEPES bazlı Human Serum 

Albumin (HSA) içerikli HTF medyumu (HTF w/HEPES, LifeGlobal) ile 

hazırlanmıĢ DMSO, EG ve Sükroz ilaveli dengeleme ve vitrifikasyon 

solüsyonları 75µl‟lik dropletler halinde yerleĢtirilmiĢtir. Sonrasında mini etüvde 

yaklaĢık 30dk sıcaklığın 35°C‟ye gelmesi beklenmiĢtir (resim 2.1.).    
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Resim 2.2. Vitrifikasyon ĠĢlemi Ġçin HazırlanmıĢ Kültür Kabı. 

 

2.1.2. Soğuk Yüzey Hazırlığı 

 

           -196°C‟deki sıvı azot, soğutma kabı (kriyo küvet)  içerisine 7-8 lt 

hacimde eklenip kriyoküveti ve içerisine yerleĢtirilen bloğun soğuması 

sağlanmıĢtır. Sıvı azotun kaynaması kesildiğinde blok ve sıvı azot aynı 

derecededir. Kriyoküveti, kapağı kapatılıp iĢleme hazır hale getirilmiĢtir (resim 

2.3.).  

 

 

  
Resim 2.3. Kriyo Küvet Ġçerisinde Soğutulan Kriyoblok. 

 

2.1.3.Taşıyıcıların Hazırlığı 
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           Gobletler isimlendirilip numaralandırıldıktan sonra içerisinde sıvı azot 

bulunan bir kaba bırakılıp soğumaları sağlanmıĢtır. Oositlerin yükleneceği 

fibreplug, isimlendirilip kılıfından çıkarılarak laminar flow altında iĢlem için 

bekletilmiĢtir. Kılıflar, kriyoküvet içerisindeki blokta bulunan haznelere 

yerleĢtirilerek soğumaları sağlanmıĢtır (resim 2.4.).  

 

  
Resim 2.4.Vitrifikasyon ĠĢleminin Yapıldığı Metal AlaĢımdan YapılmıĢ Soğuk 

Blok Yüzey ve Haznelere YerleĢtirilmiĢ Fibreplug ve Kılıfları. 

2.1.4. Çözme Solüsyonlarının Hazırlığı 

 

Çözme solüsyonları için laminar-flow altında 60mm‟lik kültür kabı 

(Nunc) içerisine HEPES bazlı (HTF w/HEPES LifeGlobal) HSA içerikli değiĢen 

molaritelerdeki sükroz ilaveli solüsyonlar 75µl‟lik dropletler halinde 

yerleĢtirilmiĢtir ve 37°C‟ye gelmesi için 30dk mini etüve kaldırılmıĢtır (resim 

2.5.).  
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Resim 2.5. Çözme ĠĢlemi Ġçin HazırlanmıĢ 75µl‟lik DeğiĢen Molaritelerdeki 

Sükroz Solüsyonlarından OluĢan Kültür Kabı. 

 

2.1.5. İnkübasyon Solüsyonlarının Hazırlığı 

 

            ĠĢlemden 1 gece önce %12 HSA içeren embriyo kültür medyumu 

(Global, LifeGlobal) kültür kabı içerisine yağ altı (parafin oil, LifeGlobal) 75µl‟lik 

dropletler halinde yerleĢtirilmiĢtir. 37°C‟de %5CO2 ‟de gazlanmaya bırakılmıĢtır 

(resim 2.6.).   

 
Resim 2.6. ICSI Sonrası Oosit Ġnkübasyonu Ġçin HazırlanmıĢ Kültür Kabı. 
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2.1.6. ICSI Hazırlığı 

 

            ICSI iĢleminde, injection pipet (Cook) ve holding pipet (Sunlight 

Medical) kullanılarak invert mikroskop (Nikon Eclipse TE300) altında 

mikromanipülatör yardımıyla (Nikon Narishige) oositlerin döllenmeleri 

sağlanmıĢtır. 18-20. saatlerde 2PN kontrolü yapılmıĢtır.  

 

2.2. Vitrifikasyon İşlemi 

 

           Vitrifikasyon iĢlemi, Cryologic vitrifikasyon seti ile yapılmıĢtır. Ön 

hazırlıktan sonra her çalıĢma grubu için belirlenen farklı yüzdelerdeki 

solüsyonlar içerisinde değiĢik zaman aralıkları tutulan (resim 2.7.) 

oosit/oositler 0,1-10 µl‟lik pipet yardımıyla fibreplug adındaki vitrifikasyon için 

özel olarak dizayn edilmiĢ kancaya ~1-1,5 µl volümde yüklenmiĢtir (resim 2.8). 

Kanca ucundaki küçük volümlerdeki dropletlerin (resim 2.9.) soğuk blok 

yüzeye belli süre (ortalama 10 sn) dokundurulması ile oositin ve/veya 

oositlerin vitrifikasyonu sağlanmıĢtır (resim 2.10.). Daha sonra üzerinde 

vitrifikasyonu tamamlanmıĢ oositleri barındıran fibreplug, spesifik kılıfı 

içerisine yerleĢtirilip (resim 2.11.) goblete transfer edilmiĢtir (resim 2.12.) ve 

kullanılacak zamana kadar sıvı azotta saklanmıĢtır (resim 2.13.).   
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Resim 2.7. Vitrifikasyon Solüsyonlarına Oositlerin Transferi. 

 

 
Resim 2.8. Vitrifiye Edilecek Oositlerin Fibreplug Ucundaki Kancaya KPA 

Solüsyonu ile Birlikte Yüklenme Anı. 
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Resim 2.9. Fibreplug Ucunda KPA+Oosit. 

 

  
Resim 2.10. Fibreplug Ucundaki Kancanın Soğuk Metal Yüzeye Teması. 

Vitrifikasyon Anı (Cryologic Vitrification Method 2010). 

 

 
Resim 2.11. Vitrifiye Edilen Oositleri Barındıran Fibreplug‟ın Kılıfına 

YerleĢtirilmesi. 
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Resim 2.12. Saklanmak Üzere Sıvı Azota Atılmadan Önceki Son Durum. 

 

 
Resim 2.13. Ġçerisinde Oosit Yüklü Fibreplug‟ların Bulunduğu Gobletin, 

Saklanacağı Sıvı Azot Tankına Bırakılması.    
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2.3. Çözme İşlemi 

 

           Dondurulan oositlerin çözdürülmesi iĢleminde ise sıvı azottan çıkarılan 

fibreplug (resim 2.14.) kılıfından çıkarılıp (resim 2.15.) direkt farklı sükroz 

molaritelerindeki çözme solüsyonu (resim 2.16.) ve ardından yıkama 

solüsyonu içerisine alınarak farklı zaman aralıklarında bekletilmiĢtir (resim 

2.17.). Dondurma iĢlemi nedeniyle büzüĢen oositlerin eski halini alması baĢka 

deyiĢle çözülerek canlılığına kaldığı yerden devam ettirmesi sağlanmıĢtır. Tüm 

çalıĢma laminar flow altında 37°C‟de gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 
 

Resim 2.14. Çözme Öncesi Sıvı Azottan Çıkarılan Oositlerin Bulunduğu 

Fibreplug. 
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Resim 2.15. Çözme Öncesi Fibreplug‟ın Kılıfından Çıkarılması. 

 

 
 

Resim 2.16. Vitrifiye EdilmiĢ Oositlerin Çözülme Anı. 

 

 
 

Resim 2.17. ÇözünmüĢ Oositlerin Sükroz Solüsyonlarından Geçirilmesi. 

KPA‟nın UzaklaĢtırılması. 

 

2.4. Morfometrik Analiz 

 

3 gruptaki her bir oosit için; 

 

1) Vitrifikasyon öncesi ve çözme sonrasında zona pellusida kalınlığı, oosit 

çapı hesaplanmıĢtır (Dewinter Biowizard 4.3 2007). Bu sonuçlara 
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dayanarak oositin alan (4πr2) ve hacminden (4/3πr3) oosit yüzey alanı/ 

hacim oranı bulunmuĢtur.   

  

2) 2PN kontrolü yapılıp fertilizasyon oranları belirtilmiĢtir.   

      3) ÇalıĢmamızın istatistiksel analizinde fertilizasyon oranları ve oosit 

ölçümleri “SPSS for Windows 16.0” programında yapıldı. Fertilizasyon oranları 

için Chisquare (non-parametrik) Test, oosit ölçümleri için de Independent 

Sample‟s T-Test istatistiksel analizleri kullanıldı. Anlamlılık seviyesi 0,05 olarak 

alındı. 

 

2.5. Çalışma Grupları 

 

           Vitrifikasyon iĢlemi için oositler, dengeleme solüsyon yüzdesine, 

dengeleme solüsyonuna maruz bırakma süresine ve çözme solüsyonundaki 

sükroz molaritesine göre 4 gruba ayrılmıĢlardır. 

  

Grup I (n=60) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme 

solüsyon oranı sırasıyla %3,75 - %5 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1)  olan solüsyonları 

içeren dropletlerin herbirinde 0,5-1dk olmak üzere toplam 3,5dk boyunca 

bırakılarak sonrasında %15‟lik vitrifikasyon solüsyonuna transfer edilmiĢtir. 30-

40sn vitrifikasyon solüsyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3µl volümlerde 

fibreplug ucundaki kancaya aktarılmıĢtır. Ġçerisinde oositleri bulunduran 

droplet soğutulmuĢ metal blok yüzeye 10-15sn değdirilmek suretiyle 

vitrifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. Kılıfına yerleĢtirilerek vitrifikasyonları 

tamamlanan oositler alüminyum taĢıyıcıların yardımıyla LN2 içerisinde 

saklanmıĢtır.  
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Çözme iĢlemi için LN2‟den çıkarılan goblet içerisindeki fibreplug 

37°C‟ye getirilmiĢ 0,5M - 0,2 M sükroz içeren çözme solüsyonlarından sırasıyla 

molaritesi çoktan aza doğru 5dk içerisinde geçirilmiĢtir (herbirinde ~1,5-2dk). 

Arkasından 5dk boyunca yıkama solüsyonuna alınan oositler, vitrifikasyon 

öncesi durumlarını tekrar geri kazanabilmeleri için kültür medyumuna alınarak 

3 saat inkübasyona tabi tutulmuĢtur.  

 

              Ġnkübasyon sonrası oositlere ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. 18-20. 

saatlerde 2PN kontrolü yapılan oositlerin fertilizasyon oranları 

değerlendirilmiĢtir. 

 

           Grup II (n=20) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme 

solüsyon oranı sırasıyla %1,37 - %3,75 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1)  olan 

solüsyonları içeren dropletlerin herbirinde 2,5-3dk olmak üzere toplam 7-9dk 

boyunca bırakılarak sonrasında %15‟lik vitrifikasyon solüsyonuna transfer 

edilmiĢtir. 30-40sn vitrifikasyon solüsyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3µl 

volümlerde fibreplug ucundaki kancaya aktarılmıĢtır. Ġçerisinde oositleri 

bulunduran droplet soğutulmuĢ metal blok yüzeye 10-15sn değdirilmek 

suretiyle vitrifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. Kılıfına yerleĢtirilerek 

vitrifikasyonları tamamlanan oositler alüminyum taĢıyıcıların yardımıyla LN2 

içerisinde saklanmıĢtır. 

 

Çözme iĢlemi için LN2‟den çıkarılan goblet içerisindeki fibreplug 

37°C‟ye getirilmiĢ 0,5M - 0,2 M sükroz içeren çözme solüsyonlarından sırasıyla 

molaritesi çoktan aza doğru 5dk içerisinde geçirilmiĢtir (herbirinde ~1,5-2dk). 

Arkasından 5dk boyunca yıkama solüsyonuna alınan oositler, vitrifikasyon 

öncesi durumlarını tekrar geri kazanabilmeleri için kültür medyumuna alınarak 

3 saat inkübasyona tabi tutulmuĢtur.  
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           Ġnkübasyon sonrası oositlere ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. 18-20. saatlerde 

2PN kontrolü yapılan oositlerin fertilizasyon oranları değerlendirilmiĢtir. 

 

Grup III (n=16) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme 

solüsyon oranı sırasıyla %3,75 - %5 - %7,5 (DMSO/EG, 1:1) olan solüsyonları 

içeren dropletlerin herbirinde 2,5-3dk olmak üzere toplam 7-9dk boyunca 

bırakılarak sonrasında %15‟lik vitrifikasyon solüsyonuna transfer edilmiĢtir. 30-

40sn vitrifikasyon solüsyonunda tutulan oosit/oositler ~1-3µl volümlerde 

fibreplug ucundaki kancaya aktarılmıĢtır. Ġçerisinde oositleri bulunduran 

droplet soğutulmuĢ metal blok yüzeye 10-15sn değdirilmek suretiyle 

vitrifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. Kılıfına yerleĢtirilerek vitrifikasyonları 

tamamlanan oositler alüminyum taĢıyıcıların yardımıyla LN2 içerisinde 

saklanmıĢtır.  

 

Çözme iĢlemi için LN2‟den çıkarılan goblet içerisindeki fibreplug 

37°C‟ye getirilmiĢ 1,25M - 0,6 M - 0,3 M sükroz içeren çözme 

solüsyonlarından sırasıyla molaritesi çoktan aza doğru 5 dk içerisinde 

geçirilmiĢtir (herbirinde ~1,5-2dk ). Arkasından 5 dk boyunca yıkama 

solüsyonuna alınan oositler, vitrifikasyon öncesi durumlarını tekrar geri 

kazanabilmeleri için kültür medyumuna alınarak 3 saat inkübasyona tabi 

tutulmuĢtur.  

 

            Ġnkübasyon sonrası oositlere ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. 18-20. 

saatlerde 2PN kontrolü yapılan oositlerin fertilizasyon oranları 

değerlendirilmiĢtir.   
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Grup IV (n=16) oositlerinin vitrifikasyonunda oositler, dengeleme 

solüsyon oranı sırasıyla %1,37 - %3,5 - %5 - %10 (DMSO/EG, 1:1) olan 

solüsyonları içeren dropletlerin herbirinde sırasıyla 30sn-30sn -60sn-90sn 

olmak üzere toplam 3,5dk boyunca bırakılarak sonrasında %15‟lik vitrifikasyon 

solüsyonuna transfer edilmiĢtir. 30-40sn vitrifikasyon solüsyonunda tutulan 

oosit/oositler ~1-3µl volümlerde fibreplug ucundaki kancaya aktarılmıĢtır. 

Ġçerisinde oositleri bulunduran droplet soğutulmuĢ metal blok yüzeye 10-

15sn değdirilmek suretiyle vitrifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. Kılıfına 

yerleĢtirilerek vitrifikasyonları tamamlanan oositler alüminyum taĢıyıcıların 

yardımıyla LN2 içerisinde saklanmıĢtır.  

 

Çözme iĢlemi için LN2‟den çıkarılan goblet içerisindeki fibreplug 

37°C‟ye getirilmiĢ 1,5M- 0,4M - 0,2M sükroz içeren çözme solüsyonlarından 

sırasıyla molaritesi çoktan aza doğru 50sn – 180sn - 120sn içerisinde 

geçirilmiĢtir. Arkasından yıkama solüsyonuna alınan oositler, vitrifikasyon 

öncesi durumlarını tekrar geri kazanabilmeleri için kültür medyumuna alınarak 

3 saat inkübasyona tabi tutulmuĢtur.  

 

            Ġnkübasyon sonrası oositlere ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. 18-20. 

saatlerde 2PN kontrolü yapılan oositlerin fertilizasyon oranları 

değerlendirilmiĢtir.   

 

Grup V Kontrol (n=240) oositlerinde ise rutin tüp bebek iĢlemi 

sırasında hastaların toplanan matür oositleri için hiyalüronidaz, ICSI ve kültür 

inkübasyonu iĢlemleri gerçekleĢtirildi ve oositlerin sadece 18-20. saat 

fertilizasyon bakımından 2PN gözlemleri yapıldı.  
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3. BULGULAR 

 

Fakülte etik kurul onayı alınarak yapılan bu çalıĢma Selçuk Üniversitesi 

Meram Tıp Fakültesi Yardımcı Üreme Teknikleri Ünitesi‟ne infertilite sebebiyle 

baĢvuran hastaların ICSI iĢlemi sonrasında arta kalan oositleri ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Hastaya ait arta kalan iĢlem dıĢı yumurta hücreleri imha edilmeden 

vitrifikasyon modellemeleri için kullanılmıĢtır. Bilgi onay formuyla izinleri 

alınmıĢ vakalara ait arta kalan toplam 112 oosit üzerinde çalıĢılmıĢtır. Tüp 

bebek iĢlemi sırasındaki hastalara ait 240 oosit rutin tüpbebek iĢlemine 

alınmıĢ olup fertilizasyon oranları gözlemlenmiĢtir ve çalıĢmada kontrol grubu 

olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

MII geliĢim basamağında olan matür oositlerle gerçekleĢtirdiğimiz 

çalıĢmada değiĢen konsantrasyonlarda KPA içeren solüsyonlara, farklı sükroz 

molaritelerindeki çözme solüsyonlarına ve bu solüsyonlara maruz bırakma 

sürelerine göre oositlerin morfometrik değiĢiklikleri ve ICSI iĢlemi (resim 3.14) 

sonrasında 18-20. saatlerde fertilizasyon oranları değerlendirilmiĢtir (çizelge 

3.1.). Vitrifikasyon iĢlemi öncesi ve çözme iĢlemi sonrasında morfometrik 

değiĢiklikler Dewinter Micromeasurement & Image Analysis Software 

Biowizard ile ölçülmüĢ olup (resim 3.1.), fertilizasyon oranları ICSI sonrası 18-

20. saatlerde 2PN kontrolü ile belirlenmiĢtir. Ortaya çıkan sonuçlar gruplar 

arasında karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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Resim 3.1. Dewinter Biowizard 4.3 Ölçüm Programı ile Farklı Oosit 

Parametrelerinin Ölçümü; L1: Oosit Çapı, L2: Zona Pellusida Kalınlığı. 

 

 
 

             Resim 3.2. ICSI Sonrası 18-20. Saatlerde 2PN Görüntüsü. 

 

Tablo 3.1. Gruplarda Kullanılan KPA Konsantrasyonu, Süresi ve Çözme 

Solüsyonu Sükroz Oranı. 

 KPA konsantrasyonu 

(%) 

KPA süresi 

(dk) 

Sükroz 

(M) 

Grup I 3,75 - 5 - 7,5 3,5 0,5 - 0,2 

2PN 
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Grup II 1,37 - 3,75 - 7,5 7-9 0,5 - 0,2 

Grup III 3,75 - 5 - 7,5 7-9 1,25 - 0,6 - 0,3 

Grup IV 1,37-  3,5 - 5 - 10 3,5 1,5 - 0,4 - 0,2 

 

Grup I‟de oositler yüksek konsantrasyonlu KPA solüsyonlarına kısa süre 

maruz bırakılmakla birlikte Grup II oositlerinde bu konsantrasyon düĢürülerek 

maruz bırakma süresi uzatılmıĢtır. 2 grupta da standart bir çözme 

uygulanmıĢtır. KarĢılaĢtırma yapıldığında Grup I‟de Grup II‟ye (%28) göre 

%70‟lik bir fertilizasyon gözlenmiĢtir. Bu sonuç istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmakla birlikte KPA solüsyonuna maruz bırakma süresi ile oosit kalitesi 

arasında bir korelasyon olduğunu göstermektedir (P<0,05).  

 

Vitrifikasyon solüsyonlarının konsantrasyon yüzdelerinin öneminin 

bilinmesi üzerine maruz bırakma süreleri Grup II ve Grup III için eĢit tutularak 

(her bir droplet için 2,5 - 3dk olmak üzere toplam 7 - 9dk) Grup III‟deki 

oositler %3,75 - %5 - %7,5 konsantrasyonlarındaki dengeleme solüsyonlarına 

maruz bırakılıp Grup II‟deki oositler daha düĢük konsantrasyon yüzdelerinden 

baĢlayan %1,37 - %3,75 - %7,5‟luk solüsyonlara maruz bırakılarak toksik ve 

ozmotik etki azaltılmaya çalıĢılmıĢtır ve çözme solüsyonlarındaki sükroz 

oranları Grup III‟de 1,25M - 0,6M - 0,3M olmakla birlikte Grup II‟de 0,5M - 

0,2M‟lık bir oran kullanılmıĢtır. Gruplar karĢılaĢtırıldığında Grup III‟te 

vitrifikasyon öncesi ve sonrası morfometrik farklılıklar gözlenmiĢtir. Bu, 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p=0,024). 

 

Fertilizasyon oranları gözlemlendiğinde Grup II‟de %40‟lık bir baĢarı 

elde edilmiĢtir. Grup III de ise fertilizasyon oranı %28 bulunmuĢtur. Bu 

konsantrasyonlardaki KPA solüsyonlarına maruz bırakma sonucunda 

fertilizasyon oranlarının diğerlerine göre düĢük olduğunu aynı zamanda 
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yüksek molaritelerdeki sükroz kullanımının hızlı bir rehidrasyona sebep olup 

hücrenin bunu tolere edemediğini göstermiĢtir. %40‟lık bir fertilizasyonun 

daha yüksek olmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır 

(P>0,05).   

 

KPA solüsyonlarına hücreleri maruz bırakma süresinin uzamasının 

hücre üzerindeki etkilerini incelemek için KPA konsantrasyonlarını sabit 

tutarak Grup I ve Grup III karĢılaĢtırıldığında Grup I‟de oositler KPA‟ya 3,5 dk 

maruz bırakılmakla birlikte Grup III‟te ki oositler 7-9 dk gibi uzun bir süre 

bırakılmıĢlardır. Grup III oositleri çözme sonrası, vitrifikasyon öncesi durumları 

ile kıyaslandığında morfometrik olarak anlamlı bir farklılık göstermiĢtir 

(p=0,024).  

 

Fertilizasyon oranları ise Grup I‟e oranla (%70) Grup III‟te büyük oranda 

düĢük çıkmıĢtır (%28). Ġstatistiksel olarak ta anlamlı olan bu sonuçlar KPA 

konsantrasyonları kadar KPA‟ya maruz bırakma süresinin de önemli olduğunu 

göstermiĢtir (P<0,05).  

 

Grup IV oositleri Grup I, II ve III ile karĢılaĢtırıldığında fertilizasyon 

oranları bakımından anlamlı bir sonuç bulunamamıĢtır (P>0,05).   

 

Kontrol grubu olan rutin tüp bebek hastalarımızın oositlerinde ise 

fertilizasyon oranı %82 olarak bulunmuĢtur (resim 3.15.).  

 

Ayrıca grupların vitrifikasyon iĢlemi boyunca, dengeleme ve 

vitrifikasyon solüsyonlarındaki dehidrasyonları (resim 3.16) ile çözme iĢlemi 

boyunca sükroz solüsyonlarındaki rehidrasyonları (resim 3.17) gözlenmiĢtir.  
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Tablo 3.2. Gruplardaki VÖ (Vitrifikasyon Öncesi) ve ÇS (Çözme Sonrası) 

Morfolojik Ölçüm Sonuçları. 

 

Hacim/Yüzey 

Alanı 

(µm3/µm2) 

                                                  

Oosit Çapı 

(µm) 

Zona Pellusida 

Kalınlığı 

(µm) 

Fertilizasyon 

Oranları 

(%) 

 VÖ  ÇS VÖ ÇS VÖ ÇS  

GrupI  23,6 22,9 158,69 153,60 24,48 23,93 70 

GrupII 23,3 23,3 156,92 154,72 27,02 23,92 40 

GrupIII 21,9 19,9 150,81 141,35 28,96 24,93 28 

GrupIV 22,1 23,3 151,12 149,23 26,54 26,46 50 

Grup 

Kontrol 
- - - - - - 

82 

 

 
Resim 3.3. Grup I Vitrifikasyon Öncesi Taze Oositler. 

 

MII oosit 

Polar 

Cisim 
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Resim 3.4. Grup I Dengeleme Solüsyonunda Oositlerin 2. dk‟sı ve 

Dehidrasyon. 

 

 
 

Resim 3.5. Grup I Çözme Sonrası 2 Saatlik Ġnkübasyondan Sonra Kültür 

Medyumunda Oositler. 
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Resim 3.6. Grup I DonmuĢ-ÇözünmüĢ ve DöllenmiĢ Oositte ICSI Sonrası 18-

20. Saat 2PN. 

 

 
 

Resim 3.7. Grup II Vitrifikasyon Öncesi Taze Oositler. 
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Resim 3.8. Grup II Dengeleme Solüsyonunda Oositlerin 3. dk‟sı ve 

Dehidrasyon. 

 

 
 

Resim 3.9. Grup II Çözme Sonrası 2 Saatlik Ġnkübasyondan Sonra Kültür 

Medyumunda Oositler. 
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Resim 3.10. Grup II DonmuĢ-ÇözünmüĢ DöllenmiĢ Oositte ICSI Sonrası 18-

20. Saat 2PN. 

 

 
 

Resim 3.11. Grup III Vitrifikasyon Öncesi Taze Oositler. 
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Resim 3.12. Grup III Dengeleme Solüsyonunda Oositlerin 3. dk‟sı ve 

Dehidrasyon. 

 

 
 

Resim 3.13. Grup III Çözme Sonrası Kültür Medyumunda Oositler. 
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Resim 3.14. Çözme Sonrası Oositlerin ICSI ĠĢlemi. 

 

   

Resim 3.15. Konrol Grubu Oositlerin 18-20. saat 2PN Görüntüsü. 

 

1 2 

3 4 

1 
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Resim 3.16. Vitrifikasyon ĠĢlemi Sırasında GerçekleĢen Dehidrasyon. 

 

       

4 3 

2 

1 2 
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Resim 3.17. Çözme ĠĢlemi Sırasında GerçekleĢen Rehidrasyon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. TARTIŞMA 

 

Biyolojik hücre ve dokuların yapı ve fonksiyonunu dondurarak 

korumak, temel biyoloji ve klinik sahada önemli bir rol oynamaktadır (Gook 

ve Edgar 2007). Fertilitenin korunması da son yıllarda klinik zorunluluklar ve 

teknolojideki ilerlemelerin bir sonucu olarak hızlı bir Ģekilde geliĢme 

göstermiĢtir (Gosden ve Nanago 2002). Bu nedenle insan oositlerinin 

kriyoprezervasyonu (dondurularak saklanması) YÜT‟te önemli bir yere sahiptir. 

Oosit kriyoprezervasyonu klinik yaklaĢımlara embriyo 

kriyoprezervasyonundan daha yakındır (Chen ve ark 2003). Örneğin; cerrahi, 

kemoterapi ya da radyoterapi gibi sebeplerden dolayı ovarial fonksiyonun 

3 
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kaybolması gibi durumlarda gelecekte kullanılmak üzere 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 göre Ovarian 

Hiperstimülasyon Sendromu (OHSS) tüpbebek hazırlığı aĢamasında meydana 

gelen Ģiddetli komplikasyonlardan biridir ve hCG‟ye her maruz kalmada bu 

sendromun riski artar (Klemetti ve ark 2005).  Sekonder OHSS ile iliĢkili 

komplikasyonları önlemek için kriyoprezervasyon iyi bir stratejidir. OHSS 

hastasına Embriyo Transferi (ET) öncesi toparlanma süresi gerekir. Hasta 

sağlığına kavuĢtuğu zaman donmuĢ olan embriyolar ve/veya oositler (yasal 

düzenlemeler Ģu anda izin vermiyor) çözülüp döllendikten sonra hastaya 

transfer edilir (Delvigne ve Rozenberg 2002).     

 

Gamet kriyoprezervasyonu, YÜT ve biyoteknoloji alanlarında 

ilerlemelerin sağlanmasında önemli bir araçtır (Leibo 1992). Fakat oositler 

soğuk hasarına aĢırı Ģekilde eğilimlidir. Bu durum baĢarılı bir 

kriyoprezervasyonu sınırlayan ana faktördür (Yavin ve Arav 2007). 

 

Memeli diĢi gametleri vücut sıcaklığının dıĢındaki sıcaklıklarda 

kolaylıkla hasarlanabilir (Ghetler ve ark 2005). Çünkü tehlikeli olarak bilinen 0-

8°C arası sıcaklıklar fizyolojik vücut sıcaklığının altındadır ve soğuk hasarına 

sebep olur. Örneğin; membranlar soğuma sırasında membran yapı ve 

fonksiyonunu değiĢtiren membran lipit faz değiĢikliğinden dolayı hasarlanır 

(Yavin ve Arav 2007).  

 

Dondurulup çözülmüĢ insan oositlerinden geliĢen ilk gebelik 1986‟da 

gerçekleĢmiĢtir (Chen 1986). 1987‟lerde dondurulmuĢ oositler ile ilgili 
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geliĢmeler yavaĢtır ve çok az sayıda doğum bildirilmiĢtir (Al-Hasani ve ark 

1987, Van Uem ve ark 1987). Bunun sebebi taze oositlerle karĢılaĢtırıldığında 

kriyoprezerve oositlerin daha yüksek oranda kromozomal anomali gösterme 

riski (Pickering ve Johnson 1987) ve zona sertleĢmesinden kaynaklanan düĢük 

fertilizasyon oranlarıdır (Vincent ve ark 1990b, George ve ark 1993). 

1990‟larda oosit kriyoprezervasyonunun ardından gerçekleĢen ICSI 

uygulamaları ile önemli ilerlemeler kaydedilmiĢtir. Bunu takiben yapılan 

araĢtırmalar oosit kriyoprezervasyonunun zararlı olmadığı düĢüncesini 

kanıtlamıĢtır (Gook ve ark 1994).  

 

Birçok türde baĢarılı oosit kriyoprezervasyonu yapılmasına rağmen 

klinik sonuçlar tatmin edici nitelikte değildir. Çünkü kriyoprezervasyon sonrası 

oositlerin canlılık oranları ve morfolojileri biyofiziksel faktörler tarafından 

etkilenir (Ledda ve ark 2007). Kriyoprezervasyon sırasında hücresel hasarlara 

sebep olan bu biyofiziksel faktörlerin en önemlileri intrasellüler buz oluĢumu 

(Mazur ve ark 2005) ve ozmotik hasardır (Liebermann ve Tucker 2002). Bu 

faktörler uygun bir KPA, KPA konsantrasyonu seçimi (Wani ve ark 2004), 

KPA‟ya maruz bırakma ve uzaklaĢtırma süresi (Nowshari ve ark 1994), elveriĢli 

soğutma ve çözme oranları ve uygun taĢıyıcılar ile gerçekleĢen 

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

 

Kriyoprezervasyon çeĢitleri yavaĢ soğutma, hızlı soğutma ve 

vitrifikasyon olmak üzere 3 baĢlık altında toplanabilir. Vitrifikasyon son 

zamanlarda geliĢtirilmiĢ buz kristali oluĢturmadan camsı bir fazın Ģekillenmesi 

ile gerçekleĢen dondurma yöntemidir (Yavin ve Arav 2007). Camsı faza geçiĢ 

termodinamik bir olaydan ziyade kinetik bir durumdur. Bu iĢlem sırasında 

kristalizasyon oluĢturabilecek konsantrasyon gradientlerinin kullanılmasından 

kaçınılır ve bu sebeple kristalizasyon ile iliĢkili toksik ve ozmotik hasar 
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engellenmiĢ olunur. Herhangi bir sıvı materyalin kristal oluĢumunu önlemek 

için yeterli hızda soğutulduğu sürece vitrifiye edilebildiği rutin olarak 

kanıtlanmıĢtır. Hücre ya da dokular, cam geçiĢ sıcaklığı adı verilen bir 

sıcaklığın altına soğutulup stabil bir hale ulaĢtığı zaman kristalizasyon 

meydana gelmeyebilir. Ciotti ve ark (2009) yaptıkları bir çalıĢmada yavaĢ 

soğutma grupları ile karĢılaĢtırıldığında vitrifikasyon gruplarında daha hızlı bir 

mayotik iğ yenilenmesi olduğu sonucuna varmıĢlardır. 

 

BaĢarılı bir vitrifikasyon 3 ana faktöre bağlıdır.  

a) KPA‟ların yoğunluğu, 

b) Donma-çözünme hızları, 

c) ĠĢlemde kullanılan KPA volümleri (Yavin ve Arav 2007). 

 

Vitrifikasyon solüsyonlarının toksik etkisini azaltmak için diğer önemli 

strateji KPA‟ların adım adım eklenmesidir. BaĢlıca 2 basamaklı bir proses 

kullanılır (Chen ve Yang 2007). Ġlk basamakta kullanılan ön iĢlem solüsyonu 

olan dengeleme solüsyonu, konsantrasyon bakımından vitrifikasyon 

solüsyonundan daha düĢüktür. Bu yüzden de daha az toksiktir. Oositler 

dengeleme solüsyonunda hacim olarak su kaybettiklerinden ilk olarak 

büzülmeye baĢlarlar. Sonra yavaĢça tekrar geniĢleyip volümlerini arttırırlar. Bu 

oositin içine permeabl KPA‟ların giriĢini gösterir. Bu iĢlem, sonrasında oositler 

için daha toksik olan vitrifikasyon solüsyonuna maruz bırakmak için gerekli 

olan zamanı azaltır. Yaptığımız çalıĢmada vitrifikasyon iĢlemi sırasında 

ilerleyen basamaklarda oositlerin önce dehidre olup su kaybettiğini ve 

sonrasında hacimce geniĢleyip KPA‟ların hücreye girdiğini gözlemlemiĢ olduk.    

 

Dengeleme solüsyonlarına maruz bırakılan insan oositlerinin doğrudan 

yüksek konsantrasyonlu vitrifikasyon solüsyonlarına maruz bırakılan oositlere 
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göre daha yüksek canlılık oranları verdiği kanıtlanmıĢtır. Dengeleme 

solüsyonları olmadan gerçekleĢen tek basamaklı vitrifikasyon, KPA‟ların 

yetersiz permeasyonuna sebep olduğu için bu da soğuma ya da çözme 

sırasında intrasellüler buz kristali oluĢumuna sebep olur (Chen ve ark 2000a).  

 

Biz de yapmıĢ olduğumuz bu optimizasyon çalıĢmasında oositleri önce 

%3,75-%5-%7,5 olan düĢük konsantrasyonlu dengeleme solüsyonlarından 

geçirerek sonrasında daha yüksek konsantrasyondaki vitrifikasyon 

solüsyonunda bekletip oositlerin dehidrasyon hızını yavaĢlatarak KPA‟nın 

ozmotik Ģokunu önlemeye çalıĢtık. Aksine grup dıĢı ilk deneyimlerimizde 

kullandığımız kademeli olmayan yöntemlerde oositleri %15‟lik vitrifikasyon 

solüsyonuna bıraktığımızda ozmotik Ģoku tolere edemeyip canlılıklarını 

yitirdiklerini gördük. 

 

ÇalıĢmalar embriyo kalitesini geliĢtiren ve implantasyon oranlarını 

arttıran modifikasyonları keĢfetmeyi gerektirir. Paynter ve ark (2005)‟na göre 

in vitro ortam ve dondurma-çözme solüsyonlarının sıcaklıkları ile birlikte 

oositlerin solüsyonlardaki bekleme süresi de çok önemlidir. Al-Hasani ve 

Diedrich (1995) dengeleme solüsyonlarına 10dk maruz bırakmanın, insan 

oositlerinin canlılık oranlarını arttırmak için yeterli olduğunu ileri sürmüĢlerdir. 

Bazı araĢtırmacılar oda sıcaklığında oositleri KPA‟lara maruz bırakmıĢlardır 

(Chen ve ark 2000a, Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Fakat 

araĢtırmacıların bazıları da 35-37°C‟de (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003) 

araĢtırmalarını gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bir kısım araĢtırmacı ise çözmeyi oda 

sıcaklığında ve dilüsyonu 37ºC‟de gerçekleĢtirmiĢtir (Lucena ve ark 2006, 

Cobo ve ark 2008). 37ºC‟de dilüsyon, prosedür sırasında iğlere daha az hasar 

verir (Ciotti ve ark 2009).  
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Daha yüksek sıcaklıklar hücre membranından permeabl KPA‟ların 

geçiĢini arttırır. Fakat aynı zamanda toksisite de artar. Bu nedenle 37°C‟de 2-

3dk dengeleme solüsyonlarına maruz bırakılırlar ve vitrifikasyon 

solüsyonlarında da 20-30sn bekletilirler (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003). 

Aksine oda sıcaklığında dengeleme solüsyonu için 5-15dk vitrifikasyon 

solüsyonu için 30-60sn‟nin yeterli olduğu düĢünülür. (Chen ve ark 2000a, 

Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Biz ise çalıĢmamızda insan 

oositlerinin dengeleme solüsyonlarına 3,5dk maruz bırakılmasının yeterli 

olacağı fikrine sahibiz. 4 gurubumuzun dengeleme solüsyonunda geçen 

sürelerini incelediğimizde döllenme oranı en yüksek grubun toplam süresi 

3,5dk olan grup olması sebebiyle sürenin az ve/veya çok olmasının KPA‟nın 

hücreye permeasyonunu azaltacağı, toksisiteyi arttıracağı görüĢündeyiz.   

 

Konsantre KPA‟lara uzun süre maruz bırakmak toksik bir etki oluĢturur. 

120sn vitrifikasyon solüsyonlarında bekletilen insan oositleri 60sn vitrifikasyon 

solüsyonunda bekletilendan daha düĢük fertilizasyon ile sonlanır (Chen ve ark 

2000a). Wood ve ark (1993) yaptıkları bir çalıĢmada yüksek konsantrasyonlu 

KPA‟lara uzun süre maruz bırakmanın fare oositlerinde canlılık oranlarını 

önemli ölçüde değiĢtirdiğini göstermiĢlerdir. yine aynı Ģekilde Bos-Mikich ve 

ark (1995) soğutmanın dıĢında vitrifikasyon solüsyonlarına 90-100sn gibi uzun 

süreli maruz bırakılırsa aktif fare oositlerinin büyük bir çoğunluğunun 2PN 

basamağında durduğunu (%30) ve kromozomal kondensasyonun meydana 

gelmediğini göstermiĢlerdir. 

 

Damien ve ark (1990) tarafından gözlendiği gibi eğer hücre KPA‟ya 

uzun süre maruz bırakılırsa geliĢim potansiyeli kadar intrasellüler pH‟da 

değiĢecektir. Pichering ve ark (1991) yetersiz bir süre DMSO‟ya maruz kalan 

insan oositlerinin fertilizasyon oranlarının düĢtüğünü bulmuĢlardır. 
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ÇalıĢmamızda oositleri vitrifikasyon solüsyonuna 30-40sn maruz bıraktık. 

Buna rağmen %15‟lik EG+DMSO+sükrozdan oluĢan yüksek 

konsantrasyonlardaki vitrifikasyon solüsyonuna 40sn‟yi aĢan sürelerde (60-

120sn) istem dıĢı olarak maruz bırakılan oositler hemen vitrifikasyon sırasında 

ya da çözme sonrası canlılıklarını kaybetmiĢlerdir. Bu durumu yaptığımız bir 

iĢlem hatası olarak kabul edip çalıĢmamızda değerlendirmeye almamamızla 

birlikte KPA‟ya uzun süreli maruz bırakma durumunda meydana gelebilecek 

problemleri gözlemlemiĢ olduk. 

 

Vitrifikasyonun baĢarısını etkileyen önemli faktörler sıcaklığın düĢüĢ 

oranları ve vitrifikasyon solüsyonlarının soğutulmasıdır. Bu taĢıyıcıların termal 

iletkenliği ve vitrifikasyon solüsyonlarının yükleme volümü bakımından 

dondurma iĢleminde kullanılan taĢıyıcılar soğutma oranlarında önemli bir rol 

oynar. Oosit ya da embriyoların KPA solüsyonları ile yüklendiği çeĢitli taĢıyıcı 

sistemler vardır. Bu taĢıyıcı sistemlerin çoğunun dezavantajı kontaminasyon 

kaynağı olan likit nitrojenle temas halinde olmalarıdır (Hredzak ve ark 2005). 

Örneğin; Açık sistemde LN2 ile direkt temas vardır ve çok yüksek soğuma 

oranları elde edilir. Kapalı sistemde ise LN2 ile oositler direkt temas etmezler 

ve oositler LN2‟ye batırılmadan önce taĢıyıcı içinde dıĢ ortamla teması 

kesilecek Ģekilde kapatılır. Soğuma oranları standart dondurma strawlarında 4 

460 °C/dk, OPS‟lerde 16 340 °C/dk‟dır. ÇalıĢmamızda ise fibreplug adındaki 

yarı-kapalı sistem kullanılmıĢtır. Kullandığımız metal bloğun soğutma hızı 14 

000 °C/dk‟dır (Keskintepe 2010). Fibreplugtaki kancaya yaklaĢık   1-3µl 

hacimde yükleme yapılarak yüksek soğutulma oranları elde edildi ve yarı-

kapalı sistem kullanarak kontaminasyon riski önlenmeye çalıĢıldı. Ayrıca kapalı 

sistemlerin etkili olmasının bildirilmesine rağmen (Kuwayama ve ark 2005b), 

açık sistemlerin dezavantajlarını (hastalık riski ve kontaminasyon) elimine 
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etmek, fakat yüksek soğutma oranlarının devamını sağlamak için daha birçok 

araĢtırmaya ihtiyaç vardır (Bielanski ve ark 2000).   

    

Valojerdi ve Salehnia (2005) fare MII oositlerini yavaĢ soğutma ile 

dondurdukları zaman çözme sonrası hasarlı bir mitokondri ve dağılmıĢ bir ara 

filament bulmuĢlardır. Aksine bu MII oositleri vitrifiye edildiği zaman hasar 

minimal olmuĢtur sadece ara filamentler etkilenmiĢlerdir ve bunlar ilk 

bölünme zamanına kadar yeniden organize olmuĢlardır. Ayrıca yavaĢ soğutma 

yapılan oositlerde blastosist geliĢmemiĢtir (Valojerdi ve Salehnia 2005).  

 

Martino ve ark (1996) yüksek soğutma oranları kullanarak vitrifikasyon 

sonrası sığır oositlerinin blastosist basamağına geliĢebilme yeteneğine sahip 

olduklarını göstermiĢlerdir. 

 

Vitrifikasyon sırasında sağlanan yüksek soğuma oranları, vitrifikasyon 

solüsyonlarının çok küçük volümlerde kullanılması ile baĢarılmıĢtır. Bu 

volümlerin standart oosit ve embriyo kriyoprezervasyonunda kullanılan 

0,25ml ile karĢılaĢtırıldığında 1µl kadar az oldukları bilinir. Minimum volüm 

kullanarak soğuma hızının arttırılması hasara sebep olan sıcaklık aralığının (-

5°C ile +15°C arası) hızlıca geçilmesini sağlar (Martino ve ark 1996). 

Vitrifikasyon mikrolitre düzeyindeki volümlerde hücrelerin yüklenmesine izin 

veren küçük taĢıyıcıların kullanılması ile gerçekleĢtirilir. Bunun için 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 üzere çeĢitli metodlar vardır.  
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Martino ve ark (1996) yaptıkları bir çalıĢmada sığır oositleri için EM 

Grid kullanmıĢlar ve konvansiyonel strawlara nazaran daha yüksek geliĢme 

potansiyeline ulaĢmıĢlardır. Yine Hong ve ark (1999) ile Yoon ve ark (2003) EM 

Grid metodu kullanarak insan oosit vitrifikasyonundan baĢarılı gebelikler elde 

etmiĢlerdir.  

 

Arav ve ark (2002) yaptıkları bir çalıĢmada oosit içeren küçük bir 

droplet vitrifikasyon solüsyonunu ince cam bir yüzeye yerleĢtirmiĢ sonra 

vitrifikasyonu gerçekleĢtirmek için likit nitrojene batırmıĢlar ve daha az 

konsantre vitrifikasyon solüsyonlarının küçük bir dropletinin (0,5μl) buz kristali 

oluĢumu ve kırık hasarını önleyebileceğini gözlemlemiĢlerdir. 

 

Vajta ve ark (1998) yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada küçük bir miktar 

vitrifikasyon solüsyonunda (1μl) sığır oositlerini tutmak için OPS‟yi 

geliĢtirmiĢlerdir. Bu düĢünce çekilmiĢ bir straw kullanarak örneklerin 

volümünü düĢürmek içindir. Strawları ısıtmıĢlar ve elle çekmiĢlerdir. Sonra 

gittikçe incelen ucu kesmiĢlerdir. Sonuç olarak strawların çap ve duvar kalınlığı 

orijinal strawların yaklaĢık yarısı kadar azalmıĢtır. Soğuma ve çözme oranları 

OPS‟de diğer konvansiyonel strawlara göre daha yüksektir (sırasıyla 16 

700°C/dk ve 13 900°C/dk) ve araĢtırmacılar daha iyi sonuçlar elde etmiĢlerdir. 

Ayrıca Kuleshova ve ark (1999) da insan oositlerinin vitrifikasyonu için OPS 

kullanmıĢlar ve baĢarılı gebelikler elde etmiĢlerdir. 

 

Morato ve ark (2008) sığır oositleri ile yaptıkları bir çalıĢmada 

Cryotop‟un OPS‟ye göre iğ yapısını daha iyi koruduğunu bulmuĢlardır. 

Kuwayama ve Kato (2000) ince bir propilen Ģerit kullanarak Cryotop‟u 

(Kitazato Supply Co., Fujinomiya, Japan) geliĢtirmiĢlerdir. Cryotop ile birlikte 
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soğutma ve çözme oranları önemli ölçüde artmıĢtır ve 23 000°C/dk ve 42 

100°C/dk‟ye ulaĢılmıĢtır (Kuwayama ve ark 2005a).  

 

Ruvalcaba ve ark (2005) yaptıkları bir çalıĢmada taĢıyıcı olarak Cryotop 

kullanılarak yapılan vitrifikasyon sonrası %90,1‟lik canlılık oranı ve %34,1‟lik bir 

gebelik oranı elde etmiĢlerdir. 

 

Chian ve ark (2005) Cryotop‟u modifiye ederek koruyucu bir kılıf 

uygulaması ile Cryoleaf‟i (MediCult, Jyllinge, Denmark) geliĢtirmiĢlerdir. 

Cryotop ve Cryoleaf insan oosit vitrifikasyon baĢarısını büyük ölçüde 

arttırmıĢtır (Kuwayama ve ark 2005a). Kuwayama ve ark (2005a) Cryotip‟i 

geliĢtirmiĢlerdir (Kitazato Supply Co, Fujinomiya, Japan). Temel olarak ısı ile 

kapatılarak çekilmiĢ straw tekniğidir. Soğuma ve çözme hızı Cryotop‟tan daha 

düĢüktür fakat Cryotip ile beraber termal hız baĢarılı bir vitrifikasyon için 

olabildiğince yeterlidir (Kuwayama ve ark 2005a).  

 

Chian ve ark (2004b) Cryoleaf adlı açık sistem taĢıyıcıda 180 adet oositi 

EG, PrOH ve sükroz kombinasyonunu kullanarak vitrifiye etmiĢlerdir. %93,9‟luk 

bir canlılık oranı, %74,6‟lık bir fertilizasyon oranı ve %20,4‟lük bir implantasyon 

oranı ve hasta baĢına 7/15‟lik bir klinik gebelik oranı (% 46,7) elde etmiĢlerdir.  

  

Lane ve ark (1999) insan oositlerinin vitrifikasyonunda ilk defa 

Cryoloop kullanmıĢlardır (Cryoloop; Hampton Research, Laguna Niguel, CA., 

USA). Cryoloop, bir kulpa bağlı küçük naylon bir loop ve taĢıyıcı olarak ta bir 

tüpten oluĢur. Vitrifikasyon solüsyonunun içerisinde bulunan oosit ve 

embriyolar loop ucundaki kancada bir film oluĢturarak asılı kalmıĢlar. Sonra 

sıvı nitrojene daldırılmıĢlardır. Vanderzwalmen ve ark (2000) bir ucu açık bir 

straw olan taĢıyıcı Hemistraw‟ı geliĢtirmiĢlerdir. Yaptığımız çalıĢmada bu 
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taĢıyıcılardan farklı olarak fibreplug kullandık. Yükleme yaptığımız Minimal 

volüm ve sağlanan aĢırı soğuma ile yüksek soğutma hızları elde ettik. Oositleri 

(max 3 adet) ortalama 1,5µl‟lik volümlerde fibreplug ucundaki kancaya 

transfer ettik. Kullandığımız kriyobloğun soğutma hızının 14 000 °C/dk olması 

ile birlikte vitrifikasyon öncesi 35°C‟de olan oositler saklama sıcaklığı olan -

196 °C‟ye yaklaĢık 1 sn‟de ulaĢmıĢtır. Bu da 231°C olan bu sıcaklık farkındaki 

20 °C‟lik zararlı sıcaklık aralığının (-5 - +15) 5 salisede geçildiği anlamına 

gelmektedir. Bu sayede hücre hasarına sebep olan sıcaklık aralığının son 

derece hızlı geçilmesi sağlanmıĢtır.    

 

Memeli oosit kriyoprezervasyonu ile ilgili problemlerden biri organeller 

ve hücresel yapılarda yatmaktadır. Yapısal ve fonksiyonel soğuk hasarının 

öncelikli yeri membranlardır. Soğuk hasarı oosit membranındaki termotropik 

faz değiĢimlerinden kaynaklanır. Hücrelerden termal enerji uzaklaĢtıkça 2 

tabakalı lipitteki moleküler hareket düĢer. Bu komĢu lipit moleküllerinin 

arasındaki etkileĢime izin verir bu da daha akıĢkan likit kristal fazdan sert jel 

faza geçiĢ ile sonuçlanır (Arav ve ark 1996). Plazma membranı, zona pellusida, 

kortikal granüller, mikrotübüler iğler, mikrofilamentler ve kondanse 

kromozomlar gibi organeller düĢük sıcaklıklardan etkilenirler (Saunders ve 

Parks 1999, Wu ve ark 1999). Kortikal granüller fertilizasyon sırasında 

polispermiyi bloklayan yapılardır. Dahası KPA maruziyetinin intrasellüler Ca+2 

artıĢına sebep olduğu ve zona pellusidanın enzimatik modifikasyonlarına 

sebep olan kortikal granül materyalinin ekzositozunu tetiklediği gözlenmiĢtir 

ve bu sperm penetrasyonunu daha da güçleĢtirir (zona hardening; Larman ve 

ark 2006). Böylece IVF önemli ölçüde zorlaĢır. Kortikal granüllerin prematüre 

salınıĢı polispermiyi bloklama zamanını bozar, polispermi oranları ve bunu 

takiben poliploidi artar (Fuku ve ark 1995).   
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Diğer bir araĢtırmada kriyoprezerve insan oositlerinde ICSI ve IVF 

karĢılaĢtırılmıĢ ve IVF‟te daha düĢük fertilizasyon oranları elde edilmiĢtir 

(Kazem ve ark 1995). Bu düĢüncelerden yola çıkarak çalıĢmamızdaki tüm MII 

oositlere ICSI iĢlemi uygulanmıĢtır. IVF‟teki düĢük fertilizasyon oranlarının 

nedeni belki de zona sertleĢmesine sebep olan kortikal granüllerin 

serbestleĢmesi yüzünden olabilir (Ghetler ve ark 2006). Zona sertleĢmesi, oosit 

aktivasyonunun baĢlaması ile birlikte kortikal granüllerin serbestleĢmesi ve 

Ca+2‟daki bir artıĢ yüzünden KPA‟lara maruz kalmasından kaynaklanabilir 

(Gardner ve ark 2007). ÇeĢitli araĢtırmacılar, geliĢimsel baĢarısızlığı açıklayan 

soğutmanın zona pellusida üzerindeki etkilerini de incelemiĢler ve zonasız 

oositlerin daha yüksek sperm penetrasyon yeteneği olduğunu savunmuĢlardır 

(Yuge ve ark 2003).  

 

Oositler soğuğa oldukça hassastırlar hatta oda sıcaklığında bile 

hasarlanabilirler. Bu problem kısmen iğ aparatlarının hassasiyeti ve hücrelerin 

yüksek lipit içerikleri yüzündendir. Oosit, maternal DNA‟sının sitoplazmadaki 

mayotik iğlerde asılı halde olması sebebiyle eĢsiz bir hücredir ve DNA nüklear 

membranın koruyucu sınırları içinde değildir. DNA ve/veya mikrotübüllerin 

hasarı oosit kriyoprezervasyonunun sınırlı baĢarısını açıklar ve oositler oda 

sıcaklığına soğutulduğu zaman canlılıkları önemli ölçüde düĢer, kromozomları 

bir arada tutan iğ aparatları parçalanır (Saunders ve Parks 1999, Wu ve ark 

1999) ve soğuma sırasında kromatidler ayrılmaz bu da fertilizasyon sonrası ve 

embriyonik geliĢimin sonunda aneuploidi (Sathananthan ve ark 1987) ya da 

poliploidi (Eroglu ve ark 1998) ile sonuçlanır.   

 

MII oositlerinin geliĢimi sırasında lipit vezikülleri kadar mitokondri 

volümü de artar (Liebermann ve ark 2002a). Sathananthan (1994) yaptığı bir 

çalıĢmada düz ER-lipit kürecikleri-mitokondriden oluĢan hücre 
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komplekslerinde retikulum-kürecik-mitokondri bağlantılarının varlığını 

göstermiĢtir ve aynı zamanda bu bağlantıların oosit soğuma ve dondurulması 

sırasında kırılabileceğini göstermiĢlerdir.  

 

Abe ve ark  (2005)  vitrifiye edilmiĢ sığır oositlerinin rüptüre bir 

membran ile birlikte çok sayıda mitokondri ve vakuol içeren bu oositlerin 

sitoplazmasını göstermiĢtir. Bu düĢük geliĢim oranlarına sebep olur. 

Mitokondrinin Ģeklinin ve intrasellüler dağılımının hücre metabolizma düzeyi, 

üreme ve hücre siklusunun kritik periyodlarında gerekli olan temel enerjinin 

üretilmesi için farklılaĢması ile iliĢkili olduğu bilinmektedir (Matsumoto ve ark 

1998).     

 

Oosit-granüloza hücre gap junctionları, nüklear ve sitoplazmik mayotik 

yeteneğin düzenlenmesi için gereklidir ve oosit maturasyonu ile bunu takip 

eden embriyo geliĢimi için hayati öneme sahiptir (Carabatsos ve ark 2000, Ali 

ve ark 2005), Ayrıca immatür oositlerin hücre iskeleti, KPA hasarına MII 

oositlerden daha hassastır (Magnusson ve ark 2008). 

 

Oositler ovulasyonun normal bir Ģekilde meydana geldiği germinal 

vezikül (GV) ya da MII basamağında kriyoprezerve edilebilir. Oosit 

maturitesinin her iki basamağında da baĢarılı kriyoprezervasyonlar 

bildirilmiĢtir. Mayotik geçiĢler sırasında sitoplazmik değiĢiklik ve perivitellin 

boĢluk değiĢimleri, RNA ve protein depolanması ve sentezlenmesinde, 

organellerin ve kortikal granüllerin yeniden düzenlenmesi ve göçünde, 

kumulus ooforus morfolojisinde değiĢiklikler vardır (Magnusson ve ark 2008). 

Hurt ve ark (2000) yaptıkları bir çalıĢmada EG kullanılarak yapılan 

vitrifikasyonun gap junctionların hasarlanmasına sebep olduğunu rapor 

etmiĢlerdir. Ġnsanda dahil olmak üzere çoğu memelinin mayotik iğleri 
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soğumaya karĢı çok hassastır (Mandelbaum ve ark 2004, Yang ve ark 2010). 

Kriyoprezervasyon mayotik iğlerin oluĢumunu bloklayarak mikrotübüllerin 

düzenleniĢini etkileyebilir (Rojas ve ark 2004) bu da hücre ölümü ya da 

anormal geliĢime sebep olabilir (Shaw ve ark 2000).     

 

Oositlerin mikrotübüllerden oluĢan mayotik iğleri α ve β tübülin 

dimerlerinin polimerizasyonu ile düzenlenir. Mikrotübüller, mikrotübül 

organize edici merkezden Ģekillenir. Kromozomlar mayotik iğlerin ekvatorial 

düzleminde sıralanır ve tübülin dimerler hücre siklusunun değiĢik 

basamaklarında polimerize ve depolimerize olurlar. Mayotik iğler mayozun 

tamamlanması, 2. polar cisim oluĢumu, fertilizasyon, 2PN göçü ve ilk mayotik 

iğlerin göçü gibi olaylar için çok önemlidir (Chen ve Yang 2009).   

 

Hasarlı embriyo geliĢiminin mayotik iğlerin ayrılması yüzünden olduğu 

düĢünülmüĢtür. Rienzi ve ark (2004) yeniden oluĢan mayotik iğlerin 

fonksiyonel kapasitesi hakkında endiĢeleri arttırmıĢlardır. Polscope analiz, bir 

non-invasive polarize ıĢık mikroskop görüntüleme sistemidir ve bütün 

oositlerin kriyoprezervasyon/çözme sırasında iğlerinin parçalandığını 

göstererek bu görüĢü kanıtlamıĢtır ve bu nedenle bütün MII oositleri çözme 

sonrası periyod sırasında baĢarılı bir reformasyon geçirmiĢtir. Oosit 

viabilitesinin bir indikatörü olarak bilinen bir polscope tarafından iğlerin 

görüntülenmesine rağmen tübülin dimerlerin yoğunluğundaki çok hassas 

değiĢikliklerin iğlerin fonksiyonunu etkileyebildiği rapor edilmiĢtir (Bianchi ve 

ark 2005).   

 

Oosit vitrifikasyonu için optimal mayotik basamağı belirlemede birçok 

çalıĢma yapılmasına rağmen sonuçlar tartıĢmalıdır. GV‟den (Hochi ve ark 

1998), GVBD (Barnes ve ark 1997), MII‟ye (Men ve ark 2002) kadar değiĢen 
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maturasyon basamakları vitrifikasyon için en elveriĢli basamaklar olarak 

tanımlanmıĢlardır. Aksine bazı çalıĢmalar da mayotik basamağın 

kriyoprezervasyon sonrası oosit canlılığını etkilemediğini göstermiĢtir (Le Gal 

ve Massip 1999, Hurt ve ark 2000).   

 

Lim ve ark (1991) yaptıkları bir çalıĢmada mayozun basamaklarına göre 

değiĢen farklı metodlar tarafından vitrifikasyon sonrası oosit canlılığını 

gözlemlemiĢler ve maturasyon sırasında oositlerin GV basamağı olarak bilinen 

basamağının MI (mayoz I) profazının diploten basamağından çıkıĢı olduğu ve 

I. polar cisim atılımının MII basamağına geçiĢ olduğu gibi nüklear 

değiĢikliklere maruz kaldığını bildirmiĢlerdir.  

 

Vitrifiye edilmiĢ MII oositlerindeki ana hasar mikrotübül 

depolimerizasyonunu izleyen mayotik iğlerin dağılmasıdır (Shaw ve ark 2000, 

Men ve ark 2002, Rojas ve ark 2004). Bu nedenle GV oosit vitrifikasyonu bu 

problemi mayotik iğler bu basamakta düzenlenmiĢ olmadığından devre dıĢı 

bıraktığı için alternatif bir uygulamadır. Ancak GV oositleri sitoplazmik 

membrandaki hasar (Arav ve ark 1996), gap junction bütünlüğündeki hasar, 

kumulus hücreleri ve oosit arasındaki iletiĢimin bozukluğu yüzünden 

kriyoprezervasyona aĢırı Ģekilde hassastır (Diez ve ark 2005).  

 

Toth ve ark (1994) yaptıkları bir çalıĢmada dondurulmuĢ GV oositlerinin 

çözme sonrası nüklear maturasyonlarını tamamladığını bildirmiĢlerdir. Bazı 

çalıĢmalarda da MII oositleri  (%36) ile karĢılaĢtırıldığında donmuĢ-çözünmüĢ 

GV oositlerinin benzer canlılık oranlarına (%37) sahip olduğunu göstermiĢtir 

(Mandelbaum ve ark 1988).  Ancak GV oositleri için sonraki maturasyon oranı 

düĢüktür (%20). Mayotik iğlerin yokluğu ve GV oositlerinin membran 

permeabilitesindeki farklılıklar soğuk hasarı riskini azaltabilir (Tucker ve ark 
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1998). Bu çalıĢmalarda in vitro maturasyonda (IVM) mayotik iğlerde oluĢacak 

bir anormallik gözlenmemesine rağmen fertilizasyon ve bölünme oranları 

anlamlı Ģekilde düĢüktür. Aksine bazı araĢtırmacılar da oosit GV basamağında 

dondurulduğu zaman geliĢimde bozukluklar olduğunu bildirmiĢlerdir 

(Stachecki ve ark 2004). Boisi ve ark (2002) taze GV oositlerdeki %71,6‟lık 

orana zıt olarak GV basamağındaki donmuĢ-çözünmüĢ oositlerin sadece 

%2,5‟unun MII basamağına ulaĢınca sağlam bir iğ yapısı gösterdiğini 

bildirmiĢlerdir. 

 

Liebermann ve ark (2002a) domuz oositlerinde yaptıkları bir çalıĢmada 

soğuyan lipitlerin hücre iskeletine olan negatif etkilerini incelemiĢler. 48 

saatlik kültürdeki oositlerde donma-çözme olmadan santrifügasyon yoluyla 

lipitlerin yeniden dağılımını sağlamıĢlardır. AraĢtırmacılar hücre iskeleti 

yapılarının farklı özelliklerinden dolayı MII oositlerinin donma hasarına GV 

oositlerden daha dayanıklı olduğunu düĢünmüĢlerdir. Oosit maturasyonunun 

bu 2 basamağında mikrotübül ve mikrofilamentlerin konfigürasyonunun farklı 

olması önemli bir farklılıktır. GV oositlerinin hücre iskeleti elemanları düz ve 

serttir. Oysaki MII oositlerinin hücre iskeleti elemanları dalgalı ve esnektir 

(Allworth ve Albertini 1993). 

 

Ġmmatür oosit kriyoprezervasyonu ile ilgili çok sayıda yayın vardır (Cha 

ve ark 1991, Tucker ve ark 1998, Kan ve ark 2004). Fakat baĢarı oranları 

düĢüktür. Bu yüzden de son zamanlardaki klinik çalıĢmalar MII oosit 

kriyoprezervasyonuna odaklanmıĢtır.  

 

Borini ve ark (2006) yaptıkları bir çalıĢmada donmuĢ MII oositlerinin 

canlılık oranlarını araĢtırmıĢlar ve %71,1‟lik canlılık oranı, ICSI‟yi takiben 
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%76‟lık bir fertilizasyon oranı ve yüksek bölünme oranları elde etmiĢler fakat 

implantasyon oranları %5,2‟de kalmıĢtır.  

 

ÇalıĢmamızda MII oositlerini vitrifiye etmemize rağmen iĢlem sırasında 

araya karıĢan GV oositlerinin çözme sonrası hiçbirisi MII basamağına 

ulaĢmamıĢtır. Bu da bize GV oosite nazaran MII basamağındaki oositin 

vitrifiye edilmesinin daha uygun olduğunu göstermiĢtir. Çünkü MII oosit 

geliĢim basamağı bakımından fertilizasyona GV oositten daha yakındır. Bu 

sayede vitrifikasyon ile ilgili problemlere ek olarak oogenez ile ilgili 

problemler aĢılmıĢ olunur.    

 

Otoi ve ark (1995) yaptıkları bir çalıĢmada matür oositlerin donmaya 

immatür oositlerden daha dirençli olduğunu rapor etmiĢlerdir. Sonrasındaki 

blastosist aĢamasına daha yüksek oranda ulaĢmıĢlardır. Fakat KPA olarak 

sükroz eklendiği zaman immatür oositlerin MII basamağında dondurulmuĢ 

oositlere göre kriyoprezervasyon sonrası IVF‟te daha yüksek oranlarda 

bölündüklerini bildirmiĢlerdir. Bu sonuçlar gösteriyor ki farklı mayotik 

basamaklarda oositlerin kriyoprezervasyona toleransı KPA‟nın tipine göre de 

değiĢir ve çeĢitli gruplardan elde edilen sonuçların farklılığının sebebi bu 

olabilir. 

 

2003 yılından önce oositler genelde embriyo kriyoprezervasyonu için 

geliĢtirilmiĢ metodlara dayanarak kriyoprezerve edilirdi. Ġlk elde edilen 

sonuçlar baĢarısızdı. Daha sonraları donma solüsyonlarının modifikasyonuna, 

permeabl ve non-permeabl KPA‟ların konsantrasyonuna ya da çeĢitlerine 

odaklanıldı. Birçok çalıĢma optimal bir vitrifikasyon prosedürünün nasıl 

olacağı üzerinedir. Herhangi bir kriyoprezervasyon prosedürünün amacı buz 

kristali oluĢumu gibi bir hücre hasarını minimize etmektir. Bunu 
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kolaylaĢtırmak için kriyobiyoloji araĢtırmalarında değiĢik KPA 

konsantrasyonlarına ve KPA toksisitesini azaltmak için değiĢiklik gösteren 

maruziyet sürelerine odaklanılmıĢtır  (Leibo ve Loskutoff 1993).  

 

Fabbri ve ark (2001) yaptıkları bir çalıĢmada KPA‟ya maruz bırakma 

süresinin ve non-permeabl KPA olan sükrozun konsantrasyonunu 0,2‟den 

0,3‟e arttırılması ile kriyoprezerve oositlerin canlılık oranlarının %62‟den 

%82‟ye geliĢtiğini kanıtlamıĢlardır. Sükrozun daha yüksek konsantrasyonları 

ise dehidrasyonu arttırır ve buz kristalinin sebep olduğu iğ hasarı riskini 

düĢürür. Bu çalıĢma aynı zamanda Mandelbaum ve ark (1988)‟nın çalıĢması ile 

tutarlı olarak kriyoprezervasyon öncesi kumulus hücrelerinin kısmi ya da 

tamamen uzaklaĢtırılmasının canlılık oranlarını etkilemediğini kanıtlamıĢtır. 

Aksine Imoedemhe and Sigue (1992) kumulus hücreleri varolduğu zaman 

kumulus hücreleri ani Ģoktan oositi koruduğundan kriyocanlılıkta bir artıĢ 

olduğunu rapor etmiĢlerdir ve çalıĢmalarında artmıĢ sükroz oranlarını 

kullanmamıĢlardır. 

 

Kumuluslu ya da kumulussuz memeli oosit kriyoprezervasyonu 

konusuna dair sonuçlar karĢılaĢtırıldığında Trounson and Kirby (1989) 

kumulusun uzaklaĢtırılmasının kriyoprezervasyon sonrası oosit canlılık 

oranlarını düĢürdüğünü gözlemlemiĢlerdir. Oysa Whittingham (1977) ve 

Mandelbaum ve ark (1988) kumuluslu ve kumulussuz kriyoprezerve fare ve 

hamster oositleri arasında canlılık oranları bakımından herhangi bir farklılık 

bulamamıĢlardır (Whittingham 1977, Mandelbaum ve ark 1988). Johnson ve 

Pickering (1987) fare oositlerindeki kumulusun varlığının DMSO‟nun toksik 

etkilerini azalttığını ifade etmiĢlerdir ve Johnson (1989) kumulusların çözme 

sonrası hızlıca uzaklaĢtırılmasının kriyoprezerve fare oositlerinin fertilizasyon 

oranlarını daha iyi hale getirdiğini bulmuĢtur. 



89 

 

 

Fabbri ve ark (1998) kumulus kaplı oositlerde kumulussuz oositlere 

göre daha yüksek canlılık, fertilizasyon, embriyo oranları bulmuĢlardır. Bu 

sonuçlar kumulus varlığında canlılık oranlarının arttığını göstermiĢtir. Çünkü 

kumulus KPA‟nın toksik etkisine karĢı daha koruyucu görev yapar. 

 

Kumulus hücrelerinin dondurma-çözme sonrası oosit canlılığı 

üzerindeki tartıĢmalı etkilerine rağmen yararlı etkileri de bildirilmiĢtir 

(Imoedemhe ve Sigue 1992, Im ve ark 1997).  Imoedemhe ve Sigue (1992)‟ye 

göre kumulus hücrelerinin varlığı, çözme sonrası periyod sırasında KPA‟ların 

uzaklaĢtırılması ve dengeleme periyodu sırasında KPA‟ların hızlıca hücreye 

giriĢi ve çıkıĢı tarafından indüklenen ozmotik değiĢiklikler ve strese karĢı 

koruyucu görevleri vardır. Bununla birlikte sağlam bir kumulus oosit 

kompleksinin kriyoprezervasyonu zordur. Çünkü oosit için optimal dengeleme 

zamanı küçük kumulus hücrelerinden farklıdır. Bizde çalıĢmamızda kumulus 

hücreleri ile oositin morfolojik ve fizyolojik olarak farklı olmaları sebebiyle 

KPA‟ya karĢı değiĢik permeabilite özellikleri gösterebileceği düĢüncesinden 

yola çıkarak oositleri hyaluronidaz enziminden geçirerek kumulus hücrelerini 

vitrifikasyondan elimine ettik.   

 

 Vitrifikasyon prosesinde önemli basamaklardan birisi uygun ve en az 

toksik bir vitrifikasyon solüsyonunun seçimidir (Yavin ve Arav 2007). Ġlk 

vitrifikasyon çalıĢmalarında çok yüksek konsantrasyonlu KPA‟lar kullanılmıĢ ve 

bu nedenle çalıĢmalar kısıtlanmıĢtır. Daha güvenli vitrifikasyon solüsyonlarının 

geliĢimi insandaki klinik uygulamalara ıĢık tutmuĢtur Soğutma oranlarının 

artması için dizayn edilen vitrifikasyon metodları geliĢtikçe, daha ümit verici 

sonuçlar elde edilmiĢtir. YavaĢ soğutma tekniğine nazaran vitrifikasyon 
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solüsyonlarında kullanılan KPA‟ların konsantrasyonu ve seçimi baĢarı 

oranlarını etkilemiĢtir (Mullen ve ark 2008).  

 

Ġnsan oositlerinin DMSO ile baĢarılı bir Ģekilde dondurulmasına rağmen 

(Katayama ve ark 2003), fare oositlerinde yavaĢ soğutma ile yapılan önceki 

çalıĢmalar DMSO‟nun mikrofilament organizasyonunu etkilediğini (Vincent ve 

ark 1990a) ve kromozomal anomalileri arttırdığını göstermiĢtir (Bouquet ve 

ark 1995). Aksine Johnson ve Pickering (1987) yaptıkları bir çalıĢmada 

DMSO‟nun tübülindeki stabilize etkisini kanıtlamıĢlardır. Lucena ve ark (2006) 

DMSO‟nun iğ polimerizasyonunda yararlı bir etkiye sahip olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir. DMSO‟nun bu avantaj ve dezavantajları bir araya getirilmiĢ ve 

insan oositleri için spesifik olan daha uygun bir KPA‟nın araĢtırılması gerektiği 

vurgulanmıĢtır. 

 

EG düĢük toksisite özelliği ve hücrelere yüksek permeasyon özelliği ile 

vitrifikasyon solüsyonlarının önemli bir komponentidir. Bazı araĢtırmacılar tek 

bir KPA‟nın konsantrasyonunu düĢürmek için DMSO ya da PROH gibi diğer 

permeabl ajanları kombine kullanmıĢlardır. Bu iĢlem tek bir KPA‟nın spesifik 

toksisitesini düĢürür (Hiraoka ve ark 2004, Chian ve ark 2005, Isachenko ve ark 

2006).  

 

Ali ve Shelton (1993) toksisiteyi azaltmak için 5,5M EG ve 1M 

sükrozdan oluĢmuĢ vitrifikasyon solüsyonu geliĢtirmiĢlerdir. Chen ve ark 

(2000) insan oositlerinin vitrifikasyonu için hazırlanmıĢ bu solüsyonu 

kullanmıĢlar ve yüksek canlılık oranlarına ulaĢmıĢlardır. Yine aynı Ģekilde 

Kuwayama ve ark (2005b) yaptıkları bir çalıĢmada Cryotop metodu ile 

oositleri kriyoprezerve etmiĢler ve KPA olarak EG ve sükroz kullanmıĢlardır. 

Vitrifiye edilen 64 oositten %90,8‟lik canlılık oranı, %89,6‟lık bir fertilizasyon 
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oranı, transer baĢına %41,4‟lük bir gebelik oranı elde etmiĢlerdir. Gebelik 

devamı ve canlı doğum oranı ise transfer baĢına %34,5‟tir.   

 

Yapılan çalıĢmada yüksek konsantrasyonlu KPA‟ların toksik etkisini 

azaltmak için kombine bir karıĢım olarak EG+DMSO+sükroz kullandık. 

Optimizasyon çalıĢmasının 3 grubunda da belli oranlarda fertilizasyon elde 

ederek ilgili makalelerin verilerinde, tek bir KPA‟nın kullanımı yerine kombine 

KPA kullanımının daha iyi sonuçlar verdiğini desteklemiĢ olduk  

 

Sükroz gibi non-permeabl KPA‟lar permeabl KPA‟ların 

konsantrasyonunu düĢürerek vitrifikasyon ve dehidrasyonu kolaylaĢtırır (Chen 

ve Yang 2007).  

 

ÇalıĢmalarda vitrifikasyon solüsyonlarında kullanılan artmıĢ sükroz 

konsantrasyonlarının canlılık ve fertilizasyonu arttırmasına rağmen bunu 

takibeden implantasyon oranlarının (%5,2) ve gebeliklerin (transfer baĢına 

%9,7 embriyo) düĢük olduğu gözlenmiĢtir (Borini ve ark 2006).    

 

Borini ve ark (2006)‟nın buldukları bu oranlar ile birlikte yayınlanan 

düĢük oranları, taze oositler kullanılarak yapılan gebeliklerle karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Levi Setti ve ark (2006) %33 gibi yüksek düĢük oranları gözlemiĢlerdir. 

Dehidrasyon basamağındaki yüksek sükroz oranları ile birlikte implantasyon 

döneminde geliĢimsel yeteneğin niçin düĢtüğünün anlaĢılması güçtür. Bianchi 

ve ark (2006) yükselmiĢ sükroz konsantrasyonlarının hızlı bir dehidrasyona 

sebep olacağı teorisinde bulunmuĢlardır. AraĢtırmacılara göre 0,3M sükroz 

hücre viabilitesi için zararlı olduğuna inanılan eĢik değerini aĢar. OluĢan hücre 

büzülmesi oosit için travmatik olabilir.  

 



92 

 

Hangi KPA kullanılırsa kullanılsın toksisiteyi ve ozmotik hasarı minimize 

etmek için KPA konsantrasyonunun düĢmesi kriyocanlılığı ve ardından gelen 

gebelik oranlarını geliĢtirmek için çok önemlidir. Örneğin, EG 

konsantrasyonunun 6,8M‟dan 5M‟a düĢmesi blastosist oranlarını %24‟den 

%50‟ye çıkarır (Kuwayama ve ark 2005a).  

 

Son zamanlarda oosit ve embriyoların %15 EG ve %15 DMSO ya da 

PROH ve 0,5M sükrozdan oluĢmuĢ konsantre vitrifikasyon solüsyonları 

kullanılarak minimum volüm metodu ile vitrifiye edilebildiği bildirilmiĢtir. Bu 

strateji vitrifikasyon solüsyonlarının toksisitesini azaltır. (Chian ve ark 2005, 

Hiraoka ve ark 2004).  

 

%7,5 EG ve % 7,5 DMSO ile 0,5M sükrozdan oluĢan kombine bir 

solüsyon taze ve vitrifiye oositleri karĢılaĢtırmak için yapılan çalıĢmalarda 

kullanılmıĢtır. Vitrifiye edilen oositler 1 saat bekletilip çözülmüĢ ve taze 

oositlerle aynı zamanlarda insemine edilmiĢtir. %96,7‟lik bir canlılık oranı elde 

edilmiĢtir. Bunu takibeden fertilizasyon oranları %76,3‟tür ve taze oositlerle 

arasında önemli bir farklılık bulunmamıĢtır (%82,2). Vitrifiye edilmiĢ grupta 

%40,8‟lik implantasyon oranları ile birlikte iyi blastosist geliĢimleri 

gözlenmiĢtir (20/49). Taze grupta tek bir ET gerçekleĢtirilmiĢtir (Cobo ve ark 

2008). Bu çalıĢmada Cobo ve ark (2008) 3 yavaĢ soğutma metodunu (PrOH 

1,5M+0,2M sükroz; PrOH 1,5M+0,3M sükroz; PrOH 1,5M+0,3M sükroz) 

vitrifikasyon metodu ile karĢılaĢtırmıĢlar ve mayotik iğlere etkilerini 

değerlendirmiĢlerdir. Vitrifiye edilen oositlerin daha yüksek canlılık oranları 

göstermelerine rağmen yavaĢ soğutmaya göre anlamlı bir farklılık 

bulunmamıĢtır. 4 protokolün tamamında da normal mayotik iğler 

gözlenmiĢtir. Bununla birlikte bir fiksasyon ya da boyama tekniği ile 

repolimerizasyonun dinamikliğini göstermek mümkün olmamıĢtır. 
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Ali ve Shelton (1993) toksisiteyi azaltmak için 5,5M EG ve 1M 

sükrozdan oluĢmuĢ vitrifikasyon solüsyonu geliĢtirmiĢlerdir. Chen ve ark 

(2000) insan oositlerinin vitrifikasyonu için hazırlanmıĢ bu solüsyonu 

kullanmıĢlar ve yüksek canlılık oranlarına ulaĢmıĢlardır. Kuleshova ve ark 

(1999) da yaptıkları bir çalıĢmada 17 insan oositini %40 EG ve 0,6M sükroz 

kullanarak OPS ile vitrifiye etmiĢler ve ilk canlı doğumu bildirirken Yoon ve ark 

(2003) da ilk geniĢ çaplı insan oosit vitrifikasyonunu yayınlamıĢlardır. 

ÇalıĢmacılar 474 kumulus oosit kompleksi (matür ve immatür) 5,5M EG ve 1M 

sükroz kullanarak vitrifiye etmiĢlerdir. Maksimum soğutma oranları elde 

etmek için oositler EM gride yüklenmiĢlerdir. AraĢtırmacılar %68,7‟lik bir 

canlılık oranı, %71,7‟lik bir fertilizasyon oranı ve %6,4‟lük bir implantasyon 

oranı ve transfer baĢına %30 klinik gebelik ve canlı doğum oranı elde 

etmiĢlerdir (%21,4). Bununla beraber Porcu ve ark (2000) insan oositleri ile 

ilgili yaptıkları bir çalıĢmada 0,2 M‟dan daha yüksek sükroz konsantrasyonu ile 

birlikte 1,5M PROH kullanmıĢlar ve çözme sonrası %59‟luk bir canlılık oranı 

elde etmiĢlerdir.  

 

Farklı çalıĢmalarda vitrifikasyonun son basamağında değiĢik 

molaritelerde sükroz ilaveleri yapılmaktadır. Bizde çalıĢmamızda insan 

oositlerinin morfolojik verilerini göz önüne aldığımızda vitrifikasyon 

solüsyonuna 1M sükroz ekledik.  

 

Devitrifikasyonu önlemek için çözme hızı da önemlidir. EM Grids, 

Cryoloop ya da Cryotop gibi minimum volüm metodları dilüsyon 

medyumlarının içine batırılır. Oositler dilüsyon medyumu ile hemen temasa 

geçerler (Chen ve Yang 2007). Vitrifiye edilmiĢ oositler çözme sonrası ozmotik 

strese daha hassastırlar. ÇalıĢmamızda bu düĢünceyi doğrulamıĢtır. ĠĢleme 
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aldığımız oositlerden bazılarında vitrifikasyon iĢlemi sırasında hacimsel olarak 

yavaĢ bir büzülme ve ĢiĢme gerçekleĢse bile aynı oositin çözme iĢlemi 

sırasında ani hacim artıĢı ĢekillenmiĢse ilerleyen dakikalar içerisinde hücreler 

patlamıĢ ve canlılıklarını kaybetmiĢlerdir. Ozmotik bir tampon olarak sükroz 

içeren basamaklı bir dilüsyon, permeabl KPA‟lardan kaynaklanan aĢırı ĢiĢmeyi 

önlemek için yaygın olarak kullanılır.  

  

Bianchi ve ark (2006) yaptıkları bir çalıĢmada 0,2M sükroz ilaveli 1,5M 

PrOH‟da oositleri dondurmuĢlar ve oositleri 0,3M sükroz içeren azalan 

konsantrasyonlardaki medyumlara maruz bırakarak çözme sonrası oositleri 

rehidrate etmiĢlerdir. 403 çözünmüĢ oositten bir grup %75,9 oranında canlılık 

göstermiĢler ve ICSI sonrası fertilizasyon oranları %76,2 bulunmuĢtur. 

%13,5‟lik bir implantasyon oranı ile birlikte gebelik oranları ET baĢına %21,3 

olarak rapor edilmiĢtir. Bu metod kullanılarak elde edilen düĢük oranları 

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

 

Chen ve Yang (2009) yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada oositleri 15 dk 

%7,5 EG, %7,5 DMSO ve %20 SSS‟den oluĢan dengeleme solüsyonunda 

beklettikten sonra 1dk  %15 EG ve  %15 DMSO ve 0,5M sükrozdan oluĢan 

vitrifikasyon solüsyonuna maruz bırakmıĢlardır. Vitrifiye edilen oositleri 

Cryotop‟a yükleyip LN2‟de saklamıĢlardır. Çözme iĢleminde Cryotop doğrudan 

1M sükroz içeren solüsyonda 37ºC‟de 1 dk arkasından 0,5M ve 0,25M 

sükrozda oda sıcaklığında 3‟er dk bekletilmiĢtir. 2 saatlik bir inkübasyon 

sonrası insemine edilen oositlerde %95‟lik bir canlılık oranı ve %33-57‟lik bir 

gebelik oranı elde etmiĢlerdir.  

 

ÇalıĢma gruplarında kullandığımız farklı sükroz oranlarını 

karĢılaĢtırdığımızda insan oositleri için 0,5M‟dan baĢlayıp kademeli olarak 
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düĢen sükroz oranlarının %70‟lik bir fertilizasyon oranı verdiğini bulduk. Oysa 

ki 1,25M sükrozdan baĢlayan Grup III oositleri çözme sonrası düĢük 

fertilizasyon oranlarına sahiptir (%28).  

 

Oositlerin ozmotik ĢiĢmeye olan hassasiyeti iyi bilinir. Ozmotik ĢiĢme 

kriyoprezerve hücrelerden KPA‟ların uzaklaĢtırılması sırasında meydana gelir. 

Dahası kriyoprezerve hücreler çözme sonrası ozmotik ĢiĢmeye taze 

oositlerden daha hassastır (Liebermann ve ark 2002a). 

 

Çözme, KPA‟ların dilüsyonu ve kriyoprezerve oositlerin rehidrasyonu 

önemli basamaklardır. Çözme sırasında dejenerasyonu önlemek için ve 

ozmotik Ģoku minimize etmek için optimal bir metoda ihtiyaç olduğu ifade 

edilmektedir. (Coticchio ve ark 2007).  

 

Chen ve ark (2005) yaptıkları bir çalıĢmada çözme sonrası 3 saatlik bir 

inkübasyon süresinin ve inkübasyon periyodunun önemini ileri sürmüĢlerdir. 

Bir çalıĢmada 2 saatlik inkübasyonla birlikte mükemmel gebelik oranları rapor 

edilmiĢtir (Kuwayama ve ark 2005a).   

 

Rienzi ve ark (2004) tarafından 56 MII oositinde polscope optics 

kullanılarak iğlerin gösterilmesi sağlanmıĢtır. Ġğler KPA solüsyonlarında 

bozulmadan kalmıĢtır. Fakat çözme sonrası iğler sadece çözme solüsyonunda 

canlı kalan %31,3 oositte saptanmıĢtır. 1. KPA‟nın uzaklaĢtırılmasından sonra 

bütün canlı oositlerde iğ depolimerizasyonu meydana gelmiĢtir. Bununla 

birlikte iğler 37°C‟de 3 saat inkübasyondan sonra bütün oositlerde yeniden 

düzenlenmiĢlerdir.   
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Chen ve ark (2001) yaptıkları bir çalıĢmada vitrifiye edilmiĢ fare 

oositlerinin çözme sonrası hemen ya da 1 saatlik inkübasyonundan sonra 

döllenmesi sonucu oluĢan fertilizasyon ve blastosist oranları kontrol 

örneklerinkinden önemli ölçüde düĢüktür. Fakat 2-3 saat inkübasyondan 

sonra döllendikleri zaman geliĢme göstermiĢlerdir.  

 

Gook ve ark (1993) yaptıkları bir çalıĢmada 1 saatlik inkübasyonda 

normal iğ yapısı %81 olan kontrol örneklerle karĢılaĢtırıldığında çözme sonrası 

oositlerin %60‟ında normal iğ yapısı gözlemiĢlerdir. 

 

Ciotti ve ark (2009) yaptıkları bir çalıĢmada iğ yapısının yavaĢ 

soğutmaya nazaran vitrifikasyonda daha hızlı toparlandığını rapor etmiĢlerdir. 

Eroglu ve ark (1998) yaptıkları bir çalıĢmada kriyoprezerve edilen fare 

oositlerinin çözme sonrası hemen döllenmesinin iğlerin düzenlenmesinde, 2. 

polar cisimcik atımında bozukluklara ve digyny (diploid ovum) oranında 

artıĢlara sebep olduğunu gözlemiĢlerdir. Matür oositler spesifik iğ sistemi ile 

MII basamağında durmuĢlardır. Fertilizasyon sonrası bir spermin giriĢi ile 

intrasellüler Ca+2 artıĢı gerçekleĢir ve sitostatik faktörler azalır (Edwards ve 

Brody 1995). Oosit 2. mayozunu tamamlar ve 2. polar cisimcik atılır. Matür 

oosit uygun zamanda fertilize olmuĢ olmalıdır. Yoksa dejenere olur. Matür 

oositlerin geciken inseminasyonları geliĢen embriyoların sağlığını tehlikeye 

atar (Gook ve ark 1994).    

 

Chen ve ark (2000b) iğlerin immünofloresans boyanması ile fare 

oositlerinin intrasellüler kriyohasarını incelemiĢlerdir. Çözme sonrası 1-3 saat 

inkübasyonun normal iğ yapısına sahip oosit oranlarını arttırdığını 

gözlemiĢlerdir. Ġğler KPA‟lara ve düĢük sıcaklıklara çok hassastır. Çözme 

sonrası hemen analiz edilen oositlerde Ģiddetli organizasyon bozukluğu ve 
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iğlerin kayboluĢu gözlenir (Eroğlu ve ark 1998, Chen ve ark 2000b, Chen ve 

ark 2001). 37ºC‟de 1-3 saatlik inkübasyon ile dondurma ve çözme sonrası 

zaman aralıklarına bağlı olarak çeĢitli basamaklarda iğ yağısının yeniden eski 

haline gelmesi ile sonuçlanır. Chen ve ark (2000b) yapmıĢ oldukları bir 

çalıĢmada vitrifiye edilmiĢ fare oositlerinde çözme sonrası 1 saatlik 

inkübasyonun kromozom ve iğ yapısını düzelttiğini gözlemlemiĢlerdir. Aksine 

Chen ve ark (2001) yaptıkları bir çalıĢmada 2 ya da 3 saatlik bir inkübasyonun 

1 saatlik inkübasyona göre daha yüksek yüzdelerde normal iğ yapısı 

gösterdiğini kanıtlamıĢlardır. Bizde yukarıdaki inkübasyon süreleri ile ilgili 

açıklamaları göz önüne alarak 37°C‟de CO2 inkübatörde yağ altı (parafin oil, 

LifeGlobal) 75µl‟lik embriyo kültür medyumu (Global, LifeGlobal) içerisinde 

inkübasyon süresini 3 saat uyguladık.  

 

ÇalıĢmalar embriyo kalitesini geliĢtiren ve implantasyon oranlarını 

arttıran modifikasyonları keĢfetmeyi gerektirir. Paynter ve ark (2005)‟na göre 

in-vitro ortam ve dondurma-çözme solüsyonlarının sıcaklıkları ile birlikte 

oositlerin solüsyonlardaki bekleme süresi de çok önemlidir. Al-Hasani ve 

Diedrich (1995) dengeleme solüsyonlarına 10dk maruz bırakmanın, insan 

oositlerinin canlılık oranlarını arttırmak için yeterli olduğunu ileri sürmüĢlerdir. 

Bazı araĢtırmacılar oda sıcaklığında oositleri KPA‟lara maruz bırakmıĢlardır 

(Chen ve ark 2000a, Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005b). Fakat 

araĢtırmacıların bazıları da 35-37°C‟de (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003) 

araĢtırmalarını gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bir kısım araĢtırmacı da çözmeyi oda 

sıcaklığında ve dilüsyonu 37ºC‟de gerçekleĢtirmiĢtir (Lucena ve ark 2006, 

Cobo ve ark 2008). 37ºC‟de dilüsyon, prosedür sırasında iğlere daha az hasar 

verir (Ciotti ve ark 2009).  
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Daha yüksek sıcaklıklar hücre membranından permeabl KPA‟ların 

geçiĢini arttırır. Fakat aynı zamanda toksisite de artar. Bu nedenle 37°C‟de 2-

3dk dengeleme solüsyonlarına maruz bırakılırlar ve vitrifikasyon 

solüsyonlarında da 20-30sn bekletilirler (Vajta ve ark 1998, Yoon ve ark 2003). 

Aksine oda sıcaklığında dengeleme solüsyonu için 5-15dk vitrifikasyon 

solüsyonu için 30-60sn‟nin yeterli olduğu düĢünülür. (Chen ve ark 2000a, 

Chian ve ark 2005, Kuwayama ve ark 2005a). Biz ise çalıĢmamızda insan 

oositlerinin dengeleme solüsyonlarına 3,5dk maruz bırakılmasının yeterli 

olacağı fikrine sahibiz. 3 gurubumuzun dengeleme solüsyonunda geçen 

sürelerini incelediğimizde döllenme oranı en yüksek grubun toplam süresi 

3,5dk olan grup olması sebebiyle sürenin yetersiz olmasının KPA‟nın hücreye 

nüfusunu azaltacağı fazla olmasının ise toksisiteyi arttıracağı görüĢündeyiz.   

 

Konsantre KPA‟lara uzun süre maruz bırakmak toksik bir etki oluĢturur. 

120sn vitrifikasyon solüsyonlarında bekletilen insan oositleri 60sn vitrifikasyon 

solüsyonunda bekletilendan daha düĢük fertilizasyon ile sonlanır (Chen ve ark 

2000a). Wood ve ark (1993) yaptıkları bir çalıĢmada yüksek konsantrasyonlu 

KPA‟lara uzun süre maruz bırakmanın fare oositlerinde canlılık oranlarını 

önemli ölçüde değiĢtirdiğini göstermiĢlerdir. Ayrıca Bos-Mikich ve ark (1995) 

soğutmanın dıĢında vitrifikasyon solüsyonlarına 90-100sn gibi uzun süreli 

maruz bırakılırsa aktif fare oositlerinin büyük bir çoğunluğunun 2PN 

basamağında durduğunu (%30) ve kromozomal kondensasyonun meydana 

gelmediğini göstermiĢlerdir. 

 

Damien ve ark (1990) tarafından gözlendiği gibi eğer hücre KPA‟ya 

uzun süre maruz bırakılırsa geliĢim potansiyeli kadar intrasellüler pH‟da 

değiĢecektir. Pichering ve ark (1991) yetersiz bir süre DMSO‟ya maruz kalan 

insan oositlerinin fertilizasyon oranlarının düĢtüğünü bulmuĢlardır. 
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ÇalıĢmamızda oositleri vitrifikasyon solüsyonuna 30-40sn maruz bıraktık. 

Buna rağmen %15‟lik EG+DMSO+sükrozdan oluĢan yüksek 

konsantrasyonlardaki vitrifikasyon solüsyonuna 40sn‟yi aĢan sürelerde (60-

120sn) istem dıĢı olarak maruz bırakılan oositler hemen vitrifikasyon sırasında 

ya da çözme sonrası canlılıklarını kaybetmiĢlerdir. Bu durumu yaptığımız bir 

iĢlem hatası olarak kabul edip çalıĢmamızda değerlendirmeye almamamızla 

birlikte KPA‟ya uzun süreli maruz bırakma durumunda meydana gelebilecek 

problemleri gözlemlemiĢ olduk. 

 

Oosit dondurmanın zamanlaması ve çözmeyi takiben inseminasyon, 

tekniğin baĢarısını maksimize etmek için önemlidir. Parmegiani ve ark (2008) 

oositlerin toplandıktan sonra 2 saat içinde dondurulmasının embriyo kalitesi 

ve klinik sonuçları arttıracağını rapor etmiĢlerdir. ÇözünmüĢ oosit baĢına 

düĢen klinik gebelik oranları oosit toplandıktan sonra 3 saat içinde 

dondurulursa %2,9 eğer toplandıktan 2 saat sonra dondurulursa %7,3 

oranındadır. Dozortsev ve ark (2004) yaptıkları bir çalıĢmada insan oositleri 

için ICSI‟nin optimal zamanının hCG verildikten 37-41 saat sonra yapılması 

gerektiğini gözlemiĢlerdir. Bu fertilize oositler en yüksek implantasyon 

oranlarına ulaĢmıĢlardır. Bu nedenle fertilizasyon için optimal süreyi seçmek 

iğlerin yeniden toparlanmasını ve oositin yaĢlanmasını da dikkate alarak 

baĢarılı bir oosit kriyoprezervasyonu için çok önemli olduğu anlaĢılmıĢtır 

(Dozortsev ve ark 2004).  

 

Oositin toplanması genellikle hCG‟den 35 saat sonra gerçekleĢir. 

Oositlerin kriyoprezervasyonu oositler toplandıktan sonra 2 saat içinde 

gerçekleĢtirilir. YavaĢ dondurma protokolü için donma öncesi dengeleme 

süresi ve çözme sonrası dilüsyon zamanı yaklaĢık 1 saattir. ICSI, çözme sonrası 

3 saat içinde (hCG sonrası 41. saat) gerçekleĢtirilir (Chen ve ark 2003, Chen ve 
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ark 2005). Vitrifikasyon, dengeleme ve dilüsyon metodu için 10dk yeterlidir. 

ICSI genellikle çözme sonrası 2 saat içinde gerçekleĢtirilir (hCG‟den 39 saat 

sonra) (Lucena ve ark 2006, Cobo ve ark 2008). Bu nedenle donmuĢ-

çözünmüĢ oositin inseminasyon zamanı optimal bir süredir. Bizde 

çalıĢmamızda oositleri toplandıktan 2 saat sonra vitrifikasyon iĢlemine aldık.  

 

Cobo ve ark (2008) son zamanlarda yaptıkları çalıĢmada oosit 

vitrifikasyonundan elde edilen gebelik oranlarının taze oositler kullanarak elde 

edilen gebelik oranları ile benzer olduğunu rapor etmiĢlerdir. Aksine 

Liebermann ve ark (2002b) çözme sonrası canlılığın, yaĢlı insan oositleri ya da 

baĢarısız fertilize oositlerin ulaĢmıĢ olduğu canlılık oranlarından daha az 

olduğunu bildirmiĢlerdir. Vitrifikasyonun güvenilirliğinin değerlendirilmesi 

baĢka bir problemdir. Çünkü baĢarıyı destekleyen sonuçlar canlı doğumlar ve 

bebeklerin sağlığıdır. Bunun değerlendirilmesi zordur ve literatürde bununla 

ilgili bilgiler yetersizdir. Ġnsan oosit ve embriyoları ile ilgili araĢtırmalardaki 

kısıtlamalar bu çalıĢmalarla ilgili daha sonraki geliĢmelerin değerlendirilmesini 

engellemiĢtir (Yuge ve ark 2003).  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Hücre, doku ve kısmi olarak organların farklı amaçlar için dondurularak 

saklanması günümüzde yaygın hale gelmiĢtir. Kriyoprezervasyon uygulamaları 

fizyolojik olmayan ve ciddi ısı ile osmotik değiĢikliklere ihtiyaç duyan güncel 

laboratuar uygulamalarıdır. 

 

Kadınların toplumdaki yerinin hızla değiĢmesi, kariyer yapan kadın 

sayısındaki artma, evlenme yaĢının ilerlemesi gibi nedenlerle çocuk doğurma 

planlarını erteleyen çift sayısı da giderek artmaktadır. Kadın yaĢının 

ilerlemesiyle birlikte yumurtalık rezervi azalmakta ve bunun sonucunda da 

doğurganlık potansiyeli düĢmektedir. Özellikle ailede erken menopoz öyküsü, 

geçirilmiĢ yumurtalık cerrahisi, kemoterapi veya radyoterapi öyküsü olan 

kadınlarda, ailesinde yumurtalık kanseri, meme kanseri öyküsü olan 

hastalarda, turner sendromu gibi genetik hastalıklar, kist veya endometriozis 

gibi tekrarlayan hastalıklara sahip kadınlarda, endometriozisin tedavisi için 

ovaryumların alınması veya genital organ kanserleri gibi erken yaĢta 

infertiliteye neden olan hastalıklarda fertilitenin devamı için kriyoprezervasyon 

uygulamaları yeni ufuklar açmıĢtır. 

 

Ġnsan gamet hücrelerinin kriyoprezervasyonunun YÜT‟te önemli bir 

iĢlevi vardır. Bu teknik ovarial stimülasyonu sonucunda hastaların yüksek 
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oranlarda gonadotropinlere maruz bırakılmadan gebelik oranlarının 

arttırılmasında oldukça etkilidir. Kanser gibi hastalıklarda tüp bebek tedavisi 

sonrası elde edilen oositlerin döllenmesini takiben iyi kalitede artan oositler 

doktor ve eĢlerin birlikte karar vermesiyle dondurulabilir. Eğer taze embriyo 

transferi yapılan siklusta, gebelik oluĢmazsa dondurulan oositler çözülür ve 

döllenerek bu tip anne adayına herhangi bir hormon tedavisi yapılmaksızın 

transfer edilebilir. 

 

Ġnsan gamet hücrelerinin çeĢitli nedenlerden dolayı dondurulması 

ihtiyacına karĢılık vitrifikasyon yöntemi YÜT‟te bir çözüm haline gelmiĢtir.  

 

Endikasyonu konulmak Ģartıyla kadına ait oosit, erkeğe ait sperm 

hücrelerinin, embriyoların ve çeĢitli dokuların dondurularak saklanabilmesi, 

yıllar sonra ihtiyaç halinde kullanma olanağı sağladığı için gerek hastalar 

gerekse tüpbebek teknolojisinin geliĢimi açısından çok önemlidir. Yapılan 

çalıĢmalar sonucunda, vitrifikasyon denilen dondurma sistemi geliĢtirilmiĢtir. 

Vitrifikasyonda, buz kristallerinin hiç Ģekillenmeden camsı bir durum 

oluĢturularak hücrelerin, dokuların ve kısmi olarak organların direkt olarak sıvı 

azot içerisine daldırılmasıyla dondurulmaları sağlanmaktadır. Bu yöntemle 

yukarıda adı geçen yapılar minimum hasarla yıllarca saklanabilmekte ve 

ihtiyaç halinde kullanılabilmektedir.  

 

Dondurma ve çözmenin hücre üzerinde ayrı ayrı ve beraber olumsuz 

etkileri olduğu bilinmesine karĢın çok güçlü bir endikasyon alanının bulunmuĢ 

olması iĢlemin yapılmasını zorunlu kılmaktadır.  

 

ÇalıĢmamızda vitrifikasyon sonrası matür oositlerin iĢlemden ne kadar 

etkilendiğinin ortaya konmasında değerlendirme unsuru olarak fertilize olma 
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parametresini kullandık. Ġnfertil hastaların iĢlem sonrası artan oositlerini 

değiĢen yüzdelerde solüsyonlara farklı sürelerde tutarak vitrifikasyonlarını 

gerçekleĢtirdik ve arkasından dondurmuĢ olduğumuz oositleri farklı 

molaritelerdeki sükroz içeren çözme solüsyonlarına maruz bıraktık.  

 

Bu amaç için hazırlanan modellemelerde vitrifikasyon ve çözme için 

farklı süreler ve yüzdeler kullanıldı ve sonuçlar oosit çapı, alan/ hacim oranları 

gibi morfometrik gözlemler ve fertilizasyon bulguları ile değerlendirildi. Buna 

göre Grup I %3,75 - %5 - %7,5 dengeleme solüsyon oranındaki 3,5dk süreyle 

ve çözme solüsyonundaki 0,5M - 0,2M sükroz oranıyla morfometrik analizde 

bahsedilen parametrelerle ilgili olarak vitrifikasyon öncesi ve sonrası ölçümü 

yapılan oositlerde herhangi bir farklılık gözlenmemiĢtir ve en yüksek 

fertilizasyon oranını vermiĢtir.  

   

Gruplararası karĢılaĢtırmalarda vitrifikasyon solüsyon yüzdelerinin 

toksik etki oluĢturmayacak en yüksek konsantrasyonda seçilmesi gerektiği 

düĢüncesi ile birlikte insan oositlerinin diğer türlerin oositlerine göre soğuğa 

daha hassas olduğu bilgisi ıĢığında vitrifikasyon solüsyonlarının yüksek 

yüzdelerde kullanılması durumunda maruziyet süresi azaltılmalıdır.  

Vitrifikasyon tekniği ile oosit dondurma günümüz klinik verilerine 

dayanarak artmıĢ çözme sonrası yaĢam ve baĢarı oranları ile insan gamet ve 

embriyolarının kriyoprezervasyonunda tercih edilmesi gereken bir metod 

olarak nitelendirilmiĢtir. 

 

Ek olarak her ne kadar günümüze kadar doğan bebeklerde tüp bebek 

yöntemiyle doğan bebeklere göre olumsuz bir etkiye rastlanmamakta ise de 

vitrifikasyon ile elde edilen hücrelerin genetik yapıları hakkında yeni 

araĢtırmalara ihtiyaç vardır. 
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Bu verilerin çok yakın gelecekte çözümlenmesiyle birlikte vitrifikasyon 

yöntemi klinik tüp bebek laboratuvarlarında rutinde kullanılan dondurma 

tekniği olarak yerini alacaktır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ÖZET 

 

T.C. 

SELÇUK ÜNĠVERSĠTESĠ 

SAĞLIK BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 
 

Kadın Gamet Hücresinde Optimal Vitrifikasyon Araştırması 

 

 

“Aslıhan ŞAYLAN” 

 

Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ KONYA-2011 

 

Ġnsan oosit, sperm, embriyo ve ovarial dokunun endikasyonu konmak Ģartıyla 

dondurularak saklanabilmesi gerek hastalar gerekse tüp bebek teknolojisinin geliĢimi 
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açısından büyük önem taĢımaktadır. Vitrifikasyon, krioprotektan kullanılarak materyalin ve 

sıvıların yüksek soğutmada buz oluĢturmadan camsı bir faza geçtiği yöntemdir. Oositlerin 

büyüklüğü, Ģekli, geçirgenliği, kalitesi, ait olduğu tür ve geliĢim dönemi baĢarılı bir dondurma 

için önemli özelliklerdir. Ġnsan oositlerinin dondurulmasında kullanılan kriyoprotektif ajanlar 

soğuk Ģoku ve donma esnasında geliĢen diğer hasarlara karĢı koruma sağlarlar. 

Kriyoprotektanların optimum ilave oranları ve maruz bırakma süreleri türe özgü olmakta ve 

spesifik hücre parametrelerinin bilinmesini gerektirmektedir.  

 

112 adet insan MII oositlerinde yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada vitrifikasyon iĢlemi için 

oositler, her bir grup için farklı dengeleme solüsyon yüzdelerine, dengeleme solüsyonuna 

maruz bırakma sürelerine ve çözme solüsyonundaki sükroz molaritelerine göre 4 gruba 

ayrılmıĢlardır. Grup I oositleri dengeleme solüsyonu olarak HEPES bazlı EG+DMSO‟dan oluĢan 

%3,75 - %5 - %7,5‟luk solüsyonlarda 3,5dk, Grup II oositleri %1,37 - %3,75 - %7,5‟lık 

solüsyonlarda 7-9dk, Grup III oositleri %3,75-%5-%7,5‟luk solüsyonlarda 7-9dk, Grup IV 

oositleri ise %1,37 - %3,5 - %5 - %10‟luk solüsyonlarda 3,5 dk bekletilmiĢtir ve arkasından her 

grubun oositleri 30-40sn vitrifikasyon solüsyonunda tutularak fibreplug‟a yüklenip sıvı azota 

atılmıĢtır. 2 saat sonra sıvı azottan çıkarılan Grup I oositleri 0,5M - 0,2M, Grup II 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 

bazlı sükroz ilaveli çözme solüsyonlarından sırasıyla molaritesi çoktan aza doğru 5dk 

içerisinde geçirilmiĢtir. Tüm oositlere 3 saatlik bir inkübasyon sonrası ICSI iĢlemi uygulanmıĢ 

olup 18-20. saat 2PN kontrolleri yapılmıĢtır. Oositler vitrifikasyon öncesi ve çözme sonrası 

morfometrik ve fertilizasyon oranları açısından değerlendirilmiĢtir. Yapılan değerlendirmede 

Grup I‟in diğer gruplara göre yüksek fertilizasyon oranlarına sahip olduğu, Grup III‟te ise 

sadece oosit çapında vitrifikasyon öncesi ve çözme sonrası ölçümlerde istatistiksel farklılık 

gözlenmiĢtir.    

 

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 I is %3,75 - %5 - %7,5; 3,5 minute 

for Group II is %1,37 - %3,75 - %7,5; 7-9 minute for Group III %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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EK.B: Bilgilendirilmiş Onay Formu 

 

Aşağıdaki konularda hastaya gerekli tüm bilgiler 

verilmelidir.Hazırlanacak olan HASTA ONAM FORMUNUZ ayrıntılı olarak 

aşağıdaki sıralamaya ve çalışmanızın niteliğine uygun bir şekilde 

hazırlanarak çalışma dosyanıza konulacaktır 

 
a- AraĢtırma, tüpbebek tedavisi için baĢvuru yapmıĢ hastaların yumurta toplama 

günü elde edilen ve kullanılmayacak atık hedefli yumurtalarının ultra-hızlı dondurulmasına 

(vitrifikasyonuna ) yönelik bir çalıĢmadır. ÇalıĢmanın sonucunda yumurtaların ultra-hızlı 

dondurulması (Vitrifikasyonu) baĢarıyla sonuçlandırılırsa Tüpbebek hastaları ileriki 

dönemlerde bundan yarar sağlayacaktır. ÇalıĢmada hastanın aleyhine iĢleyen herhangi bir 

durum olmadığı gibi bir risk unsuru da taĢımamaktır.   

 

b- Yumurta dondurulması ile ilgili yavaĢ dondurma metodları Ģu anda 

kullanılmaktadır. 

c- AraĢtırma süresi 12 aydır.  

              d- Artık yumurtalarla yapılacak olan çalıĢma, hastaya herhangi bir mali yük 

getirmeyecektir.   

e- Hastanın kimlik bilgileri gizli tutulacaktır. Ancak elde edilen bulgular kullanılacaktır.  

f- AraĢtırmada toplam 100 adet yumurta hücresi kullanılması planlanmıĢtır.   

g-ÇalıĢma süreci içinde herhangi bir nedenle baĢvurulacak doktorun,  

adı-soyadı :  Prof. Dr. Selçuk DUMAN                     tel. no : 05054075670 

 

h- Hasta çalıĢmaya herhangi bir nedenle gönüllü olmadığı takdirde araĢtırıcı hastayı 

çalıĢma dıĢı bırakacaktır.  

i- Gönüllü, çalıĢmanın herhangi bir zaman diliminde çalıĢmadan vazgeçme ve ayrılma 

hakkına sahiptir.  

             

Yukarıda gönüllüye araĢtırmadan önce verilmesi gereken bilgileri gösteren metni okudum. 

Bunlar hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. Bu koĢullarda söz konusu Klinik 

AraĢtırmaya kendi rızamla, hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın katılmayı kabul ediyorum.  

                                    23/02/ 

2009 

Gönüllünün Adı soyadı,  Ġmzası, Adresi (varsa telefon/faks no.) 

 

Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin adı  soyadı,  imzası (varsa 

telefon/faks no.) 

 

Açıklamaları yapan araĢtırıcının Adı soyadı,  Ġmzası: 
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Aslıhan ġAYLAN 

 

Herhangi bir nedenle baĢvurulacak doktorun Adı soyadı, Ġmzası (varsa  telefon/faks no.) 

Doç. Dr. T. Murad AKTAN                                      Tel. No: 05379609694 

 

Rıza alma iĢlemine baĢından sonuna kadar tanıklık eden kiĢinin adı soyadı 

Ayten ġAHĠN (HemĢire) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. ÖZGEÇMİŞ 

 

1985 yılı Ġzmir doğumludur. Ġlköğrenimini 1999 yılında Ġzmir EĢrefpaĢa 

Tınaztepe Ġlköğretim Okulu‟nda tamamladıktan sonra lise eğitimini 2002 

yılında Ġzmir EĢrefpaĢa Lisesi‟nde tamamladı. 2007 yılında Konya Selçuk 

Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji bölümünden mezun olduktan 

sonra 2008 yılında Selçuk Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji AD‟da yüksek lisans eğitimine baĢladı. 

 

 

 

 


