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Blastosist sathasindaki sigir embriyolarmin eldesi ve sogugun zararli etkilerinden
korunmasi, hayvansal iiretimde, klonlamada, transgenik teknolojide, tibbi biyoteknolojide ve

gen bankaciliginda olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Bu ¢aligmanm amaci, farkli in vitro déllenme (IVF) yontemlerinin ve soliisyonlarmin
in vitro s1g1r blastosist iiretimi lizerine etkilerini ve blastosistlerin kati1 ylizey camsi yapi
dondurma ve klasik camsi yapi1 dondurma yontemleri kullamilarak dondurulup
¢oziindiiriilmesi ve ¢oziindlirme sonrasi canlilik oranlar1 ve toplam ¢ekirdek sayilarinin yani

blastosistlerin i¢ hiicre sayilarinimn arastirilmasidir.

Calismada, yumurtalarin in vitro olgunlastirma ve dollenme stirelerinin, farkli (QACM,
QABM, KSOM ve SOF) Kkiiltiir soliisyonlarinin, soliisyona katilan betamerkaptoethanoliin
blastosist olusumu {izerine etkileri arastirilmistir. Bu calismalar1 takiben elde edilen
blastosistlerin kat1 yiizey camsi1 yap1 dondurma ve klasik camsi yap1 dondurma yontemlerinin

blastosist canlilik ve hiicre sayilarina etkisi arastirilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda QACM, QABM, KSOM ve SOF Kkiiltiir
soliisyonlarmin blastosist gelisimi iizerine etkisinin arastirildigi calismada, QACM (Quinn’in

Avantaj Yariklanma Soliisyonu) ve QABM’de (Quinn’in Avantaj Blastosist Soliisyonu) 72



saat ara ile yapilan kiiltiir sonucunda %15.9 oraninda blastosist eldesi gerceklesirken, KSOM
(Potasyumu optimize edilmis Solsyonu)-SOF (Koyun Oviduk Soliisyonu) soliisyonlarinda 48
saat ara ile yapilan kiiltiir sonucunda %1.7 oraninda blastosist elde edilmistir (P<0.05). Kat1
ylizey camsi yapt dondurma ve klasik camsi yap1 dondurma yontemleri ile dondurulan
blastosistlerin ¢oziildiikten sonraki canlilik oranlar1 sirasiyla %82.6 ve %34.8 olmakla birlikte
dondurulup ¢6ziindiiriilme islemi uygulanmayan blastosistlerin bulundugu kontrol grubunda
%100 olmaktadir. Kat1 ylizey camsi yapt dondurma yonteminin uygulandigi blastosistlerin
ortalama c¢ekirdek sayis1 (124) klasik camsi yapi1 dondurma yonteminin uygulandigi
blastosistlerden (104) yliksek bulunmustur. Kontrol grubu yani herhangi bir dondurma ve
¢coziindlirme islemine tabi tutulmamis blastosistlerin toplam i¢ hiicre (¢ekirdek) sayilari ise

213 olarak tespit edilmistir (p<0.05).

Sonug olarak, IVF yontemi kullanilarak elde edilen embriyolarm QACM ve QABM
soliisyonlarinda 72 saat ara ile yapilan kiiltiir sonucunda elde edilen blastosist oranin, KSOM-
SOF soliisyonlarinda 48 saat ara ile yapilan kiiltiir sonucuna gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica canliligmi siirdiiren yani diizglin zona pelisudaya sahip, parlak
goriiniimlii blastosist oran1 ve ortalama i¢ hiicre sayisi, kat1 ylizey camsi yapi1 dondurma
yonteminin kullanildig1 grupta, klasik camsi yap1 dondurma yonteminden yiiksek olmustur.
Iki dondurma grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Calismanm
sonuclar1 elde edilen IVF ve embriyo dondurma protokollerinin hayvan {ireme
biyoteknolojisinde ve transgenik hayvan {retimin de efektif olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Blastosist, Klonlama, Transgenik Teknoloji.
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ABSTRACT

PhD Thesis

THE EFFECT OF SOLUTIONS ON /N VITRO PRODUCED BOVINE
BLASTOCYSTS AND FREEZING OF BLASTOCYSTS IN DIFFERET
CRYOPRESERVATION METHODS

Tolga AKKOC

Namik Kemal University Natural and Applied Science Institute
Department of Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. M. Ihsan SOYSAL

2nd Supervisor: Prof. Dr. Haydar BAGIS

In vitro production and cryopreservation of bovine blastocysts are important for

animal breeding, cloning, transgenic technology, medical technology and gene banking.

The aim of this study is to investigate the effect of different in vitro fertilization (IVF)
methods and solutions on producing bovine blastocysts, and vitrification and warming of
blastocysts both solid surface vitrification (SSV) and classic vitrification techniques. And

finally to research the viability rate and total nuclei number of warmed blastocysts.

In this study, the effect of maturation period and betamercaptoethanol on oocyte
maturation and blastocysts development, the effect of QACM, QABM, KSOM and SOF
embryo culture mediums and fertilization period and finally the effect of different culture
mediums on blastocysts development were investigated. As a continuation of this study
blastocysts were vitrifed with SSV and classic vitrificaiton techniques. The effect of these

vitrification techniques on survivability and total nuclei number of blastocysts investigated.

In comparison of different culture mediums on blastocysts development, in in vitro

culture with QACM (Quinn’s Advantage Cleavage Medium) and QABM (Quinn’s Advantage

il



Blastocyst Medium) at 72 hour produced higher blastocysts stage embryo rate (15.9 %), while
KSOM-SOF solution showed 1.7% of blastosist stage after 48 hours (p<0.05). The viability
rate of blastocysts that vitrified with SSV and Classic vitrification techniques were 82.6% and
34.8% respectively. Viability rate of Non-vitrified blastocyst as a control group were found
100%. Total nuclei number of vitrified-warmed, non vitrified group and control were 124,104

and 213 respectively (p<0.05).

As a result, the blastocysts rate of in vitro produced IVF embryos by culture with
QACM and QABM for 72 hours found to be higher than cultured embryos with KSOM
(Potassium Simolex Optimised Medim) and SOF (Sheep Oviduct Fluid) for 48 hours.
However, in SSV group, both blastocysts viability rate and total nuclei or inner cell mass
number was higher than Classic vitrification group blastocysts. In conclusion, used protocols
showed both IVF and vitrification techniques can be used in animal reproduction

biotechnology and transgenic animal production effectively.

Key Words: Blastocyst, Cryopreservation, Cloning, Transgenic Technology.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ul

pm

Gr
U
kg
mg

ml

mmHg
mosm
nm

°C

sn

IVF
AFP
EGF
IGF
FCS

GVBD

: Mikrolitre
: Mikrometre
: Mikromolar
: Gauge
: Gram
: International Unit (Uluslar aras1 Birim)
: Kilogram
: Miligram
: Mililitre
: Milimolar
: Milimetre
: Milimetre Civa
: Miliosmoz
: Nanometre
: Santigrad Derece
: Saniye
: In vitro fertilizasyon (Yapay dollenme)
: Anti Friz Protein (Donmaya Kars1 Direng Gosteren Protein)
: Epidermal Gelisim Faktorii
: Insiilin Gelisim Faktérii
: Sigir Fetiis Serumu

: Germinal vesicle break down (Germinal vezikiiliin yikilmig hali)
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LH

FSH

KOK

TCM

MEM

CO2

O2

TALP

BSA

mDM

QACM

QABM

KSOM

SOF

BO

BWW

KRB

DMSO

EG

PVP

: Liiteinlestirici hormon

: Folikiil Uyarict Hormon

: Kumulus Hiicreleri ile Kapli Olan Yumurta Kompleksi
: Tissue Culture Medium (Doku Kiiltiir Soliisyonu)

: Minimal Esansiyel Soliisyonu

: Karbondioksit

: Oksijen

: Azot

: Tyrode’un Albumin Laktat Piruvat Soliisyonu

: S1gir Serum Albumini

: Modifiye Edilmis Soliisyon

: Quinn’in Avantaj Yariklanma Soliisyonu

: Quinn’in Avantaj Blastosist Soliisyonu

: Potassium Simplex Optimised Medium (Optimize Edilmis Potasyum Soliisyonu)

: Sheep Oviduct Fluid (Koyun Oviduk Sivisi)

: Brackett Oliphant Soliisyonu

: Biggers-Whitten-Whittingham Soliisyonu

: Krebs Ringer Bikarbonat Soliisyonu

: Dimetil Sulfoksit

: Etilen Glikol

: Polivinil Pirrolidon
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PVA

HTF

PHE

FAF

PSA

SSV

VS

OPS

: Polivilin Alkol

: Human Tubal Fluid (Insan Tiip Sivisi)

: Penisilin Hipotaurin Epinefrin

: Fatty Asit Free (Yag Asidi Igermeyen)

: Penisilin Streptomisin Antimiyosin

: Solid Surface Vitrification (Kat1 Yiizey Cams1 Yap1 Dondurma)

: Vitrifikasyon Soliisyonu (Sogugun Zararli Etkilerinden Koruyan Soliisyon)

: Open Pulled Straw (Agik Cekim Payeti)
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1. GIRIS

Ulkemizin mevcut gelirini tarim, endiistri, ticaret, ormancilik, madencilik, turizm ve
ulagtrma gibi sektorlerden saglanan kaynaklar olusturmaktadir. Bu sektdrlerin bir veya
birkaginin digerlerine gore daha 6n sirada yer almasi, iilkemizin dogal yapisina, ekonomik ve
sosyal diizeyine gore degisim gostermektedir. Niifusunun, %50’sinden fazlas1 kirsal kesimde
yasamakta olan iilkemiz son yillarda endiistri, ticaret ve ulasim alaninda gergeklestirdigi

ilerlemelere ragmen, bir tarim iilkesi olma 6zelligini glinlimiize dek korumustur.

Tarimsal gelirin %70°lik bir kismin1 bitkisel iiretim, %30’luk bir kismi ise hayvansal
iretim olusturmaktadir. Gelismis lilkelerde hayvansal iiretim payinin %60 - 70’lere uzandigini
gordiigiimiizde lilkemizde gercekten yeterli diizeyde hayvansal iiretimin gergeklesemedigini
gorebiliriz. Ulkemizdeki hayvansal {iretimin baska iilkelerde gerceklesen iiretime gore daha az
diizeyde olmasinin nedenlerinden biri de mevcut gen kaynaklarimizin daha ilkel diizeyde
olmasidir. Bu nedenle hayvansal iiretimde soy iyilestirme olarak tanimlanan hayvan islahi,
gelecek jenerasyonlarda istenilen genotipik ve fenotipik degerlere sahip hayvanlarin
iiretilmesine, dolayisiyla dol verimi daha yiiksek, olumsuz ¢evre kosullarma daha dayanikli,

tiikettigi birim yemden daha fazla iiriin elde edilmesine katki saglayacaktir (Soysal 2000).

Klasik 1slah yontemlerinin yani sira, son yillarda iilkemizde modern 1slah yontemleri
catis1 altinda yogun olarak kullanilan modern biyoteknolojik yOntemler, ireticinin istegi
dogrultusunda gelecek jenerasyonlarin olusturulmasi bu nedenle mevcut hayvansal liretimin

acigmin kapatilmasinda olumlu etkileri olmaktadir.

Ulkemizde bilimsel alanda gerceklesen 6nemli gelismelerin biri biyoteknoloji
alanindaki ilerlemeler olmaktadir. Gamet hiicrelerinin gelisim ve fizyolojilerinin zamanla
anlagilmaya baslanmasi, canlilar {iizerinde biyoteknolojik yOntemlerin uygulanmaya
baslanmasinin temelini olusturmustur. Fakat canli biinyesindeki (in vivo) gamet fizyolojisi ve
dollenme (fertilizasyon) olgusunun daha iyi anlasilmasi, laboratuar ortamlarinda (in vitro)
yapilan deneysel c¢aligmalarla saglanmistir. Bu nedenle ilk dnce embriyolarin in vitro
kosullarda elde edilmesi ve manupilasyonlarnin gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Bu
calismalar Ozellikle farelerde ve c¢iftlik hayvanlar1 olarak sigirlarda yogun olarak

uygulanmaya baslanmaistir.

Laboratuar ortaminda gerceklesen in vitro calismalari, saha ¢alismalar1 takip etmis ve

boylece biyoteknolojik ¢calismalarda beseri alanda 6nemli uygulamalar yapilmistir.



Ureme biyolojisi alanindaki calismalar, ilk 6nce suni tohumlama metodunun
uygulanmastyla baslamis ve ardindan yapay dollenme (in vitro fertilizasyon -IVF) ve elde
edilen embriyolardan canli birey elde etme amaciyla embriyo transferi ¢caligmalari, tliretilen
embriyolarin dondurularak saklanmasini kapsayan sogugun zararli etkilerinden koruma
(kriyobiyoloji) calismalar1 ile modern biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasi alanindaki

gelismeler giiniimiize kadar hizla ivme kazanarak ilerleme kaydetmistir.

Tarimda hayvansal iiretim alaninda faydalar saglayan modern biyoteknolojik

yontemlerin hayvanciliga getirecegi birtakim yararlar sdyle 6zetlenebilir;

- Ciftlik hayvanlarinda 1slah ¢aligmalariin hizlandirilmasi,

- Besi hayvanlarinin niteliklerini iyilestirmek,

- Yapay dollenme, yapay tohumlama ve embriyo transferi ¢aligmalarinin etkin bir
sekilde saglanmasi ile dollenme problemlerinin (infertilite) ¢oziimlenmesi,

- Ikiz gebelikler igin embriyo iiretmek,

- Klon, transgenik, kimerik ve cinsiyeti belirli embriyolarin iiretilmesi,

- Sogugun zararh etkilerinde koruma (kriyoprezervasyon) calismalari,

- Genetik kaynaklarinin korunmasi.

Ciftlik hayvanlarinda ozellikle sigirlarda in vitro yontemlerle embriyo eldesi ve
embriyolarin dondurma teknolojisi diinyada yaygin bir sekilde uygulanirken, iilkemizde
istenilen diizeyde calismalar yapilamamistir. Embriyolarin in vitro yontemlerle elde etme
calismalar1 ile embriyolarin dondurulmasi {izerinde gerceklestirilen uygulamalar basta tibbi
biyoteknoloji alaninda olmak iizere son yillarda tarimsal biyoteknoloji adi altinda iilkemiz
hayvanciligmin gelistirilmesinde ve hayvancilikta daha fazla {iriiniin daha diigiik maliyetle

iiretimi agisindan oldukca dnemli katkilar saglayacaktir.

IVF yontemi ile embriyolarin elde edilmesinin bir¢cok avantaji bulunmaktadir. Baslica
avantajlari; bireyler arasinda dollenme ile ilgili problemler oldugunda yumurtanin laboratuar
ortaminda ddllendirilmesi ile embriyo liretiminin gergeklestirilebilmesi, baska tilkelerdeki dol
verimi yiiksek hayvanlarin sadece gametlerinin iilkeye transferi gerceklestirilip yapay
dollenme yontemiyle yeni embriyonun elde edilmesi boylelikle canli hayvan transferine
gereksinim olmamasi ayrica kaliteli disi ve erkeklerden daha fazla sayida embriyo elde

edilmesi ile 1slah ¢aligmalarma hiz kazandirilmasi olmaktadir.



Memeli embriyolarin  dondurulmasinin  da biiyilkk avantajlart  bulunmaktadir.
Dondurma teknolojisi kullanilarak embriyo bankasi {initesi kurularak korunmasi istenen
genetik kaynaklarin sorunsuzca uzun yillar boyunca kontrollii bir sekilde saklanmasina olanak
taninir. Bagka iilkelerden embriyo ve semen tasimaciligi gerceklestirilerek canli hayvan
yerine, sadece embriyonun kullanilmasi ekonomik ve isgiicii bakimindan yarar saglamaktadir.
Embriyo dondurmasi ile hem ana hem de babadan gelen genlerin bir arada dondurulmus

olacagindan yumurta ve spermanin ayr1 ayr1 dondurulmasina gére daha avantaj saglamaktadir.

Olas1 salgin hastaliklar ve dogal afetler sonucu meydana gelebilecek kayiplar,
kurulacak gen bankalarindaki dondurulmus embriyolarin canlandirilmasi ile telafi edilebilir.
Bu nedenle embriyolarin dondurularak saklanmasi, gen kaynaklarmin korunmasinda yaygin

bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.

Sperma ve yumurtanin laboratuar ortaminda ddllenme isleminin gergeklestirilmesiyle
embriyo elde etmek ve embriyonun uygun alici hayvanlara transferi sonrasinda canli ve
saglikl1 yeni bireyler elde etmek son yillarda yaygin olarak kullanilan bir teknoloji olmaktadir.
Sunulan calismada, farkli yontemler ve metotlar kullanilarak in vitro ortamda olgunlastirilmis
sigir yumurtalar1 dondurularak saklanmakta olan boga spermleri ile yapay dollenmeye tabi
tutulmus, gelisen embriyolarin farkli embriyo kiiltiir soliisyonlar1 ile in vitro kiiltiirleri
gerceklestirilmis, elde edilen blastosist safthasindaki embriyolar, kati yilizey camsi yapi
dondurma (Solid Surface Vitrification-SSV) ve klasik cams1 yap1 dondurma ydntemleri ile
karsilagtirmali olarak dondurulup ¢oziindiiriilmiis ve ¢dziindiirme sonrasinda canliligini in
vitro kiiltiirde siirdiiren blastosistler, floresan boyama teknigi ile boyanarak blastosistlerin

toplam ¢ekirdek sayilar1 arastirilmistir.

IVF calismalari, 1878 yillarma dayanmaktadir (Rock ve Menkin 1944). ilk basarili
IVF ¢alismasi 1959 yilinda tavsanlarda yapilmis ve bu calismanin sonunda canli ve saglikli

yavru eldesi gerceklestirilmistir (Chang 1959).

Sperm doélleme kabiliyet, prosediiriiniin gelistirilmesi IVF caliymalarindaki ana engeli
ortadan kaldirmistir (Austin 1951, Chang 1951). Bu calismay1 takiben olgun olmayan sigir
yumurtalarmin olgunlastirilmas: sonrasinda boga spermast ile basarili bir sekilde dollendirme

calismasi1 1977 yilinda gerceklestirilmistir (Irritan ve Niva 1977).



Amerika Birlesik Devletleri’nde Brackett ve arkadaslarinin (1982) yapmis olduklar:
calismalarda yapay olarak dollendirilmis sigir yumurtasmin transferi sonucunda ilk canli
buzagi elde edilmistir. Hanada ve arkadaslar1 (1986) in vitro yollarla olgunlastirilmis sigir
yumurtasinin IVF sonrasinda ilk buzagi eldesini gercgeklestirmiglerdir. Lu ve arkadaslar
tarafindan (1988) in vitro yollarla tretilmis sigir embriyolarindan ilk kez ikiz gebelik ve
gebeligin sonucunda ikiz canli dogum elde edilmistir (Lu ve ark. 1988). Memeli

embriyolarinda IVF nin tarihcesi Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Memeli embriyolarinda IVF’in tarihgesi

Yil Arastirma Konusu Arastinicilar

1951 Sperm kapasitasyonunun tanimlanmasi Austin; Chang

1959 Tavsanlarda IVF Chang

1963 Kapasite edilmis sperm ile IVF Yanagimachi ve Chang

1969 Insan yumurtasmn IVF si Bavister ve ark;Edwards ve ark

1977 Sig1ir yumurtasinin IVF si Iritani ve Niwa

1978 IVF sonucu ilk insanin dogumu Steptoe ve Edwards

1982 IVF sonucu ilk buzaginin dogumu Brackett ve ark

1986 Niikleer transfer ile ilk koyunun klonlanmas1 | Willadsen

1986 In vitro olgunlastirilmis Sigir yumurtast IVF | Hanada ve ark
ve ilk buzaginm dogumu

1988 In vitro iretilmis sigir embriyolarindan ikiz | Lu ve ark
buzaginin eldesi

1992 Insan  yumurtasina spermin enjeksiyonu | Palermo ve ark
sonrast ilk gebeligin eldesi

1993 Insan  yumurtasma spermin enjeksiyonu | Hamberger ve ark
sonrast ikinci gebeligin eldesi

1999 Insan yumurtasinin  vitrifikasyonu sonrasi | Kuleshova ve ark
yavru eldesinin gerceklesmesi.

2003 Ug ¢ekirdekli insan zigotunu mikrocerrahi ile | Kattera ve ark
cekirdek izolasyonu sonrasit normal dogumun
gerceklestirilmesi

2004 Kanser hastalarinda in vitro olgunlagtirma ve | Rao ve ark
vitrifikasyon uygulanmis insan yumurtasinda
IVF uygulanmasi.

2012 Insanlarda IVF sonucu 5.000.000 adet dogum | http://www.ivfl.com/ivf-history/
gerceklestirilmesi.

Hayvan tiirleri bakimindan basarili IVF calismalarini gergeklestirdigi bilgilerini igeren

ozet Cizelge 1.2°de goriildiigii gibidir.




Cizelge 1.2. Ilk basaril1 IVF ¢alismalar1 (Wolf ve Quigley, 1984)

Yil Canh Tiirleri Arastincilar
1898-1958 | Onaylanmammis ¢alismalar Thiboult, tarafindan 6zetlenmistir.
1959 Tavsan Chang

1964 Hamster Yanagimachi ve Chang
1968 Fare Wittingham

1969 Insan Edwards ve arkadaglar1
1970 Kedi Hommer ve arkadaslari
1972 Kobay Yanagimachi

1973 Rat Miyamoto ve Chang
1977 Inek Iritani ve Niwa

1978 Domuz Iritani ve arkadaslari
1983 Rhesus maymun Bavister ve arkadaglar1
1983 Sempaze Gould

Donmaya kars1 korumaya iliskin (Kriyoprezervasyon) ilk ¢aligmalar, Gliseroliin 1949
yilinda sperm hiicrelerin {izerinde dondurma c¢aligmalarinin olusturulmasiyla baglamistir
(Polge 1949). Elde edilen bu basarili sonug¢lar, memeli embriyolarinin da dondurularak
saklanmas1 konusunda yapilmasi diisiiniilen arastirmalarmm Oniinii agmustir. Ik memeli
embriyolarinin dondurularak saklanmasi ve ¢oziindiiriilerek transfer sonrasi yeni bireylerin

elde edilmesi fare embriyolarinda gerceklestirilmistir (Whittingham ve ark. 1972).

Bu calismay takip eden yilda sigir embriyolart dondurulup ¢6ziindiiriilmiis ve alici
hayvanlara transfer edilerek canli buzag: elde edilmistir (Wilmut ve Rawson 1973). Sonraki
yillarda diger memeli tiirlerine ait embriyolar {izerinde dondurma ve ¢6zlindiirme ¢aligsmalari
gerceklestirilmis ve basarili sonuglar alinmistir. Dondurma ve ¢6zlindiirme sonrasi yapilan
embriyo transferleri sonucunda canli yavru elde edilmeleri ve bu konu iizerinde g¢alismis

arastiricilar ve arastirmalarin gergeklestirildigi yillar Cizelge 1.3’de goriildiigii gibidir.



Cizelge 1.3. Dondurulup ¢o6ziindiiriilmiis embriyolar, c¢alisilan hayvan tiirleri  ve
arastirmacilar.

Yil Canh Tiirleri Arastinicilar

1971 | Fare Whittingham ve arkadaglari
1973 | Inek Wilmut ve Rowson

1974 | Tavsan Bank ve Maurer

1974 | Koyun Willadsen

1975 | Sican Whittingham

1976 | Kegi Bilton ve Moore

1982 | At Yamamoto ve arkadaglari
1984 | Insan Zeilmaker ve arkadaslar
1985 | Hamster Ridha ve Dukelow

1988 | Kedi Dresser ve arkadaglar1

1989 | Domuz Hayashi ve arkadaslari
1989 | Rhesus maymunu Wolf ve arkadaslari

30-40 y1l 6ncesinden giiniimiize bir¢ok sigir embriyosu dondurulmus, ¢oziindiriilmiis
ve transfer edilerek canli buzagilar elde edilmistir. Bu konu {izerinde bir¢ok bilimsel
makaleler yazilmistir (Dobrinsky 1996 2002, Palasz ve Mapletoft 1996, Kaidi ve ark. 1997,
1999 a,b, Massip1999, 2001. Rall 2001, Liebo ve Songsasen 2002).

Embriyolarin dondurulmalarinda ilk basta kademeli yavas dondurma yontemi
kullanilmistir (Martez A.G. ve Matkovic M. 1998). Geleneksel yavas dondurma yonteminin
uygulanmasi i¢in oldukg¢a pahali ve komplike cihazlara gereksinim olmaktadir. Bu yontemle
dondurulan embriyolar alict hayvanlara transfer edilmelerinden once ¢oziindiiriildiiklerinde
hiicre icerisindeki soguktan koruyucu maddelerden tamamen uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Bu nedenle c¢oziindiiriilen embriyolar kademeli olarak farkli yogunluklardaki soguktan

koruyucu maddelere maruz birakilmalidirlar (Dinnyes ve ark. 1995).

Geleneksel yavas dondurma yontemi maliyetli ve zahmetli bir yontem olarak kabul
edildikten sonra arastirmalar, daha pratik, ekonomik olan ve daha etkin sonuglar elde
ettirebilecek yeni dondurma yontemi olan camsi yapi ile dondurma (vitrifikasyon) yontemini
gelistirilmislerdir (Rall ve Fahy 1985). Bu calismay1 benzer yontemin uygulandigi bir¢ok
calisma izlemistir. (Palasz ve Mapletoft 1996, Akkoc ve ark. 2006, Bagis ve ark. 2002, 2008,
Akkoc ve ark. 2011)

Ayrica Bagis ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gergeklestirilen caligmada Antifreeze

proteini (AFP) geni tasiyan transgenik fare embriyolari camsi yap1 ile dondurma yontemi ile



dondurup ¢6ziindlirmiis ve ¢oziindiirme sonrasi embriyolar alic1 farelere transfer edilerek yeni
transgenik fareler elde edilmistir AFP geni Ocean Pout cinsinde okyanus dibinde yasayan
baliktan izole edilmistir ve bu gen fareye aktarilmistir. Fare +4 °C’deki ortama maruz
birakildig1 anda bu AFP geni aktive olarak fareyi sogugun zararl etkilerinden korumaktadir.
(Bagis ve ark. 2002). Bagis ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen baska bir ¢alismada,
Antifiriz Protein (AFP) geni tasiyan transgenik fare ovaryumlar1 kriyotiiplerde vitrifiye
edilerek 1-7 giin siire ile saklanmis ve c¢oOziindiiriilen ovaryumlar transgenik olmayan
hayvanlara transfer edilerek yeni AFP genine sahip transgenik fare yavrulari elde edilmistir

(Bagis ve ark. 2008).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, IVF sonrasi elde edilmis inek blastosistlerinden olusan
materyali klasik camsi yapt dondurma yontemi ile kati yiizey camsi yapit dondurma
yonteminin karsilastirmali olarak dondurulmus ve dondurulan bu embriyolar ¢oziindiiriilerek

bu iki dondurma yontemi birbirleri ile karsilastirilmistir.

Diger memeli tiirleri embriyolarinda gergeklestirilen camsi yapt dondurma

calismalarinin tarihgesi Cizelge 1.4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.4. Memeli tiirlerinde embriyolarin camsi1 yap1 ile dondurma ¢alismalari.

Yil Canh Tiirleri Arastiricilar

1985 | Fare Rall ve Fahy

1986 | inek Massip ve arkadaglari
1986 | Hamster Critser ve arkadaslari
1988 | Sican Kono ve arkadaglari
1989 | Tavsan Smorag ve arkadaslar1
1990 | Koyun ve Ke¢i | Scieve ve arkadaslar
1994 | At Hochi ve arkadaglar1
1998 | Domuz Kobayashi ve arkadaglari




2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. YAPAY DOLLENME (IVF)

Yapay dollenme (IVF), disi genital organ kanallarmin disinda olgun yumurta
hiicresinin yunurtayr délleme kabiliyetini kazanmis (kapasite olmus) sperma ile dollenmesini
iceren bir tekniktir. Spermanin yumurtati déllemesini takiben meydana gelen tek hiicreli
embriyolar (zigot) in vitro ortamda kiiltiir edilirler ve in vitro gelisimini tamamlayan
embriyolar uygun alic1 disilere transfer sonrasi yeni bireyler elde edilir. IVF ¢aligmasi ile
baslayan dogum ve gebelikle sonug¢lanan bu teknik, glinlimiizde olduk¢a yaygin bir bigimde
deneysel calismalarda basarili bir sekilde uygulanmaktadir. IVF basamaklar1 Sekil 2.1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.1. Sigir IVF uygulamasmin sematik sunumu (Gordon 1994).



2.1.1. IVF Basamaklan

IVF c¢alismasi, birbirini takip eden 4 ana basamakta ger¢eklesmektedir.

Bu basamaklar;

1- S181r ovaryumlarinin temini ve olgun olmayan yumurtalarm elde edilmesi.
2- Elde edilen olgun olmayan yumurtalarimn in vitro ortamda olgunlastirilmasi

3- Olgun yumurtalarm sperma ile IVF si

4- IVF sonrasi hiicrelerin in vitro kilturleri

2.1.1.1. Sigir Ovaryumlarinin Temini ve Olgun Olmayan Yumurtalarin

(Immature Oositlerin) Elde Edilmesi.

Olgun olmayan yumurtalarin elde edildikleri kaynak ve elde edilme yOntemleri
embriyo iiretiminin bagarisin1 olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilir. Embriyolari elde
edilmesinde onceki yillarda uterus yikamasi (flushing) yontemi uygulanarak in vivo ortamda
olgunlasmis yumurtalarin direk temini gerceklestiriliyordu (Bavister ve ark 1992). Fakat bu
yontemde elde edilen yumurta sayisinin  sinirlh olmasi nedeniyle ileriki yillarda
olgunlasmamis yumurtalarin ultrasonografi rehberliginde transvajinal ve laparotomi-
endoskopi yontemi yardimi ile canli hayvanlari ovaryumlarmin yiizeylerindenkifolikiillerin

aspirasyonu ile elde edilmesi yoluna gidilmistir (Hashimoto ve ark 1999).

Her iki yOontemin uygulanmasi konusunda pahali cihaz ve ekipmanlara ihtiyag
duyulmasi, teknik destek ve deneyim gereksiniminin bulunmasi nedeniyle yakin zamandan
itibaren olgun olmayan yumurta kaynagi olarak mezbahada giinliilk kesimi gergeklestirilen

sigirlarin ovaryumlar1 kullanilmaktadir (Truonson 1992).

Olgun olmayan yumurtalarin eldesi, bélge mezbahalardan giinlik kesimi yapilan
ineklerin ovaryumlarinin temini ile gergeklestirilmektedir. Cok sayida iyi kaliteye sahip

yumurtalari temini bir¢ok parametreye bagh olarak degismektedir. (Nagai 2001).

Normal embriyo gelisimi i¢cin yumurtanin elde edilecegi verici sigirin en az 11 aylik
yasta olmas1 gerekmektedir. Bununla beraber, 3 ya da 4 ay arasi yasta olan sigirlardan elde
edilen yumurtalarin gelisimi basarili olmamaktadir. Fakat yumurtalarin in vitro olgunlastirma

soliisyonlarma Epidermal Gelisim Faktorii (EGF) ilavesi yapilarak in vitro embriyo gelisim



orani arttirilabilinmektedir (Kahir ve ark. 1998). Genelde 1 yasini doldurmus sigirlardan

ovaryumlarin temini yogunlukla tercih edilmektedir.

Olgun olmayan yumurtalarm eldesi, ovaryumlarin primer olarak adlandirilan
olgunlagsmamis birincil folikiillerden aspirasyon yontemi ile gergeklestirilmektedir. Folikiil
biiylikligiiniin yumurta blylkligi ve gelisim durumu ile dogru orantili oldugu Gordon
tarafindan belirtilmistir (Gordon 1994). 2 mm’den kiigiik ¢apta olan folikiillerde bulunan
yumurtalar mitoz boliinme karakterini kazanmadiklarindan ve 6 mm’den biiyiik ¢apta olan
folikiillerde bulunan yumurtalar da atrezi dalgasi goriiniimiinde ve olgunlasma basarisinin
oldukga diistik olmasindan dolay1 ¢alismalarda aspirasyon i¢in 2-6 mm arasi ¢apta olan primer

folikiiller tercih edilmektedir (Sekil-2.2, 2.3) (Sirard ve Blondin 1996).

Sekil 2.2 Ovaryumun yapisi ve folikiil gelisimleri (Carlos 1996)

Ovaryum (Yumurtalik); disinin yumurta trettigi, Ostrojen ve progesteron hormonu
olusumunu ve yumurtanin gelisimini sagladigi organdir. Yumurta (Ovosit); ovaryumda
iiretilern, olgunlasma devresinden onceki disi cinsiyet hiicresidir. (Sekil 2.2.) Sperma ile
ovumun dollenmesinden sonra c¢ekirden Oncesi (proniikleus) sathafadaki hiicre olusur,
cekirdekler kiyazma seklinde birlesir ve tek hiicreli embriyo hiicresi yani zigot olusur. Zigot
olusumunu takiben hiicre igerisinde bolinme gerceklesir. 2 i¢ hiicreli saftha olusumu ile
boliinme baslar ve blastosistin i¢n hiicre (ayni1 sekilde i¢ hiicre ¢ekirdegi) adedi boliinmeler ile
180-200’¢ ulastiginda normal gelisime sahip blastosist embriyo hiicresi elde edilmis

olunmatadir.
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Sekil 2.3 Ovaryumda yumurta ve folikiil gelisimi (Carlos 1996)

Folikiillerden olgun olmayan yumurtalarin aspirasyonu 18 - 22 G’luk igne ile 3 - 20
ml’lik enjektdr yardimiyla elle manuel olarak ya da 16 - 19 G’luk igne ile 50 - 100 mmHg
basingta ¢alistirilan ters vakum pompasiyla gergeklestirilmektedir. Vakum basmcinin yiiksek
olmas1 yumurtalarin etraflarinda bulunan kiimiiliis hiicrelerinin yipranmasini ve kiimiiliis
hiicrelerinin yumurtadan ayrilmasma neden olacagi i¢in hava basincinin 50 mmHg’den
yiilksek olmamasi elde edilecek yumurtanin kalitesi agisindan olduk¢a onemli olmaktadir
(Ward ve ark 1999). Aspirasyon sonrasi ovaryumlarin folikiil bdlgelerinden elde edilen
folikiil sivilar1 50 ml lik konik tiipe aktarilir ve tiipiin dip kisminda yumurtalarin bulundugu

kistm TL-HEPES dis ortam soliisyonuna transfer edilir. (EK-1)
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2.1.1.2. Elde Edilen Olgun Olmayan Yumurtalarin in vitro Ortamda

Olgunlastiriimasi

Yumurtalarin olgunlagmasi sirasinda yumurta ¢ekirdegi, 2n kromozom sayisini yariya
indirerek n sayida kromozoma ulastirmasi siwrasinda bir dizi bolinmeye girmektedir.
Olgunlagma siireci genetik materyali g¢evreleyen germinal vezikiilin (GVBD) gozden

kaybolmas1 ve sonrasinda kromozomlari yogunlasmasi ile baglamaktadir.

Ovaryumlarin preantral ve antral folikiillerden elde edilen yumurta birinci mayoz
boliinmenin profaz I asamasinda olup olgunlasma i¢in LH artisin1 beklemektedir. Yani bu
durumda yumurtalar olgunlasmamis durumdadir. LH dalgasindan yaklasik olarak 4 - 8 saat
siire sonunda germinal vezikiil yikimlanir ve ¢ekirdek zar1 kaybolur, sonra ¢ekirdek icerisinde
bulunan kromozom sekillenir. Bu degisimin devaminda yumurta sirastyla metafaz-I, anafaz-1
ve telofaz-1 agamalarini geg¢irir ve birinci kutup cisimcigi zona pelisuda ile oositin arasindaki

perivitellin bosluguna atilir. Boylelikle yumurta olgunlasmis olur (Thibault ve ark 1987).

Ovaryumlarin aspirasyonu sonrasi elde edilen olgun olmayan yumurtalarin se¢imi
morfolojik  gozlemler dahilinde bir takim kalite degerlendirmeleri sonucunda
gerceklesmektedir. Bu degerlendirmelerden ilki, yumurtanin etrafini1 ¢evreleyen ve yumurta
kumulus hiicreleriyle olusmus kompleks olarak adlandirilan (KOK) kumulus hiicrelerinin

tabaka sayis1 ve yogunlugudur.

Kumulus hiicrelerinin in vitro embriyo Tlretim basarisini %20 - 30 arasinda
etkilemekte oldugu bildirilmektedir (Wit ve ark. 2000). Dort ya da daha fazla kumulus hiicre
katmanina sahip yumurtalarin olgunlasma yeteneklerinin ¢cok daha iyi oldugu bilinmektedir.
(Younis ve ark. 1989). Ayrica yumurtalarin rengi, saydamligi ve yumurta-plazmanin yapisi da
yumurtanin kalite degerlendirmesinde kullanilan diger kriterler arasinda yer almaktadir

(Goeseels ve Panich 2002).

Yumurtalarin olgunlastirilmasindasiklikla Tissue Culture Medium 199 — Doku Kiiltiir
Soliisyonu (TCM-199), Tyrode, Ham’m F10 ve F12, Minimum Esansiyel Medium-Minimum
Esansiyel Soliisyonu (MEM) ve Menezo’'nun B2’si gibi doku Kkiiltiir soliisyonlar1
kullanilmaktadir (Greve ve ark 1993). Yumurtalarin olgunlastirilmalarinda kullanilan bu
soliisyonlar kendi baslarina yeterli olmamaktadir ve bu soliisyonlara destek olarak disaridan

kokenli olarak serumlar, proteinler, hormonlar ve peptitler, sentetik olarak da inhibin,
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oksitosin, insiilin gelisim faktorleri (IGF), epidermal gelisim faktorleri (EGF), aktivin
kaynaklar1 ilave edilmektedir (Thompson 1996).

Elde edilen olgun olmayan yumurtalarin olgunlastirilmalary, yani metafaz-2
asamasina ulasmalar1 i¢in hormon, enerji, ¢esitli gelisim faktorleri gibi bir dizi kimyasallara
maruz birakilmak durumundadirlar. /n vitro olgunlastirma soliisyonu, yukarida bahsedilen
etkicil maddelerin belirli oranlarda ticari olarak temin edilen TCM-199 doku kiiltiir

soliisyonuna ilave edilmesiyle hazirlanmaktadir.

Olgunlastirma soliisyonunun asit-baz degeri (pH degeri) yaklasik olarak 7.3 - 7.4
arasindadir ve ozmotik basinci ise 270 - 290 mosm/kg civarinda olmaktadir. Hazirlanan
olgunlastirma soliisyonu bir petri kab1 yiizeyinde yaklasik olarak 50, 100 veya 400 pl.’lik
damlalar olusturup iizeri mineral yag ile kaplatilip, %5 CO2 gaz iceren 38.5 - 39 °C’deki
inkiibatorde 22 - 24 saat siire ile inkiibe edilerek olgunlastirilmaktadirlar (Berg ve Brem

1989).
2.1.1.3. Olgun Yumurtalarin Sperma ile IVF si

Déllenme, yani cinsiyet hiicrelerinin (yumurta ve spermatozoon) bir araya gelmesi
bircok faktoriin sorunsuzca gergeklesmesi sonucunda meydana gelmektedir. Bunlardan en
onemlisi, bu hiicrelerin birlesmeleri icin gerekli olgunluga sahip olmalaridir. Yapilan
arastirmalar sonucunda elde edilen bulgularin biiyilik bir kismi, sigir yumurtalarmin IVF igin
olgunlastirilma stirecinin 24 saat oldugunu gostermektedir. Fakat Semple ve arkadaslari
(1993) yapmis olduklar1 c¢alismanin sonucunda, yumurtalarin olgunlagsma siirecinin 14.
saatinde gelisme yetenegini kazandiklarmi ve erken donemde dollenen yumurtalarin blastosist
asamasina ulagsma oraninin daha yiiksek oldugunu one siirmiislerdir (Semple ve ark 1993).
Westerlaken ve arkadaglarinin (1992) gerceklestirmis oldugu bir ¢aligmada, yumurtalarin 16
saat olgunlastirma sonrasinda 20 saat siire kadar spermatozoonlarla bir arada birakilmalari
sonucunda dollenme oraninin yaklasik olarak % 55,7 — 64,5 dolaylarinda oldugu belirtilmistir

(Westerlaken ve ark. 1992).

Nakagava ve arkadaslar1 (1995) ise olgunlasma siirecinin baslarinda olan, germinal
vezikiill donemindeki yumurtalarda gerceklestirilen déllenme esnasinda polispermin yaygin
olarak goriildiigiinii belirtmistir. Olgunlagsma silirecinin artmasi ile yaslanan yumurtalarin

dollenmeleri sonucunda asenkrandz proniikleus gelisimini yiikselebilecegi ve boylelikle
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embriyolarin ileri donemlerinde abnormalitelere maruz kalacagi belirtilmistir (Birler ve ark.

1998).

Yumurtanmn olgunlagma asamasmin tamamlanmasi, ayrica spermanin da olgunlasip
kemotaksi olarak adlandirilan yumurtaya dogru hareket kabiliyetinin artmasi gerekmektedir.
IVF calismalarinda, g¢ogunlukla Onceden dondurularak saklanmakta olunan spermalar
kullanilmaktadir (Polge ve ark. 1949). Coziindiiriilen sperma ¢oziindiiriildiigii anda canl
olarak goriilse dahi yumurtay1 dolleyecek kabiliyette degildir. Bu nedenle spermalarm bir dizi

kimyasallara maruz birakilarak gerekli dolleme kabiliyetinin kazandirilmas: gerekmektedir.

Spermalarin dondurulmalarinda kullanilan soguktan koruyucu kimyasal maddelerin
yarattig1 olas1 zehir etkisi ve diger koruyucu maddeler spermaya azda olsa zarar vermektedir
(Polge ve ark. 1949). Dondurulan spermalarin ¢oziindiiriilmeleri esnasinda spermalardaki
canlilik kayb1 ve diizgiin hareket kabiliyetine (motilite) sahip olmayan sperma orani %50
civarinda olmaktadir (Polge ve ark. 1949). Coziindiiriilen spermanin bu koruyucu
kimyasallardan olabildigince uzaklastirilmalari, ¢6ziindiiriilen spermanin hareket kabiliyetini

dogrudan etkilemektedir.

Taze olarak elde edilen spermalar sogugun cesitli zararli etkilerinden koruyucu
kimyasal maddelere maruz birakildiktan sonra 0.25 mm’lik payetlere transfer edilerek
dondurulmaktadirlar. Payetler bu sekilde -196 °C’deki sivi azotta uzun yillar boyunca
sorunsuzca saklanabilmektedirler (Parrish ve ark. 1995). IVF caligmalari, bu dondurularak
saklanmakta olan spermalarin ytiklii oldugu payetin 30 - 38 °C’deki su banyosuna daldirilarak
coziindiiriilmesiyle gerceklesmektedir. Coziindiiriilen payetlerin her iki ucu kesilerek payetin
icerigi izole edilir ve c¢esitli protokoller, kimyasal maddeler ve ayristirma yontemleri
kullanilarak canli ve diizgiin dogrusal harekete sahip canli ve dogrusal harekete sahip

spermalar elde edilir (Parrish ve ark. 1995).

2.1.2 Canh Spermatazoom Elde Etme Yontemleri

Canli spermatazoonun eldesi ve ayni zamanda Olii spermatazoonlarmm ve kimyasal
maddelerin uzaklastirilmasinda genelde iki farkli ayristirma yOontemi kullanilmaktadir.

Bunlarda birincisi Yukariya Yiizdiirme (Swim Up) yontemi (Coscioni ve ark. 2001) ikincisi
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ve daha siklikla kullan bir yontem olan Percoll Yogunluk Dereceli (Gradiyent) ayristirma

yontemidir (Parrish ve ark. 1995).
2.1.2.1. Swim Up (Yukaniya Yiizdiirme) Yotemi

Swim up yontemi, diger sperm ayristirma yontemlerine gore bilinen en eski
yontemlerden bir1i olmakla beraber, normospermik olgularda standart olarak kabul
edilmektedir. Orijinal ad1 “Sperm Rise” yani sperm ylikselmesi olarak adlandirilan bu yontem

kendiliginden aktif yonelme (migrasyon) esasina dayanmaktadir (Coscioni ve ark. 2001).

Swim up yonteminde esas amag, hareketli spermatazoonlarin, hareketsiz olan
spermatazoonlardan kendiliginden ayrilmasii ve hareketli olan spermatozoonlarin yumurtayi
dolleme kabiliyetlerinin kazandirilmalarmin saglanmasidir. Bu yontemde kullanilan soliisyon
genellikle Tyroe’nin Albumin Laktat Pirtivat soliisyonu (TALP) olmaktadir. Ayrica bu
soliisyon hem sperm swim up prosediiriinde hem de swip up sonrasi tiipiin dibinde kalan

sperm peletini yikama isleminde de kullanilmaktadir (Sekil 2.4).

Bu soliisyona ilave olarak 1.8, 2.6 ve 3.6 uM gibi farkli konsantrasyonlarda Kalsiyum
ile 2.5, 5.0 ve 7.5 uM gibi farkli konsantrasyonlarda Kafein ilavesi gerceklestirilir. Boylelikle
spermatazoonlarda; daha yiliksek oranlarda dolleme kabiliyetini saglanmis olmaktadir.
Yapilan arastirmalarda, TALP soliisyonuna 7.5 uM kadar kafein ilavesinin spermatozoonun

dolleme kabiliyetini %53 oraninda arttirdig1 gosterilmistir (Coscioni ve ark. 2001).

Yukar: yonde ylzen
hareketli spermatozoitler

Ol spermatozoitler

ve doku artikiari

Sekil 2.4. Swim up (yukariya yiizdiirme) yontemi
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Coziindiriilen payetin icerigi 15 ml’lik konik tiipiin icerisine bosaltilir iizerine 1/1
(v/v) oraninda TALP soliisyonu ilave edilerek tiip santrifuj edilir, santrifuj sonrasinda tiipiin
iist kisminda bulunan siipernatant kisim otomatik pipet yardimiyla uzaklastirilir ve ayni iglem
tekrarlanarak yikama islemi tamamlanir ve tiipiin dip kisminda bulunan sperm peletinin
iizerine yaklagik olarak 2 ml kadar sperm-TALP (sp-TALP- Tirod’un Albumin Laktat Piruvat
Soliisyonu) eklenerek tiip, 45 derecelik ac1 ile kapagi aralik bir sekilde 39 °C’deki 1s1ya sahip
%35 CO2 gaz1 igeren inkiibatore konup yaklasik olarak 1 saat siire ile bekletilir.

Gergeklestirilen kisa siireli inkiibasyon sirasinda, canliligini siirdiiren kaliteli
spermatazoonlar tiipiin iist kismmma dogru yiizerler. Tiip, inkiibasyon siiresi sonunda
inkiibatorden ¢ikarilarak canli ve hareketli spermatazoonlarin bulundugu tiipiin {ist kismi, 1
ml’lik otomatik pipet yardimiyla yavas ve dikkatli bir sekilde toplanir ve baska bos tiipe
aktarilir. Tiplin dip kisminda ise geriye Olii spermatazoonlar ve dondurma esnasinda
kullanilan kimyasal maddeler bulunmaktadir. Tiipiin izole edilen siipernatant kismindan

alman ornekler ile spermanin kalitesi ve motilite tayini gerceklestirilir.

Bu yontemde, motilite bakimindan ¢ok iyi ve kaliteli olan spermatazoomlar elde
edilirken diger sperma ayristirma yontemlerine kiyasla elde edilen spermatazoom miktari ¢ok
daha az miktarda olmaktadir (Coscioni ve ark. 2001). Ayrica islem yonteminin uzun olmasi
ve yogun ejakiilatlarda 1iyi sonu¢ almamamasi bu yOntemin pratik bakimdan

kullanilabilirligini kisitlamaktadir.
2.1.2.2. Percoll Yogunluk Dereceli Ayristirma Yontemi

Percoll yogunluk dereceli ayristrma yontemi, ilk olarak insanlarda 1980’11 yillardan
itibaren uygulanmaya baslanmistir (Parrish ve ark. 1995). Percoll soliisyonu
Polivilinprillodine (PVP) ile kaplh kolloid yapida yaklasik olarak 15 - 30 nm biiytikliglinde
silika partikiiller icermektedir. Percoll hiicreler bakimindan toksik olmayan bir yapiya
sahiptir. Seperasyon gercgeklestirildikten sonra ikinci yikmayi takiben radyoaktif olarak
nitelendirilen Percoll tamamen ayristirilmaktadir. Elektron mikroskobu ile yapilan gozlemler
sonucunda bile hiicre ¢eperlerinde hi¢bir sekilde radyoaktif bir maddeye rastlanilmamaktadir
(Anomymous Percoll 1985). Bu bakimdan Percoll, canli spermatozoonlarin ayristirilmasinda

kullanilan oldukca giivenilir bir soliisyon olarak nitelendirilmektedir.

Percoll ayristirma yonteminin baslica iki avantaji bulunmaktadir. Birincisi hareket

kabiliyeti yiiksek oranda spermin ayristirma olanagimin olmasi, ikincisi ise motil spermlerin
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seminal plazma, somatik hiicre artiklari, 6lii ve morfolojik olarak kot kalitede olan

spermlerden ¢ok daha hizli bir sekilde ayrilmasinin saglanmasidir (Parrish ve ark 1995).

Percoll ayrigtrma solisyonu %45 ve %90 olmak iizere iki farkli yogunlukta
hazirlanmaktadir. Oncelikle %100°liik percoll soliisyonu, ¢esitli tuz ¢dzeltileri ile birlikte
hazirlanmis 10 X stok soliisyonu ile 1:10 oraninda karistirilarak %90 yogunlugunda percoll
soliisyonu elde edilir. Bu ayristirma soliisyonu, sperm yikama veya hepes igerikli dig ortam
soliisyonu ile 1:1 oraninda karistirilarak %45 yogunlugunda percoll soliisyonu elde edilir. Bu
asamadaki genel protokol tiim ¢aligmalarda ayni1 olmaktadir. 15 ml’lik konik tiip i¢erisine 1:1
oraninda %90 ve %45 olmak iizere iki farkli yogunluklardaki soliisyon 6nce %90 ve sonra
%45 olmak ftizere sirastyla eklenir ve lizerine ¢oziindiiriilen sperm peleti ilave edilir. Genel
olarak 15 dakika siire ile 700 x g de santriflij islemi gergeklestirilir. Sentrifuj sonunda tiipiin
dip kisminda (Sira-9) 0.5 ml’lik ¢okeltide canli ve kaliteli spermler bulunmaktadir, Sekil
2.2°de goriildigl tizere tiplin orta kisminda yani %45 ile %90 yogunluktaki percoll
soliisyonunun kesistigi bolgede (Sira-5) 6lii spermalarin ve artik maddelerin bulundugu kisim
olmaktadir (Sekil2.5 — Sekil 2.6) (Cevik ve ark. 2009).

Sekil 2.5. Percoll dereceli ayristirma yontemi
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Sekil 2.6. Percoll dereceli sperm ayristirma sonrasi
2.1.3. Spermatozoomun Doélleme Kabiliyeti ve Yumurta ile IVF si (IVF)

Basarili bir IVF nin en 1y1 6l¢iitli, spermatozoonun iyi bir sekilde yumurtayr délleme
kabiliyetine wulasmasi olmaktadir. Sigirlar iizerinde gergeklestirilen bir caligmada,
spermatozoonlar hiperozmotik bir soliisyonla muamele edilmistir ayrica bu soliisyona ek
olarak da glikozaminoglikanlar ile muamele ederek yumurta ile déllendirildigi ve bunun
sonucunda dollenme oranmnin belirli bir 6lgiide artti1 bildirilmistir (Shamsuddin ve ark.
1996). Guerin ve Menezo (1995), dollenme soliisyonuna taurine ve hipotaurinin ilavesi ile
spermatozoa canliligini1 ve dolleme kabiliyetini olumlu 6lciide etkiledigini ve kimyasallarin

antioksidan olarak peroksidatif zarlara kars1 koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan diger calismalarda ise baska arastirmacilar, hipotaurin, heparin ve epinefrini
birlikte kullanmiglar ve bunun sonucunda spermatozoa hareketliliginin ve dolleme
kabiliyetinin Onemli Olciide uyardigini gormiislerdir (Rosenkranz ve Holzman 1995).
Hipotaurinin spermatozoa hareketliligi izerinde etkili oldugu fakat bu kimyasalin epinefrin ve
penisilamin ile beraber kullanilmasi gerektigi Boatman ve arkadaglari tarafindan yapilan

calismada ortaya c¢ikarilmistir (Boatman ve ark. 1990).
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Boga spermatozoasinin dolleme kabiliyetini ve ayn1 zamanda yumurta ile yapay olarak
dollenmesi amaciyla bazi mineral tuzlar igerikli soliisyonlar kullanilmaya baglanmistir.
Bunlarin basinda, BSA destekli olan Tyrode’s Lactate (TALP-Tyrod’un Albumin Laktat
Soliisyonu), Modify Defined Medium- Modifiye edilmis soliisyonu (mDM), Brackett-
Oliphant soliisyonu (BO), Biggers-Whitten-Whittingham soliisyonu (BWW), Krebs Ringer
bikarbonat soliisyonu (KRB) olmaktadir. Ayrica bu soliisyonlarda spermatozoonun délleme
kabiliyetinin uyarilmasi amaciyla belirli oranlarda heparin, hipotaurin, oviduktal siv1, folikiil

swvisy, kafein ve kalsiyum iyonlari ilave edilmektedir (Bavister ve ark. 1992).

IVF de yumurtalara maruz birakilacak spermanin miktar1 déllenmenin basarisini
dogrudan etkileyen en onemli etkenlerden biri olmaktadir. Sigirlarin oviduktlarinda benzer
kosullarda sperm yumurta orani 1:1 olmalidir (Hunter 1996). Sigirlarda IVF calismalarinda
birgok laboratuar sperma oranini rutin olarak 1x 10° spermatozoa/ml seklinde uygulamaktadir.
Ayrica sperm-yumurta oran1 5000:1 dolaylarinda olmaktadir (Rizos ve ark. 2002). Yapilan
baska bir ¢alismada ise sperm—yumurta inkiibasyon oraninin 5000:1 ile 50000:1 civarinda

olmasinin dollenme oranini arttirdigi belirtilmistir (Tanghe ve ark. 2000).

Petri kabinda IVF’nin ger¢eklestirildigi inkiibasyon damlalarmin boyutlari yumurta
sayisinin orantilt artist ile 50 pl ile 500 pl arasinda degismektedir. Yapilan calismalar
sonucunda IVF de sperm-yumurta oraninin 5000:1 standardinin {izerinde olmasinin ve ayrica
dollenme soliisyon miktarinin déllenme ve polispermi olusumu agisindan herhangi bir etkisi

bulunmadig: ortaya konmustur (Rizos ve ark. 2002).
2.1.4. IVF Sonrasi Déllenme Olgiitlerinin Belirlenmesi

IVF sonrasinda yumurtalar soliisyon, sperm ve kumulus hiicre artiklarindan izole
edilmek amaciyla temizlenirler ve hizli bir sekilde stereo mikroskop altinda 40 X biiyilitme
gozlemle yumurtalarin spermalar ile dollenip déllenmedikleri gézlemlenir. Amag ¢aligmanin
gidisat1 hakkinda genel gdzlem yapmaktir. IVF sonrasinda tiim canli oldugu ongoriilen

hiicreler in vitro kiltire alinirlar.

Dollenme olgiitlerin belirlenmesinde uygulanan gozlem protokolii Shioya tarafindan

belirtilen yontem dahilinde ger¢eklestirilmektedir (Shioya 1993).

19



Bu yonteme gore;

a- Hiicrenin canliligindan emin olunmasi, yumurta - plazmasinin (ooplazma) homojen
parlak yapida olmasi, belirli bir perivitellin boslugunun bulunmasi, diizgiin zona pellisudanin

olmasi.
b- Yumurta — plazmasinin i¢erisinde spermatozoon kuyrugunun saptanmasi.
c-Spermatazoonun bag bolgesinin yumurta—plazmasi igerisinde oldugunun goriilmesi.
d- Perivitellin boslugunun igerisinde 1. ve 2. Polar cisimciklerinin olmasi.
e- Ikinci mayoz bdliinmenin telofaz asamasinin tespit edilmesi.
2.1.5. IVF Sonras1 Yumurtalarin in vitro Kiiltiirleri

IVF asamasidan sonra dollendigi 6ngdriilen hiicrelerin in vitro kiiltiirler iki farkl

sekilde gergeklestirilmektedir.

Bu in vitro kiiltiir yontemlerinden ilki ¢ok sik kullanilmayan fakat kullanildigi zaman
etkili bir yontem olan Ko-Kiiltiir yontemidir. Bu yontemde embriyolar, fibroblast, ovidukt
epiteli ve granuloza gibi farkli yapilardaki hiicreler ile birlikte kiiltiiri edilir (Kelly ve ark.

2007, Xihe ve ark. 2001).

Ikinci ve ¢ok siklikla daha kolay bir sekilde uygulanan in vitro kiiltiir yontemi ise
icerigi bilinen kiiltiir soliisyonlari ile gerceklestirilen kiiltiir yontemidir. Bu yontemde birinci
yontemde uygulandigi gibi herhangi bir hiicre kiiltiirline gerek duyulmamaktadir. Kiiltiir
soliisyonlar1 ¢esitli konsantrasyonlar iceren mineral tuzlar, enerji, antibiyotik ve hormon

katkilar1 ile hazirlanmakla birlikte ticari olarak temin edilen soliisyonlarda kullanilmaktadir.

Kullanilan in vitro kiiltlir soliisyonlar1 arasinda bu tez calismasinda da kullanilan
QACM-QABM sirali kiiltiir soliisyonlari ile bircok ¢alisma yapilmistir (Cooke ve ark. 2002,
Arat ve ark. 2011). Ayrica si@irlarda somatik hiicre transfer sonrast mSOF, G1 (Gardner 1) ve
G2 (Gardner 2) in vitro kiiltiir soliisyonlar1 kullanilarak yapilan embriyo kiiltiir ¢alismalarinda
ise basarili sonuglar elde edilmistir. mSOF kiiltiir soliisyonu kullanilarak elde edilen
blastosistlerin alicilara transferi sonrasinda % 6,7 oraninda dogum goézlenmisken G1-G2 sirali
kiiltiir soliisyonunda ise % 27.9 oraninda dogum goézlenmistir (Wang ve ark. 2011). Kiiltiir

soliisyonlarinda kullanilan serumun erken sathadaki embriyolarin 4 giin siire ile boliinmesi
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iizerinde bibazik etki yapmakla birlikte embriyolarin morula ve blastosist safhasina
gelisimlerine arttirict bir etkisi oldugu kanitlanmistir (Lonergan ve ark. 1999, Thompson ve
ark. 2007). Sigir yumurtalarin olgunlastirilmasinda ve kiiltiirlerinde kullanilan soliisoylaria
instilin gelisim ve epidermal gelisim faktorlerinin ilavesinin, sigir embriyolarnim in vitro
gelisimine olumlu etkisi oldugu kanitlanmistir ayrica bu faktorlerin kullanilmasiyla elde
edilen embryolarn alicilara transferi sonrasinda gebelik ve dogum oranlarini ciddi bir sekilde

arttirilldig: yapilan calismalarda gdsterilmistir (Ravelich ve ark. 2004, J Block, 2007).

Yapilan caligmalar sonucunda, Betamerkaptoethanoliin sigir yumurta olgunlastirma ve
embriyo kiiltiir soliisyonlarma ilavesinin embriyo gelisimi sirasinda olusan oksidatif stresini
engelledigi iistelik embriyolarn blastosist gelisimine destek verdigi ortaya konmustur.
Bununla beraber, betamerkaptoethanol implantasyon dncesi embriyolarin dondurulmasinda da

sogugun zararh etkilerinden koruyucu etki gostermektedir. (Takahashi ve ark 1996, Caamano

ve ark. 1998).

IVF’yi takiben sperm ile inkiibasyona giren yumurtalar toplanarak artik spermlerden
ve kumulus hiicre kalintilarindan uzaklastirilarak embriyonel gelisim i¢in kiiltiir soliisyonuna
transferi ile in vitro kiiltiir gerceklestirilir. Sigir embriyolarmin iiretiminde yumurtalarm in
vitro kiiltiirleri 35-39 °C arasinda sorunsuz bir bicimde gerceklesmesine ragmen IVF sonrasi
in vitro kiiltiirtin 38,5-39 °C arasinda olmasi gerekmektedir (Goto ve ark. 1989). In vitro
kiiltiir ortamin1 40 °C ve iizeri 1silarda olmasi IVF de 6nemli derecede zararlar ortaya ¢ikardigi
bilinmektedir (Greve ve Madison 1991). Kiiltiiriin gergeklestirilecegi inkiibatérde CO2
oraninin %35 dolaylarinda olmasi diisiik veya yiiksek CO:2 oranlarina gore ¢cok daha yiiksek
oranda embriyonel boliinme ve blastosist asamasindaki embriyo eldesinin gergeklestirildigi

yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Shioya 1993).

Yumurta ve spermin bir arada tutulmasi (inkiibasyon) yani IVF siiresi bir¢ok
laboratuarda 18-20 saat arasi olarak gerceklestirilmistir. Bu siire in vivo ortamda
polisperminin olugma riskini ortaya koyma acisindan ¢ok uzun olmaktadir. Fakat petri
kaplarinda yani in vitro ortamda bu siire araligi uygun olarak belirtilmektedir. Rehman ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada dondurulup ¢oziindiiriilmiis sperm ile
yumurta ko-inkiibasyonunun 24 saat siire olmasi dollenme oranmmin %76 gibi yiiksek
oldugunu belirtmiglerdir. Sperm yumurta ko-inkiibasyonun siiresinin 4 - 12 saat gibi zaman

periyoduna diisiiriilmesi ile elde edilen dollenme orani %25 ile %54 gibi diisiik bir oranda
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oldugu yapilan bu c¢alismada ortaya konmustur. Bunun yami IVF siiresinin déllenme
sonrasinda embriyonun gelisimi {izerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig1 da belirtilmistir

(Rehman ve ark. 1994).
2.2. Dondurma (Kriyoprezervasyon)

Implantasyon oncesi embriyolarm dondurulmasi, embriyo dondurma teknolojinin

ileriki gelisimleri bakimindan oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir (Akkoc ve ark. 2011).

Kriyoprezervasyon caligmalary, spermanin gliserol kullanilarak dondurulmasiyla
baslanmistir (Polge ve ark. 1949). Bu caligmay1 takiben yaklagik bir yil sonra sigir
embriyolar1 dondurulup ¢oziindiiriilmiis ve embriyolarm alicilara transferi sonrasinda gebelik
elde edilmistir. Bu siire¢ sonrasinda birgok arastirma yapilmis ve bu arastirmalar sonucunda
gilinlimiizde birgok yabani ve evcil hayvan tiirlerinin ve 6zellikle iirlinlerinden yararlandigimiz
ciftlik hayvanlarinin gerek embriyo, sperma, yumurta; gerekse dokular1 basarili bir sekilde
dondurularak saklanmis ve c¢oziindiiriildiikten sonra sorunsuz bir sekilde ¢alismalarda

kullanilmisdir.

Uygulanmakta olan dondurma yontemlerinin tiimiinde temel prensip, dondurma
esnasinda hiicre igerisinde olusabilecek buz kristallerinin olusumunun engellenmesidir.
Ayrica sifirin alt1 sicakligi zararh etkilerinden koruyucu maddelerin hiicre igerisine giris
cikislar1 ve olusan ani 1s1 degisiklikleri, bu maddelerin zehir etkileri, hiicreler arasinda
donmadan kaynaklanan hasarlar, ozmotik denge bozukluklar: ve hiicrelerin yogun elektrik
gecirgenligi gibi unsurlar dondurmanin basarisi etkileyen etkenler olmaktadir (Akkoc ve ark.
2011, Sagiwrkaya ve Bagis 2003, Bagis ve ark. 2002, Kasai 1996). Hiicrelerin dondurulup
coziindiiriilmesinde  hiicrelerin  canliliklarin1  dogrudan etkileyen diger etkenlerde
bulunmaktadir. Bunlar, tiirler arasindaki farklilik, tiirlerin bakim beslenme ve yetistirme
unsurlari, hiicrelerin gegirgenlik 6zellikleri, embriyolarin 6zellikle blastosist sathasindaki
embriyolarin biiytikliikkleri ve embriyolarin bulunduklar1 gelisimsel safhalaridir (Akkoc ve

ark. 2011, Sagirkaya ve Bagis 2003).
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2.2.1. Embriyolarin Dondurulmasinin Avantajlar

Dondurulan tiim biyolojik materyaller, -196 °C’de bulunan sivi azot igerisinde uzun

stire canliliklarini koruyarak saklanabilinmektedirler.

Embriyo, hiicre, doku ve gametlerin dondurulmasmin birgok avantaji bulunmaktadir.
Fakat embriyolarin dondurularak saklanmasinin diger biyolojik materyallere gore daha {istiin
avantaji olmaktadir. Hem anadan hem de babadan gelen genomik materyali igeren gamet ve
embriyolar ayr1 ayr1 dondurularak saklanmaktadir. Genetik ¢esitliligin ve tabii ki de gen
kaynaklarinin etkin bir sekilde saklanmasi, olusturulacak gen bankalar1 ile biyo-gesitliligin
korunmasi, dondurma teknolojilerinin uygulanmasini gerektiren diger dnemli bir alanlaridir.
Mevcut bolgelerden baska bolgelere canlinin transfer edilmesi yerine elde edilecek gamet ya
da embriyolarmm dondurularak saklanmasi, olast dogal afetlerden dolayr deney hayvani vb
canlilarin hatlarmin bu risklere maruz kalmalarin1 6nlemek amaciyla olusturulacak gen
bankasi ile bu hatlarin glivence altina alinmasi ve soyu tiikenmekte olan wrklarin korunmasi
amactyla dondurma teknolojilerinin uygulanmasi avantajli olmaktadir (Whittingham 1974,

Dinnyes ve ark. 2003).

Uretim ¢iftliklerinde ve deney hayvanlar1 laboratuarmda iiretimi gergeklestirilen
hayvanlarda zaman icerisinde genetik mutasyonlarin meydana gelme riski bulunmaktadir. Bu
mutasyon ve gen erozyonlarin Oniine gec¢ilmesi amaciyla bu dondurma teknolojilerin
uygulanmasi tercih edilir. Transgenik calismalarda, mikroenjeksiyon ya da daha farkh
yontemler uygulanarak gen transferi gerceklestirilen prontikleer sathadaki embriyolarin deney
gilinli uygun alic1 disi bulunamadigi zaman dondurularak saklanmasi ve uygun alic1 bulundugu
zaman bu embriyolarin ¢oziindiiriilerek transfer edilmesi dondurma teknolojilerinin sagladigi
bir avantajdir. Ayni sekilde cinsiyeti belirli embriyolarinda bu sekilde dondurularak saklanip
uygun zamanda ¢Oziindiriilerek alicilara transferleri gerceklestirilebilinir. (Sagirkaya 2001,

Sagirkaya ve Bagis 2003, Bagis ve ark. 2005, Akkoc ve ark. 2011).

Embriyo transferi uygulamalar1 kapsammda IVF calismalarinda ayn1 anda bogadan
taze sperma ile in vitro yontemlerle olgun oosit eldesinin ger¢eklesmesinin zor olmasindan
dolayi, daha Onceden dondurularak saklanmakta olan boga spermalarmmin kullanilmasi

dondurma teknolojilerinin sagladig1 avantajin diger bir kanit1 olmaktadir.

Saglik alaninda dollenme problemi (infertilite) olan hastalardan yavru elde etmek

amactyla IVF uygulanan hastalardan elde edilen embriyolari sayis1 beklenenden fazla oldugu
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takdirde bu embriyolar dondurularak saklanmakta ve boylece transfer sonrasi gebelik elde
edilmedigi durumlarda bu dondurularak saklanmakta olan embriyolar ¢6ziindiiriilerek sonraki

embriyo transferlerde kullanilabilinmektedir (Check, 1996).

Dondurma teknolojilerinin biyoteknolojili alaninda getirdigi bu avantajlar arastirma ve
gelistirme (Ar-Ge) ¢aligmalar1 kapsaminda yeni teknolojilerin liretilmesi amaciyla yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.
2.2.2. Dondurmada Kullanilan Donmaya Kars1 Koruyucu Maddeler

Embriyo, gamet, doku ve hiicrelerin dondurulmasinda kullanilan donmaya kars1
koruyucu kimyasal maddeler, bu biyolojik materyallerin dondurulmasi ve ¢6ziindiiriilmesi
sirasinda olusan ani 1s1 degisiklikleri sonucunda hiicrelerde olusmasi olas1 zararlarin

onlenmesi amaciyla kullanilmaktadirlar (Palasz ve Mapletoft, 1996).

Uygulanan tiim dondurma yontemlerindeki temel amag¢, dondurma ve ¢oziindiirme
uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde meydana gelebilecek hiicre i¢i ve dist buz kristallerinin
olusumunun ve sok etkinin engellenmesidir. Bu nedenle hiicre icerisindeki sivinin dondan
koruyucu maddeler ile yer degistirmesi, hiicre i¢i kristali olusumunun engellenmesi agisindan

baslica unsurdur (Bagis ve ark. 2004, 2010).

Donmanin zararh etkilerinden koruyan maddeler c¢esitli 6zelliklere bagh olarak hiicre
zarma niifuz edebilen yani icerisine girebilen ve giremeyen maddeler olmak {izere iki gruba

ayrilmaktadirlar.

Hiicre zarna niifuz edebilen dondan koruyucu maddeler diisiik molekiil agirligma ve
yiiksek oranda suda c¢oziinme yetenegine sahiptirler. Bu maddeler; etilen glikol (EG),
methanol, 2.3 biitanediol, 1.2 propanediol, dimetilsulfoksit (DMSO), gliserol, propilen glikol
ve bazi diger alkoller olmaktadir. Bu grup icerisinde genellikle daha yogun olarak kullanilan
donmaya karsi koruyucu maddeler DMSO, etilen glikol ve gliserol olmaktadir. Bu
maddelerden en az biri dondurma soliisyonu icerisinde mutlaka bulunmalidir. Hiicre igerisine
girebilen dondan koruyucu maddelerin en biiylik 6zelligi hiicrelerde ozmotik basing farklilig:
yaratarak hiicre icerisine giris yapip hiicre i¢i sivisi ile yer degistirmesidir. Bunu sonucunda
hiicre hacmindeki degisiklikler azalir, hiicre i¢indeki buz kristali olusumu indirgenir ve

hiicrenin dondan gordigli hasar minimum diizeye indirgenmis olur (Pereira ve Marques

2008).
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Hiicre i¢ine niifuz edemeyen dondan koruyucu maddeler, kendi aralarinda diisiik ve
yiiksek molekiil agirlikli maddeler olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Hiicre i¢ine niifuz
edemeyen diisiik molekiil agirlikli olarak; trehaloz, glikoz, siikroz, galaktoz ve bazi diger
sekerler, yiiksek molekiil agirliga sahip olanlar ise, sodyum hyaluronat, hidroksietil nisasta,
polivinil pirrolidon; PVP, polivinil alkol; PVA, antifiriz protein AFP, albumin, fikol ve bazi
diger polimerlerdir (Agca 1994, Akkoc 2006, Bagis ve ark. 2006, Sagirkaya 2001). Cesitli
serumlar da dondan koruyucu maddeler olarak kullanilabilinir, fakat serumlardan
kaynaklanan olas1 kontaminasyonlar nedeni ile serum yerine PVA veya PVP kullanilmaktadir

(Shaw ve ark. 1997).

Dondurma sirasinda bu dondan koruyucu maddelerin ancak belli oranlarda
kullanilmas1 ve fazla oranda kullanildigi zaman bu maddelerin yaratacagi zehir etkisinin
hiicreye 0liimciil zararlar verebilecegi bilinmektedir. Gametlerdeki sogutma zararlari, soguk
soku stresi, hiperozmotik stres, ozmotik biiziigme gibi olumsuz dis etkenler dahilinde
meydana gelmektedir (Gao ve ark. 1993). Bu zararlarin onlerine gec¢ilmesi amaciyla, dondan
koruyucu maddelerin hiicreye kademeli olarak kisa siireler dahilinde maruz birakilmasi hiicre
ici ve dis1 ozmotik dengenin saglanmasi ile hiicrenin minimum diizeyde zarar goérmesine

neden olmaktadir.

Hiicre igerisine giren diisiik molekiil agirlikli dondan koruyucu maddeler, dondurma
calismalarinda tek baslarina kullanilabilinirken, hiicre icerisine niifuz edemeyen dondan
koruyucu maddelerin ise en az bir tane hiicre igerisine niifuz edebilen dondan koruyucu

madde ile birlikte kullanilmasi gerekmektedir (Agca 1994).

2.2.3. Embriyolarda Uygulanan Dondurma Y o6ntemleri

Embriyolarin dondurulmasinda bircok dondurma yontemi uygulanmaktadir. Farkh
yontemlerin kullanilmasindaki amag, embriyolarin ait oldugu farkh tirler ve klar,
embriyolarin bulunduklar1 satha (zigot, 2, 4, 8 ve 16 hiicreli satha ya da morula veya
blastosist sathalari), embriyolarin elde edilis yontemleri ve son olarak saha caligmalarinda

kullanilacak uygulama yontemleri olmaktadir.
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Embriyolarin dondurulmasinda kullanilan yontemler basica 3 gruba ayrilmaktadir.
Bunlar;

a- Geleneksel yavas dondurma,

b- Hizl1 dondurma,

c- Camsi yap1 yontem (Vitrifikasyon) ile dondurma,

2.2.3.1. Geleneksel Yavas Dondurma (Slow Freezing)

Yavas dondurma sisteminde, diger dondurma sistemlerine gore daha pahali ve
komplike cihazlarin kullanilmaktadir. Bu durum olumsuz olarak algilansa bile daha
sistematik, hata ve yamilma paylarmmin daha diisiik olmasi da ayr1 bir avantaj olarak

nitelendirilmektedir.

Yavas dondurmada kullanilan dondan koruyucu maddelerin orani yaklasik olarak 1-2

molar civarinda olmaktadir.

Hiicrelerin yavas dondurma yOntemi ile dondurulmalar1 belirli asamalar

kapsamaktadir.
Bu agamalar:

1- Hiicrelerin, DMSO, etilen glikol, gliserol ya da propilen glikol gibi hiicre zarindan
niifuz edebilen diisik molekiil agirlikli dondan koruyucu maddelerden biri ile farkli
konsantrasyonlarda olmak {izere genellikle oda 1sisinda ya da seyrek olarak diisiik sicaklikta
maruz birakilmalart gerekmektedir. Bunun amaci hiicredeki ozmotik dengelemenin

(ekilibrasyon) saglikli bir sekilde saglanmasidir.

2- Seeding uygulamasi yapilarak buz kristallerinin sekillenmesini saglamak. Seeding,
donma sicakligma ulagsmamis sivilarda dig etkenler vasitasiyla -5 °C ile -7 °C arasindaki
sicakliga indirgenilmesi ile kristalizasyondaki latent 1s1 dalgasinin ortaya ¢ikaracagi zarari en
az diizeye indirmesini saglamaktadir (Songsasen ve Leibo, 1997). Fizikokimyasal 6zellikleri
bakimindan su normal sartlarda 0°C’de donma noktasina ulagir; ancak suyun kristaller halinde

donmasi i¢in su igerisinde safsizlik yaratan buzlanma merkezleri bulunmasi gerekir. Uygun
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sartlarda seri halinde sogutma yapildiginda suyun bu kristalleri haline gegmesi i¢in bu
buzlanma merkezlerine ya da sarsinti, sikistrma, dokunma gibi molekiiler homojeniteyi
bozacak fiziksel etmenlere ihtiyac vardir. Yavas dondurma isleminde bilindigi iizere su igerigi
ile kriyoprotektan madde yer degistirmektedir. Canli materyal ve kriyoprotektan soliisyonu
yavas dondurma isleminde siiper sogutmaya tabi tutulur. Siiper sogutulmus sivilar katilagma
veya kristallesme olmaksizin donma noktasi altinda bir noktaya kadar indirilmistir. Dondurma
islemlerinde gerek genetik materyalin, gerekse de canli biitiinliigiiniin korunabilmesi icin
kristallesme seklinde donma istenmeyen bir durumdur. Bu durumun 6niine gegebilmek i¢in
stvt haldeki canli siispansiyonu (hiicre/embriyo/sperma + donmaya kars1 koruyucu madde)
dakikada birka¢ dereceyi gegmeyecek seeding sicakligina kadar sogutulur, ancak donma ya da
diger bir degisle faz gecisi gerceklesmez. Payet icindeki hiicre zar1 bir osmotik zar gibi
davranarak i¢indeki gorece olarak ¢ok olan suyu disar1 atar. Bu asamadan sonra keskin yapili
kristallesme olmadan sivinin ve igindeki canli materyalin donmasi i¢in “seeding” denilen
fiziksel etkiye ihtiya¢ duyulur. Seeding sonucunda siiper sogutulmus siispansiyon diizgiin ve
lineer bir donma gerceklestirir. Bu sayede canli materyal zarar gérmeksizin dondurulmus olur.
Seeding, yavas dondurmadaki ¢c6zme/canli kalma basarisinda 6nemli bir parametredir, diizgiin
uygulanmamasi1 durumunda canli materyal zarar gorecek ve ¢ozdiirme sonrasi canliligini ya

da ¢ogalma yetenegini kaybedecektir.

3- Yavas dondurma makinesini sogutma hizint ve oranim1 0,2 - 2,0 °C / dk olacak
sekilde ayarlayip kontrollii bir sekilde -30 ile -70 °C’ler arasindaki sicakliklara kadar yavas ve

kademeli sogutmanin gergeklestirilmesi.

4- Protokoller dahilinde istenilen sicakliga ulasildiktan sonra hiicrelerin yiikli
olduklar1 payetlerin direkt olarak sivi azota (-196 °C) daldirilmasi ve ¢aligmalar dahilinde

saklanmasi.

5- Coziindiirme isleminde ise payetin sivi azottan ¢ikarilarak 25 °C’deki su banyosuna
daldirp bekletilerek yani 1smma hizi 250 °C / dk olacak sekilde kontrollii olarak

gerceklestirilmesi.

6- Hiicrelerin payetten izole edilip dondan koruyucu kimyasal maddelerden

uzaklastirilmasi olarak kisaca 6zetlenebilinir.
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Kademeli dondurma yontemlerinde dondurma sirasinda sogutma oranmin 2 °C’den az
olmasi ile hiicrelerde siirekli dehidrasyon ger¢eklesmesi saglanmaktadir. Yani hiicrelerdeki

ozmotik dengeleme durumu sogutma islemi sirasinda gergeklesmektedir (Sagirkaya 2001).

2.2.3.2. Hizh Dondurma (Rapid Freezing)

Hizli dondurma yonteminde Hiicrelerin dondurma hizi oldukga yiiksek olup yaklagik
olarak 1200 ile 1250 °C / dk civarinda olmaktadir. Bu yontemde kullanilan dondan koruyucu
kimyasal maddelerin oran1 yaklasik olarak 2 - 4.5 molar civarinda olmaktadir. Hiicre zarindan
niifuz edebilen DMSO, gliserol, propanodiol ve etilen glikol gibi dondan koruyucu
maddelerin en az birisinin 2 ile 4,5 M kadar, hiicre zarindan niifuz edemeyen trehaloz, siikroz,
galaktoz ve laktoz gibi dondan koruyucu maddelerden birisinin 0,25 ile 0,5 M kadar karisim

olusturularak kullanilmasi1 hizli dondurma uygulamalarinda basarili sonuglar vermektedir.

Hizli dondurma ydnteminde hiicrelerin dondurma soliisyonuna transferinden once
dondurma soliisyonuna gore daha az oranda dondan koruyucu madde iceren ozmotik
dengeleme soliisyonlarma kisa siireligine maruz birakilmasi gerekmektedir. Bu sistem
hiicrelerin yiiksek molaritedeki dondan koruyucu maddelerden zehir etkisini ve ozmotik
farkliligin meydana getirdigi sok etkisinin en az diizeye indirgenmesine neden olmaktadir.
Kisa ozmotik dengeleme soliisyonuna maruz birakilan hiicreler kismen dehidasyona ugrarlar
ve bu asamadan sonra hiicreler sivi azot buharinda ¢ok kisa bir siire azot buharinda tutulup

direk olarak sivi azota daldirilarak dondurulurlar.

Bu hizli dondurma yonteminde, camsi yap1 dondurma yontemine gore farkl olarak
hiicre dis1 s1vi donar ve dondurma soliisyonunun ozmolaritesinde kismi artis meydana geleir.
Hizli dondurma yonteminde embriyolar ¢6zme sirasinda uygun molaritye sahip ¢oziindiirme
soliisyonlar1 kullanilmadig1 takdirde hiicrelerde ani 6liim ve enine dagilarak parcalanma

durumu meydana gelebilmektedir (Palasz ve ark. 1996).
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2.2.3.3. Cams1 Yap1 Yontemi (Vitrifikasyon) ile Dondurma

Dondurma ve ¢oziindiirme sirasinda hiicre igerisinde buz kristallerinin olusumu ve
sogugun zararl etkilerinden koruyucu kimyasallarin zehirli etkileri, hiicrelerde ciddi sekilde
zararlar gOérmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, bahsedilen bu olumsuz etkilerin
verebilecegi zararlar1 dnlemek amaciyla, geleneksel dondurma tekniklerinin yerini alabilecek

daha gelismis ve yeni tekniklerin ortaya konmasi s6z konusu olmustur.

Camsi yap1 yontemi ile dondurma, diger adiyla vitrifikasyon teknigi, diger dondurma
tekniklerine gére daha az maliyetli, pratik olmas1 ve komplike alet ve ekipmanlara gerek
duyulmamasi nedeniyle daha avantajli olmaktadir. Fakat bu teknikte el manupilasyon
glicliigiiniin fazla olmasi ve hiicre kaybetme riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, diger

tekniklere gore dezavantaji da bulunmaktadir (Akkoc 2006).

Camsi1 yap1 dondurma, dokularm, hiicrelerin, organlarin ve embriyolarin ¢ok diisiik
sicakliklarda, hiicre igerisinde tamamen saydam ya da camsi bir hal yaratilarak dondurma
yontemi olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde dondan koruyucu madde ozmotik basing farki
yaratilarak hiicre igerisine almir, hiicre i¢i sivi hiicre disarisina ¢ikar. Boylelikle dondurma
sirasinda hiicre icerisinde viskozitenin ¢ok yogun olmasi ile buz kristalleri sekillenmez.
(Akkoc 2006, Akkoc ve ark., 2011, 2012, Aksu ve ark. 2012, Bagis ve ark. 2004, Bagis ve
ark. 2005, Bagis ve ark. 2010, Dinnyes ve ark. 2003, Sagirkaya 2001, Sagirkaya ve Bagis
2003)

Cams: yapt ile dondurma tekniginin uygulanmasindaki genel amag¢, dondurma
sirasinda hiicre icerisinde buz kristallerinin olusumunun 6nlenmesi ve ¢oziindiirme sonrasinda
yeniden sekillenmesi olasi kristallenmenin (devitrifikasyon) 6nlenmesi olmaktadir. Hiicrelerin
bu teknikle dondurulmasi sirasinda hiicre igerisine niifuz eden dondan koruyucu
kimyasallarin, ¢oziindiirme islemi esnasinda disariya alinmasi ile birlikte hiicre i¢erisinde buz
kristallerinin yeniden ve ¢ok daha hizli bir sekilde sekillenmesi bu dondurma yontemi

acisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir (Palasz ve ark. 1993).

Camsi yap1 dondurma yonteminde kullanilan sogutma oranlari dondan koruyucu
maddelerin yaklagik 5 - 7 molar gibi yiiksek konsantrasyonlarda olmasi gerekmektedir. Bu
oran, geleneksel yavas dondurma tekniginde kullanilan konsantrasyonlarin yaklasik 2 - 3 kat1

kadar olmaktadir (Massip ve ark. 1999).
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Uygun dondurmanin gergeklesmesi agisindan uygulanacak dondan koruyucu madde
oranmi1 yaklasik %30’dan fazla olmasi gerekmektedir. Bu oran ¢ok yiikksek oldugundan
kullanilacak dondan koruyucu maddelerin hiicrelerde yaratacagi zehir etkileri calismanin
basarist acisindan Onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilan dondan koruyucu kimyasallarin yaratacagi olumsuz etkileri en az diizeye
indirgemek amaciyla cesitli Onlemler alinmaktadwr. Bu Onlemlerin basinda, ozmotik
dengeleme (ekilibrasyon) zamaninin kisaltilmasi, iki agamali ekilibrasyon, kimyasallarin zehir
etkilerini azaltan siikroz, trehaloz ve formamid gibi bazi kimyasal maddelerin kullanilmas1
olmaktadir (Bagis ve ark. 2004,Palasz ve ark. 1993, Sagiraya 2001). Ayrica ¢dziindiirme
sirasinda uygulanan ¢oziindiirme hizi da tekrar kristallenme olusumunun Oniine gecilmesi

bakimindan 6nemli olmaktadir.
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3 MATERYAL VE YONTEM
Materyal:

Calismanin temel materyalini mezbahadan temin edilen sigir ovayrumlarin aspirasyonu ile
elde edilen yumurta hiicreleri ve Istanbul Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi'nden temin

edilen dondurulmus boga spermasi olusturmaktadir.

1. Deney Grubu: Yumurtalarin farkli olgunlastirma siirelerinin blastosist gelisimi
iizerine etkisi. Bu ¢aligmada 324 adet ovaryumdan 810 adet olgun olmayan yumurta elde

edilmistir. Toplam 10 adet sperm payeti kullanilmistir.

2. Deney Grubu: Betamerkaptoethanoliin yumurta olgunlastirmasi ve suni dollenme
sonrasi blastosist gelisimi tizerine etkisi. Bu ¢alismada, 196 adet ovaryumdan 650 adet olgun

olmayan yumurta elde edilmistir. Toplam 6 adet sperm payeti kullanilmistir.

3. Deney Grubu: Farkli kiiltiir soliisyonlarmin ve yumurtalarin sperma ile déllenme
siirelerinin blastosist gelisimi {lizerine etkisi. Bu caligmada,105 adet ovaryumdan 500 adet

olgun olmayan yumurta elde edilmitir. Toplam 4 adet sperm payeti kullanilmistir.

4. Deney Grubu: Farkli kiiltiir soliisyonlarmin blastosist gelisimi {izerine etkisi. Bu
calismada 30 adet ovaryumdan 150 adet olgun olmaya yumurta elde edilmistir. Toplgam 2

adet sperm payeti kullanilmistir.
Calismanin Ana Basamaklart;
Calisma, birbirini izleyen 4 farkli ana basamaktan olusmustur.

I- Sigir yumurtalarmin in  vitro olgunlastirilmasi, dondurulmus boga spermalarmin

coziindiiriilerek IVF gerceklestirilerek blastosist sathasinda embriyolarin elde edilmesi.

2- Blastosistlerin farkli dondurma yontemleri ile dondurulmasi, ¢oziindiiriilmesi ve in vitro

kaltirleri.

3- Coziindiiriilen blastosistlerin toplam ¢ekirdek sayilarmnin tespiti amaciyla Floresan Boyama

yontemi ile boyanmasi.

31



3.1. Sigir Yumurtalarimmn in vitro Olgunlastirilmasi, Dondurulmus Boga
Spermalarimin  Coziindiiriilerek IVF Gergeklestirilerek Blastosist Safhasinda

Embriyolarin Elde Edilmesi

Bu tez calismasinda 4 farkli IVF ¢aligsmasi gergeklestirilmistir. Farkli IVF protokolleri
denenmis ve en fazla oranda blastosist eldesini gerceklestiren materyal ve yontem

olusturulmustur.
IVF c¢alisma basliklari;
A- Yumurtalarm farkli olgunlastirma siirelerinin blastosist gelisimi tizerine etkisi.

B- Betamerkaptoethanoliin yumurta olgunlastirmast ve suni dollenme sonrasi blastosist

gelisimi iizerine etkisi.

C- Farkl kiltlir soliisyonlarmin ve yumurtalarin sperma ile dollenme siirelerinin blastosist

gelisimi iizerine etkisi.
D- Farkli kiiltiir soliisyonlarinin blastosist gelisimi lizerine etkisi.
Dort farkli IVF caligmasinda kullanilan bazi protokoller ayni1 olmaktadir.
Bu protokoller;
a- Ovaryumlarin bolge mezbahadan teminleri ve laboratuara getirilisleri.

b- Olgun olmayan yumurtalarin bulundugu folikiil sivilarinin ovaryumlardan

aspirasyonlar.

c- Aspirasyonu gerceklestirilen folikiil sivilarindan olgun olmayan yumurtalarin

izolasyonu.
d- Olgun olmayan yumurtalarin se¢imi ve in vitro olgunlastirilmasi.
e- Spermanin ¢oziindiiriilmesi ve canli spermanin elde edilmesi.
f- Canl1 spermanin sayimi ve IVF i¢in sperma konsantrasyonunun hazirlanmasi.
g- Olgun oldugu 6ngoriilen yumurtalarin sperma ile IVF si.

h- IVF sonrasinda déllenmis yumurtalarin in vitro kiiltiire alinmalart.
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3.1.1. Ovaryumlarin Bolge Mezbahalardan Teminleri ve Laboratuara

Getirilisleri

Bolge mezbahada giinliik kesimi gerceklestirilen sirigirlarin ovaryumlar1 deneysel
calismalarda kullanilmistir. Tiir bkaimindan belirli bir tiir lizerinde durulmamistir. Kesim
glinlii kemsi gerceklestirilen sigirilarin hepsi deneysel calismalardak ullnailmistir. Ovaryum
temininin gerceklestirilecegi giiniin sabahi, saf suya (dH20) %0,9 gr Sodyum Kloriir (NaCl)
ilavesi yapilarak serum fizyolojik hazirlanmistir. Hazirlanan serum fizyolojigin icerisine 100
pl/lt Gentamisin ilave edildikten sonra soliisyon 38 - 39 °C’ye isitilarak mezbahaya
gotiirtilmiistiir. Kesimi gergeklestirilerek sakrifiye edilen sigir sakrifikasyonun takriben 10.
dakikasinda karin bdlgesi agilarak her iki ovaryumu alinip termos igerisinde bulunan 1sisi

yaklagik 3442 °C’deki serum fizyolojik igerisine konmustur.

Ik ovaryumun teminini takiben en ge¢ 4 saat igerisinde toplanan ovaryumlar

laboratuara getirilmistir.

3.1.2. Olgun Olmayan Yumurtalarin Bulundugu Folikiil Sivilarinin

Ovaryumlardan Aspirasyonlar

Laboratuara termos icerisinde getirilen ovaryumlarin isilar1 termometre ile kontrol
edildikten sonra, 36 - 38 °C’deki serum fizyolojik ile en az 3 - 4 kez yikanip temiz bir siizgec
ile stiziilerek steril kurulama kagidi ile iyice kurulanip aspire edilmek iizere steril kurulama

kagidi lizerinde aspirasyon siiresince bekletilmislerdir.

Aspirasyon sistemi; Ovaryumlarm {izerinde bulunan 2 - 8§ mm capindaki primer
folikiiller aspirasyon i¢in tercih edilmistir. Aspirasyon ignesi olarak 18 G’luk enjektor ignesi
kullanilmistir. Aspirasyon ignesi icinde yaklasik 5 ml TL-HEPES dis ortam soliisyonu
bulunan 50 ml’lik konik tiipe mantar vasitasi ile takilmistir. Konik tiip ise mantar vasitasi ile
negatif hava basinci olusturan hava kompresér makinasina baglanmistir. Hava kompresor
makinast 100 Hg: 28 ml/dak oraninda caligtirilmistir. Kistik, kanli ve dejenere olmayan,
kaliteli goriinen ovaryumlarda bulunan 2 - 8 mm’lik folikiillerin aspirasyonu, hazirlanmis bu
diizenek kullanilarak 18 G’lik igne ucunun folikiiliin i¢inde yatay ve dairesel hareketler

yapilmasi ile gerceklestirilmistir. (Sekil 3.1, Sekil 3.2)
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Sekil 3.2. Sigir ovaryumlar1

3.1.3. Aspirasyonu Gergeklestirilen Folikiil Sivilarindan Olgun Olmayan

Yumurtalarin izolasyonu

Mezbahadan temin edilen ovaryumlar laboratuara getirilip primer diizeydeki folikiiller
aspire edildikten sonra heniiz olgunlasmamis yumurtalarin bulundugu folikil stvilar1 100
mm’lik bakteriyolojik petride bulunan 3 mg/ml Sigir Serum Albumini (BSA) igeren TL-
HEPES (TL-HEPES+BSA) dis ortam soliisyonu igerisine aktarilmistir. Stereo mikroskobun
objektifi 40X bilylitmeye ayarlandiktan sonra petri igerisinde bulunan diizglin zona
pelusidaya, homojen yumurta plazmasina ve en az 3 - 4 sira kompakt kumulus hiicrelerine

sahip yumurtalar; 40 - 50 pm ¢apindaki pastor cam pipet yardimiyla toplanmaistir.

Toplanan yumurtalar TL-HEPES+BSA igeren 35 mm’lik petri kabma transfer
edilmistir. Bu yikama igslemi en az 3 kez daha aymi yontem ile tekrarlanmig ve
boyleceyumurtalar folikiil sivilarindan tamamen arindirilmistir. Olgun olmayan ve

olgunlastirilan yumurtalar Sekil 3.3.a-b de gosterilmistir.
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3.1.4. Olgun Olmayan Yumurtalarin Secimi ve in vitro Olgunlastirilmasi

Aspirasyon sonucu elde edilen olgun olmayan yumurtalarin in vitro yOntemle
sitoplazmik olarak olgunlastirilmasi gerekmektedir. Olgunlastirma soliisyonu olarak siklikla
kullanilan TCM-199 (Doku Kiiltiir Soliisyonu) (EK-2) doku kiiltiir soliisyonu kullanilmistir,
soliisyona destek maddeleri olarak hormon, serum, gesitli bliylime faktorleri ve antibiyotik
ilave edilerek in vitro olgunlastirma soliisyonu final soliisyon olarak hazirlanip yumurtalarin

olgunlastirilmasinda kullanilir hale getirilmistir. (EK-3)

Yumurtalarin aspirasyonundan 3 - 4 saat Once in vitro olgunlastirma soliisyonu
hazirlanip 4 kuyulu petrinin her kuyusuna 500’er ul olacak sekilde konup, soliisyonun olasi
buharlagsma ve kontaminasyonun oniine ge¢ilmesi amaciyla tizerleri 300 ul kadar mineral yag
ile kaplanmigtir. Petriler sonra 38,5 °C’deki 1sida, % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO2 ve
hava iceren inkiibatorde soliisyonun gaza doymasina ve 1sisinin 38,5 °C’ye ulagmasina kadar

bekletilmistir.

Olgunlastirma silirecinin sonunda, stereo mikroskop altinda, en az homojen yumurta
plazmaya, diizgiin zona pellisudaya ve 2 kat kadar genislemis kiimiiliis katmanlarina sahip

yumurtalar, olgunlagmis yumurta, olarak ongoriiliip IVF leri i¢in ayrilmiglardir. (Sekil 3.3)

Sekil 3.3. a- Olgun olmayan yumurta, b- Olgunlasmis yumurta
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3.1.5. Spermanin Coziindiiriilmesi ve Canh Spermanin Elde Edilmesi

IVF i¢in daha 6nceden dondurulup 500 pul’lik payetler halinde sivi azotta saklanmakta

olan boga spermalar1 deney giinii ¢oziindiirtilerek kullanilmistir.

Spermin ayristirilmasinda ticari olarak temin edilen percoll gradiyent sperm
ayristirma soliisyonu kullanilmistir. Percoll soliisyonu dncelikle %90 yogunlugunda percoll
icerecek final bir soliisyon olarak kullanilir hale getirilmistir. Bu islemde oncelikle 80 mM
final konsantrasyonlu 10X Percoll stok soliisyonu hazirlanmistir. Percoll soliisyonu %9011k
yogunluga percoll soliisyonuna %10 oraninda 80 mM final konsantrasyonlu 10X Percoll stok

soliisyonu ilave edilerek hazirlanmistir.

Spermanin ayristirilmasinda kullanilan percoll gradiyent soliisyonu %45 ve %90
yogunlugunda olmak iizere iki kademeli olarak hazirlandiktan sonra ¢oziindiiriilen
spermalarin ayristirilmasinda kullanilmistir. %45 yogunluktaki percoll soliisyonu, 1/1 oranda
HTF (Human Tubal Fluid - Insan Tiip Stvis1) (Quinn’in Avantaj Sperm Yikama Soliisyonu)
ile %90 percoll soliisyonu ile karistirilarak hazirlanmistir. Bos bir 15 ml’lik konik tiibe 2 ml
%90 percoll soliisyonu konmus, iizerine tiip 45 derecelik yatay egilerek ¢cok agir bigimde 2 ml
%45 percoll soliisyonu ilave edilmistir. ki farkli yogunluktaki percoll soliisyonlar1 birbirine
karigmadan tiipe aktarim yapilmistir. Her iki yogunluktaki percoll soliisyonlarin sicakligt 37 -

38 °C olmaktadir.

Daha 6nceden taze olarak elde edilip payetlere yiiklenip dondurularak -196 °C’deki
siv1 azotta saklanmakta olan sperm payetleri IVF isleminde kullanilmustir. 1ki adet payet,
onceden sivi azota daldirilip sogutulan ¢elik pens yardimiyla sivi azottan ¢ikarilarak yaklasik
10 saniye siire ile yatay olarak yavasca havada sallandirilip 45 derecelik agiyla yavas bir
sekilde 37 °C’deki su banyosuna daldirilip 1 dakika siire ile bekletilip payetin icerisinde
bulunan spermanin erimesi saglanmistir. Payet, 1 dakika sonra sudan ¢ikartilip steril kurulama
kagidi ile iyice kurulanip, payetin her iki ucundan olmak iizere kesilerek spermanin 15 ml’lik
konik tiip icerisinde iki ayr1 yogunlukta bulunan percoll gradiyent soliisyonunun iizerine

aktarimi gerceklesmistir.

Spermlerin bulundugu tiip yavasca santrifiije konulduktan sonra 700 x g’de 10 dakika
siire ile santrifiij edilmistir. Santriflij sirasinda canli olan spermler tiipiin dip kismina pelet

halinde, 6lii spermler ve spermanin dondurulmasinda kullanilan kimyasal artiklar tiipiin orta
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kisminda yani %45°lik percoll ve %90’lik percoll soliisyonlarinin arasinda askida kalacak

sekilde yer edinmislerdir. (Sekil 3.4)

[ ]

e st K1$1m

——— %45 Percoll
e Ol spermalar ve artik maddeler

@ %90 Percoll

V‘/— Canli Spermalarin bulundugu pelet

Sekil 3.4. Percoll sperm ayristirma tiipii

Cozilindiiriilen spermalar percoll seperasyon soliisyonu ile seperasyonu gerceklestikten
sonra tiiptin dip kismindaki canli oldugu 6ngoriilen sperma peletine ulagsmak i¢in oncelikle
zaman kaybetmeden tiipli 45 derecelik ag1 ile egip 1’ml’lik otomatik pipet yardimiyla tiiplin
iist kismindan baglamak iizere soliisyon ¢ekilmistir. Her 1 ml soliisyon ¢ekildikten sonra pipet
degistirilirmis ve temiz pipetle bu islem sperm peletine ulasincaya kadar devam edilmistir.
Canli spermin bulundugu pelet gevsek yapida oldugu igin 6zellikle bu kisimda ¢ok dikkatli
sekilde pelet soliisyondan izole edilmistir. Tiim soliisyon peletten uzaklastirildiktan sonra
pelet 100 ul’lik otomatik pipet ucu yardimiyla pipetlenerek peletin homojen durumda olmasi

saglanmistir. Bu islemlerden sonra spermin canlilik kontrolii yapilmistir. (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. Sperm yiiklii payetin ¢oziindiiriilmesi ve ayristirma tiipline aktarilmasi

37



Peletten otomatik pipet yardimiyla 10 pl kadar sperma c¢ekilip daha once 1sitilmis
lamin {lizerine birakilmig ve iizeri lamel ile kaplanmistir. Lam 151k mikroskobunun altina
yerlestirilmis ve 200X biiyiitme altinda spermlerin canlilik tayinleri yapilmistir. Dogrusal, seri

ve ileri yonde hareket eden spermlerin varligina dikkat edilmistir.

Kalite bakimindan i1yi derecede olan spermlerin varhigi dogrultusunda deneylere

devam edilmistir.
3.1.6. Canh Spermanin Sayimi ve Sperma Konsantrasyonunun Hazirlanmasi

Spermanin canlilik tayini gergeklestirildikten sonra spermin konsantrasyonunun
hazirlanma islemine gegilmistir. Spermin konsantrasyonu, 1 ml’de 1-2x10° olacak sekilde
diizenlenmistir. Payette aymi kalite ve miktarda sperma bulunmama olasilig1 sebebiyle

oncelikle peletten elde edilen spermanin sayimi gerceklesmistir.

Sayim i¢cin Thoma Lami kullanilmistir. Sperm peletinden 10 pl alinip 190 pl’lik ¢cesme
suyunun igerisine konup iyice karistiriip spermlerin tamamen Olmesi saglanmustir.
Spermlerin oldiiriilmesinde ¢esme suyunun kullanimi en etkili ve kolay bir ydntem
olmaktadir. Bu sulandirma oranit dondurulmus spermlerin kullanilmasinda daha iyi sonug

vermektedir.

Thoma laminm bdlme kismma 10 pl kadar 6lii sperm peleti karisimi konmustur ve
spermlerin tamamini 6lmesi i¢in 5 dakika siire ile beklenmistir. Bekleme sonrasi thoma lami
ters mikroskop altina konarak faz kontrasta 400X biiyiitme ile spermlerin sayimi
gergeklestirilmistir. Sayimda thoma laminda birbirine ¢ok yakin olmayan herhangi 5 kare

icerisinde bulunan spermler sayilmaistir.
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Sekil 3.6. Sperma sayiminda kullanilan thoma lami
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Sayilan sperma dogrultusunda IVF de kullanilacak spermin konsantrasyonu
belirlenmistir. Bagarili bir IVF ¢aligmasi i¢in thoma laminda bulunan 5 karede yaklasik olarak
110 - 200 adet spermanin varligi gerekmektedir (Sekil 3.6). Sayim sonucunda genellikle

caligmalar1 olumlu yonde etkileyecek sperm adedi 200 - 250 arasinda olmaktadir.

Sekil 3.7. Thoma laminda sperma saymm sistemi (Leibfried ve Bavister, 1982)

Sperm konsantrasyon hesaplama formiilii:

SS x SO x 5000: Sperm/ml (SS= 5 karede igerisindeki sayilan sperm; SO= Spermi
sulandirma orani; 50000= 1000 ul / 5 x 0.004 pl. (Eldeki hacmi ml bazina ¢evirmede

kullanmak amaciyla hesaplanmistir).

Fakat daha pratik ve kolay olan diger bir yontem, sperm konsantrasyonunun
hesaplanmasinda kullanilmistir. Bu yontemde, 2.5 sayisi 5 karede sayilan toplam sperm
sayisimna boliinmistiir. Elde edilen sonu¢ 1000 ile carpilmistir ve ¢ikan sonugta virgiil
sonrasindaki kiisurat atilmistir. Elde edilen sonu¢ kadar mikrolitre canli sperm peletinden
¢ekilip final konsantrasyon 100 pl olacak sekilde geri kalan kisim suni déllenme soliisyonu ile

tamamlanmistir (Sekil 3.7).

3.1.7. Olgun Yumurtalarin Sperma ile IVF si

Spermalarin olgun yumurtalar ile IVF si i¢in ticari olarak temin edilen HTF SAGE
dollenme soliisyonu kullanilmigtir. Fakat bu suni déllenme soliisyonuna bir takim kimyasal
maddeler ilave edilmistir. Soliisyona 6 mg/ml yag asidinden arindirilmig sigir serum albumini

(BSA-FAF A-6003) soliisyonda protein kaynagi amagli eklenmisti. HTF SAGE suni
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dollenme soliisyonu 0.22 um’lik enjektor filtresinden gecirildikten sonra 60 mm’lik petri
kabina 44’er pl’lik boyutta damlalar halinde konmustur. Damlalarin herhangi kontaminasyona
maruz kalmamasi1 ve buharlagmasmnin Onlenmesi amaciyla {izerleri mineral yag ile
kaplanmistir. Petriler %5 COz2 ve hava ve yogun nem iceren, 38.5 °C’deki inkiibatore konmus

ve en az 4 saat siire ile bekletilerek soliisyonun neme, 1s1ya ve gaza doymasi saglanmistir.

Hazirlanan ve inkiibatore konarak en az 4 saat siire ile %5 COz2 iceren 38,5 °C 1sidaki
inkiibatorde bekletilen yapay dolleme petrisi, inkiibatorden ¢ikarilarak her damlaya olgunlugu
tamamladig1 ongoriilen 10-12 adet yumurta transfer edilmistir. Yumurtalarin bulundugu her
damlanin igerisine 2 pl konsantrasyonu tamamlanmis sperma, sonra 2 pl Penisilin, Hipotavrin
ve Epinefrin (PHE) (20 uM penisilamin, 10 uM hipotaurin, 1 uM epinefrin) ve son olarak 2
ul heparin (2 pg/ml) eklenmistir.

Bu islemler tamamlandiktan sonra IVF petrisi 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem
ve %S5 CO2 ve hava igeren inkiibatore konmustur. IVF petrisi deneylerin protokoller

dogrultusunda degisen siirelerde inkiibatorde bekletilmistir.
3.1.8 IVF Sonrasinda Déllenmis Yumurtalarin in vitro Kiiltiire Alinmalanr

IVF siirecinin bitiminde ddllenmis yumurtalar IVF soliisyonundan almarak TL-
HEPES soliisyonuna transfer edilip burada en az 3 kez yikanarak hem IVF soliiyonundan hem
de soliisyonu kaplayan yagdan arindirilmistir. Yikama islemi tamamlandiktan sonra tiim
dollenmis yumurtalar, otomatik pipet yardimiyla 100 ul TL HEPES ile birlikte toplanarak 1.5
ml lik santrifiij tiipline aktarilmistir. Tip dikkatli bir sekilde 2.5 - 3 dakika siire ile seri bir
sekilde vortekslenmistir. Bu islemde dollenmis yumurtalar etrafin1 gevreleyen genislemis

kiimiiliis hiicrelerinden arindirilmistir.

Vorteks islemi sonunda tiip TL-HEPES ile yikanarak tiipte bulunan tiim igerik yikama
petrisine aktarilmis, ve diizglin zona pelisuda, homojen yumurta plazmaya sahip canliligini

siirdiiren dollenmis yumurtalar in vitro kiiltiir i¢in ayrilmiglardir.

In vitro Kkiiltiir calismalar1 deneylerin protokoller dogrultusunda farkli metotlar

uygulanarak gerceklestirilmistir.
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3.2. IVF Cahsma Bashklan
A- Yumurtalarm farkli olgunlastirma siirelerinin blastosist gelisimi tizerine etkisi.

B- Betamerkaptoethanoliin yumurta olgunlastirmasi ve IVF sonrasi blastosist gelisimi lizerine

etkisi.

C- Farkl kiltiir soliisyonlarmin ve yumurtalarin sperma ile dollenme siirelerinin blastosist

gelisimi iizerine etkisi.

D- Farkli kiiltiir soliisyonlarinin blastosist gelisimi lizerine etkisi.

3.2.1. Yumurtalari Farkh Olgunlastirma Siirelerinin Blastosist Gelisimi Uzerine

Etkisi.

Bu c¢alismada olgunlasmamis yumurtalarin olgunlastirma soliisyonuna maruz
birakilarak en uygun olgunlastirma stireci incelenmistir. Olgun olmayan yumurtalar iki farkli

deney grubuna ayristirilmistir.

Mezbahadan ovaryumlarin temini gerceklestikten sonra laboratuarda ovaryumlardan
aspirasyon yontemiyle olgun olmayan yumurtalar elde edilip folikiil sivilarindan arindirilip
olgunlastirma soliisyonuna transfer edilmislerdir. Bu c¢alismada iki farkli deney grubu
olusturulmustur. Birinci deney grubunda yumurtalar olgunlastirma soliisyonunda 22 saat siire
ile bekletilmistir, ikinci deney grubunda ise yumurtalar 24 saat siire ile olgunlastirma

soliisyonunda bekletilmislerdir.

Birinci deney grubundaki yumurtalarin 22 saat siire ile olgunlagsmasmin
tamamlanmasmin ve ikinci deney grubunun 24 saat siire ile olgunlagsmasinin
tamamlanmasmin ardindan yumurtalar olgunlastirma soliisyonundan ¢ikarilmig ve 4 saat
onceden hazirlanan ve inkiibatorde bekletilen IVF petrilerine her damlaya 10 - 12 adet olacak

sekilde transfer edilmistir.

Spermanin ¢oziindiiriilmesi, spermalarm bulundugu payetin sivi azottan ¢ikarilarak
havada 10 sn siire ile yavasga sallandirilarak 37 °C’deki su banyosunda daldirilip 1dk kadar
bir siire bekletilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen payet su banyosundan ¢ikarilarak steril

kurulama kagidi ile silinmis, payet her iki ucundan kesilerek hazirlanan Percoll %45 -
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%90’lik ayristirma soliisyonun bulundugu tiipe icerik aktarilmis ve 700 x g’de 10 dakika stire

ile santriflij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiiplin Ustte kalan diisiik yogunluklu kisim yani siipernatant kismi
otomatik pipet yardimiyla uzaklastirilarak pelete ulasilmis ve peletteki spermin motilite tayini
ve saymmi gerceklestirilmistir. Spermin konsantrasyonu 1 ml’de 2x10° olacak sekilde

ayarlanmistir.

Konsantrasyonu ayarlanan ve hazirlanan spermler, 4 saat Once hazirlanarak
inkiibatorde bekletilen ticari olarak temin edilen HTF (Human Tubal Fluid-Insan Tiip sivisi)
SAGE IVF soliisyon petrisine her damlanin igerisine 2 pl konsantrasyonu tamamlanmis
sperma, sonra 2 pl Penisilin Hipotaurin Epinefrin (PHE) (20 pM penisilamin, 10 pM
hipotaurin, 1 uM epinefrin) ve son olarak 2 pl heparin (2 pg / ml) eklenmistir. Bu iglemler
tamamlandiktan sonra IVF petrisi 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO:2 ve hava

iceren inkiibatére konmustur. Bu ¢calismada IVF siiresi 18 saatdir.

IVF sonras1 elde edilen canli ve kaliteli dollenmis yumurtalarm kiiltiirleri birbirini
takip eden iki farkli kiiltiir soliisyonunda gergeklestirilmistir. Kiiltiiriin ilk 72 saatinin
gerceklestirildigi 1. Kiiltlir soliisyonu ticari olarak temin edilen SAGE-Yariklanma (QACM-
Quin’in Avantaj Yariklanma Soliisyonu) olmaktadir. Bu soliisyona protein destegi amagli
olarak 8 mg/ml yag asidinden arindirilmis sigir serum albumini (BSA-FAF A-6003)
soliisyona eklenmistir. Sonra soliisyon 0,22 um’lik enjektor filtresiyle filtre edilerek 30’ar pl
olacak sekilde 60 mm’lik petri kabma damlalar olusturulmus ve iizerleri mineral yag ile
kaplanmistir. Kiiltiir damlalarinin gaza neme ve 1stya doymalar1 amaciyla kiiltiir 6ncesi en az
4 saat siire ile kiiltiiriin gergeklestirilecegi 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO2
ve hava igeren inkiibatore konmustur. Kiiltlir i¢cin hazir hale getirilmis damlalar inkiibatérden
cikartilarak, her damlaya 15°er adet dollenmis yumurta aktarilmistir. /In vitro kiiltiir siireci

kiiltiir petrilerinin inkiibatore konmasiyla baslamistir.

Kiiltlirtin 72. saatinde dollenmis yumurtalarin transfer edilecegi yine ticari olarak
temin edilen SAGE-Blastosist (QABM-Quinn’s Advantage Blastocyst Medium) adli ikincil
soliisyon olmaktadir. SAGE Blastosist soliisyonuna protein destegi amagli olarak 4 mg/ml yag
asidinden armdirilmis sigir serum albumini (BSA-FAF A-6003) ve %5 Si1gir Buzagi Serumu
(FCS) ilave edilmistir ve ayn1 1. kiiltiir soliisyonunda gergeklestirildigi gibi 60 mm’lik petri
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kaplarina 30’ar pl’lik kiiltiir damlalar1 olusturulmus ve petri ayni inkiibatére konarak en az 4

saat siire ile bekletilerek soliisyonun neme, gaza ve 1sitya doymasi saglanmistur.

Sage-Yariklanma soliisyonunda 72 saatlik kiiltiiriini  tamamlayan doéllenmis
yumurtalar mikroskop altinda incelenerek 4, 8 ya da 16 hiicreli sathaya ulasan ve artik
embriyo olarak nitelendirilen hiicreler toplanarak SAGE-Blastosist soliisyonuna transfer
edilmislerdir. Olii olan, bdliinmeyen ve kalite bakimindan iyi olmayan hiicrelerin kiiltiiriine
devam edilmemistir. Petriler bir sonraki kiiltiir i¢cin ayn1 inkiibatore konmuslardir ve 96 saat
kadar kiiltiire devam edilmistir. /n vitro kiiltiiriin sonunda petriler inkiibatorden ¢ikartilarak

embriyolarin gelisimleri gozlenmistir.

3.2.2. Betamerkaptoethanolin Yumurta Olgunlastirmasi ve IVF Sonrasi

Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada, Betamerkaptoethanoliin olgun olmayan yumurtalar olgunlastirmasi ve
olgun oldugu Ongorillen yumurtalarmm IVF sonrasit blastosist gelisimi {izerine etkisi

incelenmistir.

Mezbahadan ovaryumlarin temini gergeklestirilip ilk ovaryumun temininden itibaren
en gec 4 saat icerisinde laboratuara getirilip tiim ¢aligmalarda uygulanan ayni yontemlerle 2-8
mm ¢apindaki primer folikiillerin aspirasyonu gergeklestirilmistir. Aspirasyonu sonrasinda

olgun olmayan kaliteli yumurtalar, iki farkli deney grubuna ayristirilmistir.

Birinci deney grubundaki yumurtalarin olgunlastirma soliisyonuna 100 pm
Betamerkaptoethanol ilavesi gergeklestirilmistir. ikinci deney grubuna ise kontrol amagl

olarak standart in vitro olgunlastirma soliisyonu kullanilmaistir.

Olgun olmayan yumurtalarin in vifro olgunlastirilmalari, yumurtalarin in vitro
olgunlastirma soliiyonuna transfer edilerek, 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem, %35 CO,

ve hava igeren inkiibatorde 22 saat siire bekletilerek gerceklestirilmistir.

Yumurtalarin ~ olgunlastirma  silirecinin = ardindan ~ dondurulmus  spermanin

¢Oziindiiriilmesi, konsantrasyonunun ve IVF soliisyonunun hazirlanmasina gecilmistir.

IVF soliisyonu olarak Bracket Oliphant (BO) stok soliisyonu kullanilmistir (Brackett,
1981). Oncelikle ¢esitli mineral tuzlardan olusturulan Stok A (BO-A) soliisyonu
hazirlanmistir. Sonra pH dengesi amaciyla Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) ve Fenol Kirmizisi
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iceren Stok B (BO-B) soliisyonu hazirlanmistir. Bu iki soliisyon protokol dahilinde kendi
aralarinda birlestirilerek enerji gereksinimi amaciyla piriivik asit ve ayrica antibiyotik
gereksinimi karsilamak i¢in gentamisin ilavesi ile IVF calismasinda kullanilabilir BO-AB

adinda IVF soliisyonu hazirlanmistir.

Fakat IVF c¢alismasinda kullanilan BO-AB Soliisyonunun protein gereksinimini
kargilamak amaciyla soliisyona 8 mg/ml sigir serum albumini (BSA-Fraksiyon V- A-3311)
ilavesi yapilmistir. Final soliisyon 0,22 pm’lik enjektor filtresiyle filtre edilip 60 mm’lik petri
kabina 44 ul’lik damlalar olusturularak iizerleri mineral yag ile kaplanmis ve 38,5 °C’de %
100’e yakin oranda nem, %5 CO2 ve hava iceren inkiibatore konarak en az 4 saat siire ile

bekletilmistir.

Bu islemden sonra spermanin ¢oziindiriilmesi gergeklestirilmistir. Sivi azottan
cikartilan iki adet payet havada yaklasik 10 saniye siire ile yatay sekilde hafifce sallandirilip
37 °C’deki su banyosuna daldirilmis ve burada payetler 1 dakika kadar bir siire bekletilmistir.

(Coziindiiriilen payet, steril kurulama kagidi ile silinerek payetin icerigi hazirlanan
Percoll %45 - %90 ayristirma soliisyonun bulundugu tiipe igerik aktarilmis ve tiip 700 x g’de
15 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiipteki 6lii spermalarin ve soliisyon
artiklarinin bulundugu yogunlugu az olan siipernatant kisim otomatik pipet yardimiyla

uzaklastirilmis ve tiipiin dip kisminda canli oldugu 6ngoriilen sperm peletine ulasilmigtir.

Tipiin dip kismindaki sperm peletinden 10 pl alinarak dnceden 1sitilmis lam tizerine
yayllmis ve lamel ile lam kapatilip, 151k mikroskobu altinda 200X biiyilitme ile spermlerin
canlilik tayinleri gerceklestirilmistir. Birim alanda %70’in {izerinde diizgiin dogrusal ve seri
hareketli spermalarin varliginin tespitinden sonra ¢oziindiiriilen spermalarin IVF ¢aligmasinda

kullanilacagina karar verilmistir.

Spermanin  sulandirilmasi, konsantrasyonun 1 ml’de 2x10° olacak sekilde
ayarlanmistir. Spermanin konsantrasyonu ayarlandiktan sonra 4 saat once 44’er pl’lik
damlalar halinde 60 mm’lik petriye hazirlanarak inkiibatérde bekletilen BO-AB + 8 mg/ml
sigir serum albumini (BSA-Fraksiyon V- A-3311) IVF soliisyonu hazirlanarak 38,5 °C’de %
100°e yakin oranda nem, %5 CO2 ve hava igeren inkiibatorde bekletilen IVF damlalarin her
birine sulandirilmis spermadan 2’ser pl kadar eklendi ve sonra aynmi damlara sirasiyla 2 pl

PHE ve 2 pl heparin (2 pg / ml) eklenmistir. Bu islemler tamamlandiktan sonra IVF petrisi
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38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 COz2 ve hava igeren inkiibatore konmustur. IVF

petrilerinin inkiibasyon yani IVF siiresi 18 saat olmaktadir.

Inkiibasyonun 18. saatinin sonunda IVF siireci tamamlanmustir. Petriler inkiibatérden
almarak IVF damlalarinin igerlerinde bulunan déllendigi 6ngoriilen yumurtalar TL-HEPES
soliisyonuna transfer edilmistir. 100 pl TL-HEPES soliisyonu igerisine tiim dollendigi 6n
goriilen yumurtalar 1.5 mm’lik tiipe konarak 3 dakika siire ile vorteks yapilmistir ve
yumurtalar, etraflarindaki kumulus hiicrelerinden armdirilmistir. Vorteks sonrasinda
yumurtalar sperm ve soliisyon artiklarindan izole edilmek amaciyla birka¢ kez TL-HEPES
soliisyonunda yikanarak canli ve kaliteli goriinen ddllenmis yumurtalar segilerek kiiltiir

soliisyonuna aktarilmistir.

Doéllenmis yumurtalarin in vitro kiiltiirleri birbirini takip eden ve ticari olarak elde
edilen iki farkli kiiltiir soliisyonunda gergeklestirilmistir. Kiiltiirtin ilk 72 saati 8 mg/ml BSA
FAF iceren SAGE-Yariklanma soliisyonu kullanilmistir. Kiiltiirtin 72. saati sonunda
canliligin siirdiiren ve 4, 8 ya da 16 hiicreli sathaya ulasan embriyolar, kiiltiiriin devaminda
kullanilacak ikincil soliisyon olan 4 mg/ml BSA FAF+ %S5 FCS iceren SAGE-Blastosist
soliisyonuna transfer edilmistir. Her iki kiiltiir soliisonu déllenmis yumurtalarin transferinden
en az 4 saat dnce hazirlanip 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO2 ve hava igeren
inkiibatore konarak bekletilmistir. Her iki kiiltlir soliisyonunda kiiltiir damlalar1 30’ar pl olup
60 mm’lik IVF kiiltiir petrisinde gerceklestirilmistir. Her kiiltiir damlasinda yaklasik 12 - 15
adet dollenmis yumurta transfer edilmistir. SAGE-Blastosist soliisyonunda in vitro kiiltiir

calismasi 96 saat stirmiistiir.

In vitro kiiltiiriin sonunda petriler inkiibatérden ¢ikartilarak embriyolarin gelisimleri

gozlenmistir.

3.2.3. Farkh Kiiltiir Soliisyonlarinin ve Yumurtalarin Sperma ile Déllenme

Siirelerinin Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada, iki farkli kiiltiir soliisyonunun ve yumurtalarin sperma ile déllenme

siirelerinin IVF sonras1 blastosist gelisimleri {izerine etkileri incelenmistir.

Ovaryumlar, deney sabahi bdlge mezbahadan alinarak 38 - 39 °C’deki serum
fizyolojik igerisinde muhafaza edilerek ilk ovaryumun temini itibaren en ge¢ 4 saat icerisinde

laboratuara getirilmistir. Olgun olmayan yumurtalar, ovaryumlarin 2 - 8 mm ¢apindaki primer
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folikiilerinden aspirasyon yontemi ile elde edilmistir. Yumurtalarin elde edilmesinde yukarida

uygulanan yontemin aynisi kullanilmastir.

Aspirasyon sonrasi elde edilen olgun olmayan yumurtalar, in vitro olgunlastirma
soliiyonuna transfer edildikten sonra, 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem, %35 CO:2 ve hava

iceren inkiibatdrde 22 saat siire bekletilerek in vitro olarak olgunlastirilmiglardir.

Yumurtalarin ~ olgunlastrma  siirecinin  ardindan  dondurulmus  spermanin

¢Oziindiiriilmesi, konsantrasyonunun ve IVF soliisyonunun hazirlanmasina gecilmistir.

IVF soliisyonu, temel soliisyon olan TCM-199+HEPES’e NaHCOs, Antibiyotik,
Gliikoz, Na Piruvat ve yag asidinden arindirilmig BSA ilavesi gerceklestirilerek hazirlanmistir
(Nedambale ve ark. 2006). IVF soliisyonu deney giinii giinliik hazirlanarak taze olarak
kullanilmistir. Hazirlanan soliisyon 44’er ul’lik damlalar halinde 60 mm’lik IVF petrisine
hazirlanarak 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO:2 ve hava iceren inkiibatore
konmustur. IVF petrisi, bu inkiibatorde en az 4 saat siire ile bekletilerek soliisyonun neme

gaza ve 1s1ya doygun hale getirilmistir.

% 45’1ik Percoll Sperma ayristirma ¢ozeltisi, %90 Percoll Sperma ayristirma ¢ozeltisi
ile sperm yikama soliisyonu (TCM199+HEPES + 5 mg/ml BSA Fraksiyon V) ile bire bir

oraninda karistirilarak hazirlanmistir.

Spermanin ¢oziindiiriilmesinde uygulanan yontem diger ¢alismalarda uygulanan
yontemin aynisidir. iki adet sperm payeti siv1 azottan ¢ikarilarak havada 10 sn kadar bir siire
hafifce sallandirilip 38 °C’deki su banyosuna daldirilarak 1 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda payet su banyosundan ¢ikarilarak steril kurulama kagidi ile kurulanarak Percoll %45-
%90 ayristirma soliisyonun bulundugu tiipe igerik aktarilmis ve tiip 700 x g’de 15 dakika siire
ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim otomatik pipet yardimiyla
uzaklastirilarak tiiplin dip kisminda kalan canli spermalarin bulundugu pelete ulagilmistir. Bu
peletten 10 pl kadar alimarak 39 °C’de isitilmig lam lizerine yayilarak {izeri lamelle

kapatilmistir.

Canli oldugu Ongoriilen spermalarin bulundugu preparat 151k mikroskobu altina
yerlestirilerek 200 x biiylitme altinda spermalar gozlemlenmistir. Birim bdlgede %70’in
iizerinde dogrusal ve seri hareket eden spermalarin tespitinden sonra IVF c¢alismasina

gecilmistir.
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Sperma, 1 ml’de 2x10° adet sperma olacak sekilde sulandirilmistir. Spermanmn
konsantrasyonunda kullanilan sulandirma soliisyonu olarak IVF soliisyonu kullanilmistir.
Spermanin konsantrasyon hazirligi tamamlandiktan sonra tiip IVF’nin gerceklestirilecegi

inkiibatore, kapagi gevsek sekilde konarak soliisyonun 1sinip gazlanmasi saglanmistir.

IVF isleminin gercgeklestirilmesinden 4 saat dnce IVF soliisyonu, 44’er ul’lik damlalar
halinde 60 mm’lik petriye konulmus, petri kaplarinin tizerleri mineral yag ile kaplandiktan
sonra petriler IVF nin gerceklestirilecegi yani, 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem, %5
CO2 ve hava iceren inkiibatore konarak soliisyonun 1siya, neme ve gaza doymalari
saglanmustir. iki ayr1 IVF petrisi hazirlanmistir. 1. Petri; yapay ddlleme siiresi 6 saat olan

deney grubunu, 2. Petri ise IVF siiresi 18 saat olan deney gurubunu igermektedir.

IVF damlalarin her birine sirasiyla, 2’ser pl sulandirilmis sperma, PHE ve heparin (2
pg/ml) eklenmistir. Petri kutusu IVF i¢in hazirlandiktan sonra, 38,5 °C’de % 100’e yakin
oranda nem ve %5 COz2 ve hava igeren inkiibatore konmustur. IVF siiresi 6 ve 18 saat olmak
iizere iki farkli zaman periyodunda denenmistir. Her iki deney grubunda IVF siirecinin

sonunda ayni manupilasyonlar gergeklestirilerek kiiltiir calismasi gerceklestirilmistir.

Her iki deney grubunun inkiibasyonlarinin 6 ve 18. saatlerinin sonlarinda dollenme
siirecleri tamamlanmistir. Petriler inkiibatorden almarak TL-HEPES soliisyonuna transfer
edilerek en az 3 kez yikanip hiicrelerin sperma artiklarindan ve IVF soliisyonundan iyice
armmalar1 saglanmistir. Yikama isleminden sonra, tiim hiicreler 100 pul TL-HEPES soliisyonu
icerisine 1.5 mm’lik tiipe konarak 3 dakika siire ile vorteks yapilarak dollendigi 6n goriilen
yumurtalar, etraflarinda bulunan kumulus hiicrelerinden armndirilmislardir. Bu  islem
tamamlandiktan sonra diizglin yumurta plazmaya, belirli bir zona pellisudaya sahip, kaliteli
goriinen hiicrelerin in vitro kiiltir caligmalar1 gergeklestirilmistir. /n  vitro Kkiiltiiriin
gerceklestirildigi petriler 60 mm’lik olmakla beraber kiiltiir damlalar1 30’ar pl lik olup her
damlaya yaklasik olarak 10 - 12 adet hiicre transfer edilmistir.

In vitro kiiltiir ¢aligmasi iki farkli deney grubu olusturularak gergeklestirilmistir.
1. Kiiltiir Grubu; SAGE-Yariklanma - SAGE-Blastosist Kiiltiir grubu, 2. Kiiltiir Grubu ise
KSOM-SOF Kiiltiir grubu olmaktadir (Nedambale ve ark. 2006).

1. Kiiltiir Grubunda; dollendigi 6ngdriilen yumurtalarin in vitro kiiltiirlerinde, birbirini

takip eden ve ticari olarak elde edilen iki farkl kiiltiir soliisyonu kullanilmistir. Yumurtalarin

ilk transfer edildigi kiiltiir soliisyonu 8 mg/ml BSA FAF iceren SAGE-Yariklanma soliisyonu

47



olmaktadir. SAGE-Yariklanma soliisyonunda kiiltlir siireci 72 saattir. Bu siire¢ sonunda
canliligini siirdiiren ve 4, 8 veya 16 hiicreli sathaya ulasmis embriyolar kiiltiiriin devaminda
kullanilacak ikincil soliisyon olan 4 mg/ml BSA FAF + %5 FCS igeren SAGE-Blastosist
soliisyonuna transfer edilmislerdir. SAGE-Blastosist soliisyonunda in vitro kiiltiir calismas1 96

saat sturmiuistur.

2. _Kiiltiir _Grubunda; spermalar ile dollendigi Ongoriilen yumurtalarin in vitro

kiiltiirlerinde, birbirini takip eden taze olarak hazirlanmis iki farkli soliisyon kullanilmastir.
Bunlardan birincisi, KSOM (Potasyum Simpleks Optimize Edilmis Soliisyon) ve Ikincisi,
ikincil soliisyon olarak kullanilan SOF (Sentetik Ovidukt Sivis1) kullanilmigtir.

Tiim kiltlir soliisyonlarilar1 dollenmis yumurtalarin transferinden en az 4 saat once
hazirlanip 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO2 + %S5 O2 ve hava iceren
inkiibatore konarak bekletilmistir. Kiiltiir damlalar1 60 mm’lik IVF petri kaplarinda 30 ‘ar pl

olacak sekilde hazirlanarak iizerleri mineral yag ile kaplanmistur.

Bu grupta doéllendigi ongoriilen yumurtalar ilk 6nce 1 mg/ml BSA Fraksiyon V igeren
KSOM soliisyonuna transfer edilmislerdir. Bu kiiltiir soliisyonunda hiicreler 72 saat siire ile
kiiltiir edildikten sonra boliinme gostermis, 4, 8, 16 hiicreli sathaya ulagmis kaliteli embriyolar
deney giinli sabahi en az 4 saat onceden hazirlanmis SOF kiiltiir soliisyonuna transfer
edilmislerdir. Embriyolarin SOF kiiltiir soliisyonundaki kiiltiirleri 96 saat daha devam

etmistir.

In vitro kiltlirin sonunda petri kablar1 inkiibatorden ¢ikartilarak embriyolarin

gelisimleri gbzlenmistir.
3.2.4. Farkh Kiiltiir Soliisyonlariin Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada, in vitro olgunlastirilan yumurtalarmm IVF sonrasinda gerceklestirilen
kiiltiir ¢aligmasinda iki farkli kiiltiir soliisyonunun blastosist gelisimi {izerine etkileri

arastirilmstir.

1. Kiiltiir Grubu: Ticari olarak elde edilen ve SAGE- Yariklanma ve kiiltiirin devaminda

ikincil soliisyon olarak kullanilan SAGE Blastosist kiiltiir soliisyonu olmaktadir.

2. Kiltiir Grubu; Laboratuarda protokoller dahilinde hazirlanan, KSOM soliisyonu ve

kiiltiirlin devaminda ikincil soliisyon olarak kullanilan SOF kiiltiir soliisyonu olmaktadir.
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Ovaryumlarin temini bolge mezbahasindan gergeklestikten sonra laboratuara
getirilmistir. Ovaryumlar tiim ¢alismalarda oldugu gibi 38-39 °C’deki serum fizyolojik ile en
az 3 kez yikanarak ovaryumlarin kandan ve diger artiklardan arindirilmalart ve eski 1silaria

ulagmalar1 saglanmastir.

2 - 8 mm cap araliginda olan folikiillerin aspirasyonlari, 18 G’luk igne ile negatif hava
basinc1 uygulanarak TL-HEPES soliisyonu icerisine aktarilarak gergeklestirilmistir.
Aspirasyon sonrast elde folikiil sivilar1 ile birlikte elde edilen olgun olmayan yumurtalar,
tiipten izole edilip TL-HEPES soliisyonu bulunan 100 mm’lik bakteriyolojik petri kaplarina
transfer edilerek en az 2 - 4 kumulus katmanma sahip yumurtalar secgilerek in vitro

olgunlastirma soliisyonuna transfer edilmislerdir.

Yumurtalarin in vitro olgunlastirildigr ortam, diger ¢alisma gruplarinda uygulanan
ortamin aynisi olup 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem ve %5 CO:2 ve hava igeren

inkiibator ortamidir. Yumurtalarin olgunlastirma siiresi 24 saat olmaktadir.

Yumurtalarin ~ olgunlastirma  silirecinin = ardindan ~ dondurulmus  spermanin

¢Oziindiiriilmesi, konsantrasyonunun ve IVF soliisyonunun hazirlanmasina gecilmistir.

Fakat, IVF caligmasinda kullanilan sperm yikama ve IVF soliisyonu ticari olarak elde
edilmistir. Sperm yikama soliisyonu olarak SAGE HTF Sperm yikama soliisyonu

kullanilmistir. IVF soliisyonu olarak SAGE HTF IVF Soliisyonu kullanilmastir.

IVF soliisyonu olarak kullanilan SAGE HTF IVF soliisyonuna 6 mg/ml BSA FAF A-
6003 ilave edilmistir. Soliisyon diger calisma gruplarinda oldugu gibi 60 mm’lik IVF
petrisine 44’er ul’lik damlalar olusturularak hazirlanmig damlalarin iizerleri mineral yag ile
kaplanarak petriler IVF den en az 4 saat 6dncesinden hazirlanarak 38,5 °C’de % 100’e yakin

oranda nem, %35 COz2 ve hava iceren inkiibatore konmustur (Arat ve ark. 2011).

Sperm yikama soliisyonu, 6ncelikle %45 Percoll soliisyonu hazirlanirken %90 Percoll
Soliisyonu ile bire bir oraninda birlestirilerek hazirlanmistir. Spermanin ayristirilmasi ve IVF
IVF c¢alismalarimin soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra dondurularak saklanmakta olan

spermanin ¢oziindiiriilmesine gec¢ilmistir.

Spermanin ¢dzlindiiriilmesinde diger ¢alismalarda uygulanan ydntemin aynisi
kullanilmistir. Fakat bu calismada sperma ¢oziildiikten sonra ikinci kez yikanmustr. iki adet

sperm payeti sivi azottan ¢ikarilarak havada yaklasik 10 sn kadar hafifce sallandirilip 37
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°C’deki su banyosuna daldmrilarak 1 dakika siire ile bekletilmistir. Siire sonunda payet su
banyosundan ¢ikarilarak steril kurulama kagidi ile kurulanarak Percoll %45-%90 ayristirma
soliisyonun bulundugu tiipe icerik aktarilarak tiip 700 x g’de 15 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim otomatik pipet yardimiyla uzaklastirilmis ve
tiipiin dibindeki sperm peletinin lizerine 4 ml kadar sperm yikama soliisyonu eklenmistir. Tiip
ikinci kez 700 x g de bu sefer de 10 dakika silire kadar santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda, otomatik pipet yardimiyla tiipteki stipernatant kisim uzaklastirildi ve de tiiptin dip

kisminda kalan canli spermalarin bulundugu pelete ulasilmistir.

Canli spermalarm bulundugu peletten 10 pl. kadar alinarak daha 6nceden 39 °C’de
isitilmig  lam  lizerine yayilarak tizeri lamelle kapatilmigtir. Canli oldugu Ongoriilen
spermalarin bulundugu preparat 151k mikroskobu altina yerlestirildi ve 200 x biiyiitme altinda
spermalarin canlilik durumu gézlemlenmistir. Birim bdlgede %60 - 70’in lizerinde dogrusal

ve seri hareket eden spermalarin tespitinden sonra IVF ¢alismasina gecilmistir.

Sperma, 1 ml’de 2x10° olacak sekilde sulandirilmistir. Spermanin konsantrasyonunda
kullanilan sulandirma soliisyonu O6nceden inkiibatorde bekletilerek gazlanmis SAGE IVF
soliisyonu kullanilmistir. Spermanin konsantrasyon hazirligi tamamlandiktan sonra tiip
IVF’nin gerceklestirilecegi inkiibatore kapagi gevsek sekilde konarak soliisyonun ismip

gazlanmasi1 saglanmistir.

Yumurtalar, in vitro olgunlastirma soliisyonunda 24 saat siire bekletildikten sonra,
IVF soliisyonunun bulundugu doéllenme damlalara, her bir damlayal0 — 12 adet yumurta
olacak sekilde transfer edildiler. Transfer sonrast yumurtalarin bulundugu her damlaya
sirastyla, 2°ser pl olmak tizere sulandirilmis sperma, PHE ve heparin (2 pg/ml) eklenmistir.
Heparin ilavesinin ardindan IVF petrisi, 38,5 °C’de % 100’e yakin oranda nem, %5 CO:2 ve

hava igeren inkiibatore konarak 18 saat siire ile bekletilmistir.

IVF, inkiibasyonunun 18. saatinin sonunda, IVF petrisi inkiibatorden ¢ikartilmaistir.
Petride bulunan dollendigi Ongoriilen yumurtalar kumulus hiicrelerinden ve sperm
artiklarindan arindirilmak amaciyla otomatik pipet yardimiyla TL-HEPES soliisyonuna
transfer edilerek en az ii¢ kere yikanmiglardir. Yikama isleminin ardindan tiim hiicreler 100
ul. TL-HEPES soliisyonu ile birlikte toplanarak 1,5 mm’lik santrifiij tiiptine aktarimigslardir.
Santrifiij tlipti 3 dakika siire ile seri bir hizda vortekslenmistir. Vorteks sonrast mekanik

titresim yardimiyla kumuluslarindan arindirilan yumurtalar TL-HEPES Soliisyonuna transfer
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edilerek burada da en az 3 kez yikanmiglardir. Kumulus ve sperm artiklarindan arindirilan,
diizglin yumurta plazmaya, belirgin zona pellisudaya sahip canli gériinen yumurtalar secilerek

kiiltiir soliisyonlarina transfer edilmislerdir.

Embriyolarm in vitro kiiltiirleri SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist sirali kiiltiir
soliisyonlar1 ve diger grup olarak KSOM-SOF sirali kiiltiir soliisyonlar1 olmak iizere iki farkl

deney grubu altinda gergeklestirilmistir.

SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist sirali kiiltiir grubunda, ticari olarak elde
edilen ve SAGE-Yariklanma ve kiiltliiriin devaminda ikincil soliisyon olarak kullanilan
SAGE-Blastosist kiiltlir soliisyonu kullanilmistir. SAGE-Yariklanma kiiltiir soliisyonuna
8mg/ml BSA FAF ilave edilmislerdir. Bu soliisyonda embriyolar 72 saat siire ile kiiltiir
edilmislerdir. SAGE-Blastosist kiiltiir soliisyonuna ise 4 mg/ml BSA FAF + %5 FCS ilave

edilmistir. Bu soliisyonda ise embriyolar 96 saat siire ile kiiltiir edilmislerdir.

KSOM-SOF smrali kiiltiir grubunda ise her iki Kkiiltiir soliisyonu da laboratuarda
protokoller dahilinde hazirlanmistir. KSOM Kkiiltiir soliisyonuna 1 mg/ml BSA A-3311 ilave
edilmistir. Bu soliisyonda embriyolar 48 saat siire ile kiiltiir edilmislerdir. SOF kiiltiir
soliisyonuna ise 10 mg/ml BSA A-3311 ilave edilmistir. Bu soliisyonda ise embriyolar 120

saat stire ile kiiltlir edilmislerdir.

Her iki deney grubundaki embriyolarin in vitro kiiltiirleri 60 mm’lik IVF petrisine
hazirlanan 30’ar pl’lik kiiltiir damlalarmna, her damlaya yaklasik 10 - 12 adet embriyo transfer
edilerek gerceklestirilmistir. Tiim deney gruplarinin in vitro kiiltiirleri, 38,5 °C’de % 100’e

yakin oranda nem ve %5 CO2 + %5 O2 ve hava iceren inkiibatorde gerceklestirilmistir.

In vitro kiiltiirtin sonunda petriler inkiibatérden c¢ikartilarak embriyolarin gelisimleri

gozlenmistir.

3.3. Blastosistlerin Farkhh Cams1 Yapi1 Dondurma Yontemleri ile Dondurma

ve Coziindiirme Cahismalan

Bu calismada iki farkli camsi yapt dondurma ydntemi denenmis, ¢Oziindliirme
sonrasinda en fazla oranda blastosist canliligini gergeklestiren camsi yap1 dondurma ydntemi

tespit edilmistir.
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Dondurma ¢alismasinda, 3.2.4.’sira nolu baghk altinda agiklanan “Farkh Kiiltiir

Soliisyonlarmm Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi” adli ¢alisma sonucu elde edilen

blastosistler kullanilmaistir.

Her iki caligmada da blastosistler sirasiyla ozmotik dengeleme soliisyonuna transfer
edilmislerdir ve sonra blastosistler dondurma soliisyonuna transfer edilip mevcut yontem
dahilinde blastosistlerin dondurulmalar1 ger¢eklestirilmistir. Dondurulan ya da dondurularak
saklanmakta olan  hiicreler ise c¢Oziindiirme soliisyonuna maruz  birakilarak

¢Oziindiirtilmiislerdir.

Ozmotik dengeleme soliisyonu; az yogunlukta seker tiirevi kimyasal kimyasallar
iceren, hiicrelerin dondurulmalarimdan 6nce ozmotik dengelerini saglamak amaciyla
kullanilan ekilibrasyon soliisyonu olarak tanimlandirilirlar. Bu soliisyon, hiicre i¢i ortam ile

hiicre dis1 ortam arasindaki ozmotik dengenin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir.

Dondurma soliisyonu; hiicrelerin sogugun olumsuz etkilerinden korumak amaciyla ¢ok
yogun miktarda seker tiirevi dondan koruyucu kimyasallarin bulundugu soliisyondur. Bu
soliisyona maruz kalan hiicrelerin hiicre i¢i sivilar1 yaratilan negatif basing sebebiyle hiicre
disarisina gecer ve bu sirada dondan koruyucu maddeler hiicre icerisine girer ve boylelikle

hiicre igerisindeki buz kristallerinin olusumu engellenmis olunur.

Coziindirme soliisyonu; dondurma sirasinda hiicre igerisine gecirilen dondan
koruyucu kimyasal maddelerin hiicre disarisina ¢ikarilmasi ve hiicre igerisine suyun yeniden

transferi amaciyla kullanilan soliisyondur.
Calismada kullanilan camsi yap1 ile dondurma yontemleri:
a- Kat1 Yiizey Cams1 Yap1 Dondurma (Solid Surface Vitrificaton-SSV)

b- Klasik Cams1 Yap1 Dondurma
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3.3.1. Kat1 Yiizey Camsi Yapi1 Dondurma (SSV) Yontemi

Kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar:

Tim cams1 yap1 dondurma yontemlerinde oldugu gibi kat1 yiizey camsi1 dondurma
yonteminde de blastosistler ozmotik dengeleme soliisyonu ve dondurma soliisyonu olmak
iizere iki farklh yogunlukta birbirini izleyen soguktan koruyucu madde iceren soliisyonlara

maruz birakilarak dondurulup, ¢6ziindiirme soliisyonu ile ¢oziindiiriilmiislerdir.

Calismada kullanilan tiim yikama, ozmotik dengeleme ve dondurma soliisyonlar1
deney giinii taze olarak hazirlanmis ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

%20 FCS igren TCM-199 soliisyonu icerisinde ¢éziindiiriilmiistiir.(EK-2)

Diizgiin zona pelisudaya, belirgin i¢ hiicre kitlesine sahip 8 giinliik yasta olan blastosist
safhasindaki embriyolar, in vitro kiiltiiriin sonunda SAGE Blastosist soliisyonundan alinarak
%20 FCS ilaveli TCM-199 yikama soliisyonuna transfer edilmislerdir ve bu soliisyonda en az
3 kez yikanmiglardir. Kiiltiir soliisyonundan iyice armdirilan blastosistler, 50 pl’lik ozmotik
dengeleme damlasina transfer edilmislerdir (EK-4). Blastoistler, osmotik dengeleme
damlasinda 12 dakika siire ile bekletilmislerdir. Siire sonunda blastosistler ozmotik dengeleme
damlasindan almarak 3 adet 20’ser ul’lik dondurma soliisyonunun bulundugu damlalardan
birincisine transfer edilmislerdir (EK-5). Burada 5 saniye kadar bir siire bekledikten sonra
blastosistler ikinci ve {igiincli damalara transfer edilerek yikanmiglardir. Sonra her blastosist
pipet yardimiyla alinarak, oOnceden hazirlanmis diizenek icerisinde bulunan sivi azot
yardimiyla -150 °C’ye kadar sogutulmus metal yiizeye 2 - 3 ul’lik damlalar halinde
brrakilmistir (Dinnyes 2000, Bagis 2002, Akkoc 2006, Akkoc ve ark. 2011). Blastosistlerin
dondurma soliisyonuna transferi ve soliisyondan alinarak metal yiizey lizerine birakilmalari en

fazla 30 saniye icerisinde gerceklestirilmistir.

Dondurma ¢alismasin basarili kaniti, blastosistler dondurma soliisyonu igerisinde
bekletildigi siire icerisinde hiicre ici sivilarimi kaybettiklerinden dolay1 yass1 ve ince bir hal
almalar1 gerekmektedir, basarinin diger bir 6l¢iitii ise blastoistler dondurma damlalar1 halinde
aliminyum yiizeye birakildiklarinda, damlanin aliiminyum yiizey iizerinde seffaf bir
goriinlimde olmalar1 gerekmektedir. Eger damlalar seffaf degil de mat renkte goriiniiyor ise bu
basarili bir dondurma olmamaktadir c¢linkii damlalarda buz kristallerinin sekillendigi

unutulmamalidir (Akkoc ve ark. 2011, 2012).
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Damlalar halinde dondurulan blastosistler, 1 saat gibi kisa bir siire bekletildikten sonra
coziindiiriilmiislerdir. Coziindiirme soliisyonu 6nceden i1sitici tabla iizerinde 38 - 39 °C’ye
kadar 1sitilmistir. Aliiminyum ylizey iizerinde dondurularak beklemekte olan blastosistlerin
bulundugu damlalar, 6nceden sivi azota daldirilarak sogutulmus pens yardim ile alinarak 1
ml’lik ¢6ziindiirme soliisyona birakilmistir. Blastosistler stereo mikroskop altinda bulunarak
pipet yardim ile alinarak sirasiyla 1’er ml’lik 2. ve 3. ¢6ziindiirme soliisyonlarina transfer
edilmislerdir (EK-6). Blastosistlerin ¢oziindiirme soliisyonuna maruz birakilma siireleri en

fazla 3 dakika olmaktadir.

Coziindiirme sonrasi canliligini siirdiiren zona pellisudasi parcalanmamis blastosistler,
¢Oziindiirme soliisyonundan alinarak 4 mg/ml BSA-FAF + %5 FCS icren SAGE Blastosist
soliisyonuna transfer edilerek %5 CO2 ve %100’e yakin oranda nem igeren 38,5 °C’deki

inkiibatorde 1 giin boyunca kiiltiir edilmislerdir.

Vitrifiye olmus inek
blastosistleri

| . Aluminyum Folyo

Bagis et al. 2002, Mol. Rep.Dev. 61: 173-179

LN,

Sekil 3.8. Kat1 ylizey camsi1 yap1 dondurma diizenegi
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3.3.2. Klasik Cams1 Yap1 Dondurma Yontemi

Tim camsi yapt dondurma ydntemlerinde oldugu gibi klasik camsi dondurma
yonteminde de blastosistler ozmotik dengeleme soliisyonu ve dondurma soliisyonu olmak
iizere iki farklh yogunlukta birbirini izleyen soguktan koruyucu madde iceren soliisyonlara

maruz birakilarak dondurulup, ¢6ziindiirme soliisyonu ile ¢oziinduiriilmiislerdir.

Calismada kullanilan tiim yikama, ozmotik dengeleme ve dondurma soliisyonlari
deney giinii taze olarak hazirlanmis ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

M-PBS temel soliisyonu i¢erisinde ¢oziindiiriilmiistiir (EK-8).

Klasik camsi dondurma caligmasinda ozmotik dengeleme soliisyonu yerine artan

yogunluklarda olan 3 adet dondurma soliisyonu kullanilmistir.

90 ml. petri almip 100 pl’lik dondurma soliisyonlarindan olusan damlaciklar
hazirlanmistir. Son damlacik 150 — 200 pl olacak sekilde hazirlandi. Once embriyonun VS1
(Vitrifikasyon Soliisyonu) soliisyonuna (EK-9) tasinacagi pipete bir miktar VS1 ¢ekildi ve
embriyonun igerisinde bulundugu soliisyondan miimkiin olabildigince diisiik miktar almak
kaydiyla embriyo VSI1 soliisyonuna tasindi ve kronometre calistirildi ve 5 dakika siire ile
bekletildi. Embriyo iki kez daha VS1 soliisyonunda yikandi. Ayni islem VS2 soliisyonu (EK-
10) i¢in yapilmistir.

Embriyo VS3 soliisyonuna (EK-11) alimmadan 6nce payet hazirlandi ve etiketlendi.
Embriyo VS3 soliisyonunun ilk damlacigina alindi seri bir sekilde digerinde yikayip daha
biiyiik damlaya transfer edilerek vakit kaybetmeden payete ¢ekildi. Payetin her iki ucu 1siyla
kapatip Once embriyonun bulundugu kisim 45 derecelik a¢1 yapacak sekilde sivi azota

daldirild1 ve birkag saniye sonra payet tamamen s1vi azot i¢ine birakildi ve donduruldu.

VS1 (5 dk) VS2 (5 dk) VS3 (<1dk) —— Sivi azot
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Smm 10-15mm S5mm 50-60mm

3mm
[T TT oTT T7 [ 1 *]
Embriyo Sakkaroz (0.5M)
Pamuk tikag
Isiyla kapatilan kisim Istyla kapatilan kisim

Sekil 3.9. Embriyolarin payetlenmesi
Coziindiirme ve Dondan Koruyucu Kimyasal Maddelerin Uzaklastirilmasi:

Payeti siv1 azottan ¢ikartilip 5 - 6 sn havada tutuldu ve direkt olarak 20°C’deki suyun
icerisine daldirildi ve sakkarozun tamamen erimesi saglandi. Payet sudan c¢ikarip
kurulandiktan sonra her iki tarafindan kesip bir petri kabinin icerisine bosaltildi. Stereo
mikroskop altinda embriyolar bulundu ve 0.5 M sakkaroz soliisyonuna (EK-13) alip burada 5
dakika. bekletildi sonra embriyolar 0.25 M sakkaroz soliisyonuna (EK-14) transfer edilerek 5
dakika bekletildi. Embriyolar, yikama soliisyonu olan D-PBS+%20 FCS soliisyonuna transfer
edilerek embriyolarn  kalite degerlendirmesi yapildi. Kalite degerlendirilmesinde
cOziindiiriilen blastosistlerin zona pelisudalarinin  kirik olup olmamasina bakilmstir.
Coziindiriilen blastosistler bir gece boyunca yaklasik 18 saat siire kadar in vitro kiiltiirleri
devam ettrilimis ve kiiltiir sonrasinda perivitellin boslukta dejenere hiicre dokiintiileri olmayan
diizgiin  trofektoderme sahip, blastosol boslugu olusmus embriyolar canli olarak

degerlendirilmistir.
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3.4. Coziindiiriilen Blastosistlerin Toplam Cekirdek Sayilarimin Tespiti

Amaciyla Floresan Boyama (Hoechst 33342) Yontemi ile Boyanmasi

(Coziindiiriilen blastosistlerin ve kontrol grubu olarak dondurulmayan in vitro
kiiltiirleri tamamlanan blastosistlerin ¢ekirdek sayilarinin belirlenmesi amaciyla blastosislter

Hoechst 33342 yontemi ile boyanmiglardir.

3.4.1. Folersan Boyanin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

2 mg bisbenzimide (Hoechst 33342), 1 ml PBS ile sulandirilarak ana stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stoklardan 1 ml alinarak 9 ml gliserol ile karistirilarak boya

final soliisyonu hazirlanmistir.

Hazirlanan bu final boya soliisyonu direkt olarak genislemis blastosistlerin boyanarak
toplam cekirdek sayilarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Bagis ve ark. 2003, Rall 1987,
Akkoc ve ark. 2011).

Her blastosist, oda 1sisinda 100 mm’lik bakteriyolojik petri kabinda bulunan 10ul’lik
boyama damlasina brrakilmistir ve burada yaglarindan arindirilan blastosist temiz agiz pipeti
yardimiyla ayni petri kabinda 5 pl’lik damla halinde bulunan ayni1 boyama damlasina transfer
edilmistir. Blastosist bu damlada 10 dakika siire ile petrinin tizeri kapali karanlik bir ortam

olusturularak bekletilmistir.

Siire sonunda blastosist boyama soliisyonundan alinarak lam iizerine yaklasik 1 - 2
ul’lik damla boya ile birakilmis ve tizeri lamel ile kaplanmistir. Ters mikroskop (Zeiss

axiovert 35 M) altinda 40X biiyiitmede blastosistlerin boyanan ¢ekirdekleri sayilmstir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel degerlendirmeler SPSS
(Release 5.0.1-SPSS INC.,1989 to 1992) paket programi kullanilarak yapildi. Deneyler 5’er
kez tekrarlanmistir. Yapilan karsilastrmalarda p degeri < 0,05 bulundugunda, gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1. IVF Cahsmalan

Bu calismada, 4 farkli IVF ¢alismas1 gerceklestirilmistir. Farkli kiiltiir ve dollenme
soliisyonlari, yumurta olgunlastirma ve sperm ayristirma teknikleri, kiiltiir sistemleri

denenmis ve en uygun protokol ortaya konmustur.

IVF ve in vitro embriyo kiiltiirii sonunda elde edilen blastosist safthasindaki embriyolar
iki farkli camsi yapi1 dondurma yontemi ile dondurulup ¢oziindiiriilmiis, ¢Oziindiirme
sonrasinda gergeklestirilen in vitro embriyo kiiltiiri sonucunda blastosistlerin yeniden
canliliklarm1 ve gelisimlerinin devamliligini siirdlirmesi incelenmis, floresan boyama

gerceklestirilerek toplam ¢ekirdek sayilari arastirilmistir.

4.1.1. Yumurtalarim Farkh Olgunlastirma Siirelerinin Blastosist Gelisimi Uzerine

Etkisi

Bu calismada, olgun olmayan yumurtalar iki fakli gruba ayrilmistir. Yumurtalar, ayni
olgunlastirma soliisyonuna ve kiiltiir kosullarma maruz bwrakilip, ayn1 IVF yontemi ile

dollenme prosediirii ve in vitro kiiltlirii uygulanmistir.

Birinci deney grubundaki yumurtalar 22 saat, ikinci deney grubunda ise 24 saat siire
ile olgunlastirma soliisyonu igerisinde %5 CO2 gaz igeren yiiksek nem ve 38,5 °C’deki

inkiibatorde olgunlastirilmistir.

Olgunlastirma siiresinin 22 saat olarak uygulandigi 1. deney grubunda toplam 293 adet
olgun olmayan yumurta kullanilmistir. Olgunlastirma siireci sonrasinda yumurtalar IVF
yapildiktan sonra in vitro kiiltiire alimmislardir. /n vitro kiiltiir sonrasinda bu yumurtalardan
165 adedi (%56,3) 2, 4 ve 8 hiicreli sathalara dogru boliinme gdstermistir. Boliinmeyi takiben
gerceklesen in vitro kiiltiir sonucunda 293 adet yumurtadan 31 adet (%10.6) blastosist elde

edilmistir.

Olgunlastirma siiresinin 24 saat olarak uygulandigi 2. deney grubunda toplam 280 adet

olgun olmayan yumurta kullanilmigtir. Olgunlastirma siireci sonrasinda yumurtalar ayni
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yontem ile yapay doéllenerek in vitro kiiltiire alinmiglardir. /n vitro kiltiir sonrasinda bu

yumurtalardan 158 adedi (%56,4) 2, 4 ve 8 hiicreli sathalara dogru bdoliinme gostermistir.

Boliinmeyi takiben gerceklesen in vitro Kkiiltiir sonucunda 280 adet yumurtadan 46 adet

(%16.4) blastosist elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1.Yumurtalarda farkli olgunlastirma siirelerinin blastosist gelisimi tizerine etkisi

Olgunlastirma

siiresi S (saat)

Dollenmeye

alinan yumurta

Boliinen embriyo

oram (%)

Blastosist

oram (%)

Boliinen

embriyodan elde

sayisi edilen blastosist
oram (%)
22 S Olgunlastirma | 293 165/293" 31/293* 31/165°
(%56,3)
(%10,6) (%18,8)
24 S Olgunlastirma | 280 158/280° 46/280° 46/158°
(%56,4) (%16,4) (%29,1)

a/b : p<0.05

Bu deneyin sonucunda, 24 saat siire ile olgunlastirma uygulanan deney grubundaki

blastosist oran1 (%16,4) ve boliinen embriyolardan elde edilen blastosist orani (%29,1), 22

saat slire ile olgunlastirma uygulanan deney grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

sekilde yiiksek bulunmustur (P<0.05, P<0.03). Bununla birlikte, olgun olmayan yumurtalarin

24 saat siire ile olgunlastirilmalar1 sonucunda elde edilen boliinme oranlar1 22 saat siire ile

olgunlastirma uygulanan deney grubuna gore daha yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak

anlamli farka ulasmamistir (P>0.05).
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4.1.2. Betamerkaptoethanoliin Yumurta Olgunlastirma ve IVF Sonrasi Blastosist

Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu calismada, Betamerkaptoethanolin (BME) olgun olmayan yumurtalarin
olgunlastirilmas1 ve olgunlastirmay1 takiben gergeklestirilen IVF sonrasi blastosist gelisimi

iizerine etkisi arastirilmistir.

Deney grubunda, olgun olmayan yumurtalarin olgunlastirilacagr olgunlastirma
soliisyonuna 100 pm Betamerkaptoethanol/ml ilavesi gerceklestirilmistir. Kontrol grubunda
olgun olmayan yumurtalarin olgunlastirilacagi olgunlastirmasinda ise kontrol amagli olarak

standart in vitro olgunlastirma soliisyonu kullanilmastir.

Yumurtalarin olgunlastirilmalart 38,5 °C 1sida, CO2 gaz iceren yiiksek nem igeren
inkiibatorde 22 siire bekletilerek gerceklestirilmistir. Olgunlastirma siirecini takiben olun
oldugu Ongoriilen yumurtalar ¢oziindiiriilen spermalar ile IVF yapilarak in vitro embriyo

kiiltiirleri gergeklestirilmistir.

100 uM Beta Merkaptethanol/ml. igeren olgunlastirma soliisyonuna 176 adet olgun
olmayan yumurta konmustur. Embriyo kiiltiirii sonucunda bu embriyolardan 45 adedinde
(%25,6) boliinme gostermis ve kiiltiiriin devaminda 5 adet (%2,8) embriyo blastosist sathasina
ulagmustir. Kontrol grubunda ise 341 adet olgun olmayan yumurta in vitro olgunlastirma
soliisyonuna transfer edilmistir. Gergeklesen /n vitro embriyo kiiltiirii sonucundal30 adedinde
(%25,6) boliinme gerceklesmis ve kiiltiirlin devaminda 18 adet (%35) blastosist safthasinda
embriyo elde edilmistir (Cizelge 4.2)

Olgunlastirma soliisyonunda BME kullanilmasi BME kullanilmayan gruba gére daha

az oranda blastosist gelisimine neden olmustur. (Akkoc ve ark. 2010)
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Cizelde 4.2. Kullanilan BME’nin yumurtalarin olgunlastirilmasina ve blastosist sathasia

gelisimi iizerine etkisi.

Kiiltiir Grubu Doéllenmeye Bdéliinen Blastosist Bdéliinen
alinan embriyo orani (%) embriyodan elde
yumurta sayist | oram (%) edilen blastosist
oram (%)
Olgunlastirma 341 130/341° 18/341° 18/130°
Soliisyonu (Kontrol)
(%38) (%5) (%13,7)
100 uM  Beta | 176 45/176" 5/176" 5/45°
merkaptethanol/ml. . . .
iceren Olgunlastirma (%25,6) (%2.8) (%l1)
Soliisyonu

a/b : p<0.05

Bu deneyin sonucunda, 100 uM Betamerkaptoethanol/ml igeren olgunlastirma
soliisyonu kullanilarak olgunlastirilan yumurtalarm IVF ve in vitro Kkiiltiir sonrasinda
blastosiste ulagsma oranlari, kontrol grubun kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur.
(P<0.008). Bununla birlikte kontrol grubunda blastosist orani (%35) ve bdliinen embriyodan
elde edilen blastosist orani (%13,7), 100 uM Betamerkaptoethanol/ml igeren olgunlastirma
soliisyonu kullanilan gruba gore daha yiliksek ¢ikmasina karsin istatistiksel olarak anlam

kazanmamustir (p>0.05).

4.1.3. Farkh Kiiltiir Soliisyonlarinin ve Yumurtalarin Sperma ile Doéllenme

Siirelerinin Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada iki farkli in vitro kiiltiir soliisyonu ve yumurtalarin sperma ile dollenme

siirelerinin, IVF sonrasinda hiicrelerin blastosist gelisimine {izerine etkileri arastirilmistir.

Olgun olmayan yumurtalar, ovaryumlardan aspire edilip olgunlastirma soliisyonunda
22 saat siire ile 38,5 °C 1sida, CO2 gaz igeren ve ylksek neme sahip inkiibatorde
olgunlastirildiktan sonra percoll gradiyent ayristrma c¢ozeltisinde ayristirilan canhi
spermatazoonlar ile birlikte IVF soliisyonuna transfer edilmislerdir. IVF siireci, 6 ve 18 saat

olmak iizere iki farkli zaman periyodunda denenmistir. Her d6llenme siireci ise kendi arasinda
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iki farkli deney grubuna ayrilip SAGE HTF ve KSOM-SOF olmak {izere iki farkl kiiltiir

soliisyonunda in vitro kiiltiirleri gerceklestirilmistir.

Calismanin sonucunda, 6 saat IVF silirecinin sonrasinda hem SAGE-HTF
soliisyonunda hem de KSOM-SOF soliisyonunda gergeklesen in vitro kiiltiir sonucunda elde
edilen boliinme orani sirasiyla %13,6 ve %12,1 blastosist orani sirasiyla % 1,8 ve %0 olarak
bulunmustur. Alt1 saatlik fertilizasyon silireci sonrasinda KSOM-SOF soliisyonunda
gerceklesen in vitro kiiltiir sonrasinda ise elde edilememistir. Diger deney grubu olan 18 saat
IVF siirecinin sonrasinda hem SAGE-HTF soliisyonunda hem de KSOM-SOF soliisyonunda
gerceklesen in vitro kiiltiir sonucunda elde edilen boliinme orami sirasiyla %52,8 ve %53,8

olmakla beraber elde edilen blastosist orani sirasiyla %4,1 ve %1 olmaktadir (Cizelge 4.3).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, 18 saatlik IVF siiresinin 6 saatlik IVF siiresine
gore daha iyi oldugu gosterilmistir. Ozellikle, embriyolarm 18 saat siire ile yapilan IVF ve
IVF sonrasinda KSOM-SOF soliisyonunda gergeklesen in vitro kiiltiir sonunda elde edilen
boliinme orant 6 saat siire ile yapilan IVF ve IVF sonrasi ayni Kkiiltiir soliisyonunda

gerceklesen in vitro kiiltiirii sonrasindaki boliinme orani bakimindan anlamli fark bulunmustur

(p< 0,05).
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Cizelge 4.3. Farkli dollenme

siirelerinin ve kiiltiir soliisyonlarin blastosist gelisimi {lizerine

etkisi
Deney Grubu IVF Siiresi | Dollenmeye Boliinen Blastosist Boliinen
alman embriyo orani (%) embriyodan
orani (%) elde edilen
yumurta blastosist
sayislt orani (%)
SAGE-Yariklanma | 6 Saat 110 15/110° 2/110° 2/15°
SAGE-Blastosist (%13,6) (%1,8) (%13,3)
KSOM - SOF 6 Saat 66 7/66 0/66° 0/7°
(%12,1) (%0) (%0)
SAGE-Yariklanma | 18 Saat 123 65/123° 5/123% 5/65°
SAGE-Blastosist (%52,8) (%4,1) (%7,7)
KSOM - SOF 18 Saat 93 50/93° 1/93* 1/50°
(%53,8) (%1) (%2)
a/b : p<0.05

Bu deneyin sonucunda, 18 saat dollenme sonrasi SAGE-Yariklanma & SAGE-
Blastosist grubunda boéliinen embriyo orami (%52,8), 6 saat dollenme sonrast SAGE-
Yariklanma & SAGE-Blastosist grubuna ve 6 saat dollenme sonras1t KSOM — SOF grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte gruplar
arasinda blastosist orant ve boliinen embriyodan elde edilen blastosist orani arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (P>0.05).

18 saat dollenme sonras1 KSOM - SOF grubunda boliinen embriyo orani (%53,8), 6 saat
dollenme sonras1 SAGE-Yariklanma & SAGE-Blastosist grubuna ve 6 saat dollenme sonrasi
KSOM - SOF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli yliksek bulunmustur (P=0.001).
Bununla birlikte gruplar arasinda Blastosist orani ve bdoliinen embriyodan elde edilen
blastosist oran1 (%) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (P>0.05) (Akkoc

ve ark. 2009a).
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4.1.4. Farkh Kiiltiir Soliisyonlariin Blastosist Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada, 24 siire ile in vitro olgunlastirilan yumurtalarin, c¢oziindiiriilen
spermatazoonlar ile IVF leri sonrasinda gergeklestirilen in vitro kiiltiirde kullanilan iki farkh
kiiltiir soliisyonunun blastosist gelisimi {izerine etkileri arastirilmistir. Her iki deney grubunda

IVF 18 saat siire ile yapilmistir.

Birinci deney grubunda olgunlastirma islemi ve IVF sonrasinda hiicreler SAGE-
Yariklanma soliisyona transfer edilmis ve 72 saat siire ile in vitro kiiltiirleri gerceklestikten
sonra embriyolar SAGE-Blastosist soliisyona transfer edilmistir. Ikinci deney grubunda ise
olgunlastirma islemi ve IVF sonrasinda hiicreler KSOM soliisyonuna transfer edilmistir. Bu
soliisyonda in vitro kiiltlirleri 48 saat siire ile kiiltiir edildikten sonra SOF soliisyonuna transfer
edilmislerdir. Caligmada, 88 adet zigot oldugu 6ngoriilen hiicre SAGE-Yariklanma ve SAGE-
Blastosist kiiltiir soliisyonlarina sirayla transfer edilerek in vitro kiiltlirleri gerceklestirilmis ve
kiiltlir sirasinda 56 adet hiicrede boliinme gézlenmis ve kiiltiirtin devaminda bu hiicrelerden

14 adedi (%15,9) blastosist sathasina ulagsmistir.

Diger deney grubunda ise 60 adet zigot oldugu 6ngoriilen hiicre sirasiyla KSOM-SOF
kiiltlir soliisyonlara transfer edilmis, kiiltiirlin devaminda bu hiicrelerden 1 adedi (%]1,7)

blastosist sathasina ulasmistir (Cizelge 4.4.).

Calismanin sonucunda 1. Deney grubunda embriyo kiiltiirii ¢caligmasinda kullanilan
SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist soliisyonu kullanimmm KSOM ve SOF Kkiiltiir
soliisyonu kullanimma goére daha yiiksek oranda blastosist gelisimi gosterdigi istatistiksel

olarak kanitlanmistir.(P<0.05) (Akkog ve ark. 2009b).
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Cizelge 4.4. Farkli kiiltiir soliisyonlarinin in vitro embriyo gelisimi lizerine etkileri

Kiiltiir Grubu IVF alinan | Boliinen Blastosist Boliinen embriyodan
yumurta sayist | embriyo orani | orani (%) elde edilen blastosist
(%) orant (%)
SAGE-Yariklanma 88 56/88 14/88" 14/56°
KSOM - SOF 60 37/60 1/60° 1/37°
(%61,7) (%1,7) (%2,7)

a/b : p<0.05

Bu deneyin sonucunda, 18 saat dollenme sonrast HTF IVF soliisyonu kullanilarak sperm
yumurta inkiibasyonu yapilan bu ¢alismada, SAGE-Yariklanma & SAGE-Blastosist grubunda
blastosist orani ve boliinen embriyodan elde edilen blastosist orani, KSOM — SOF grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. (P=0.01, P=0.02).

Sekil 4.1. SAGE Yariklanma — SAGE Blastosist Kiiltiir soliisyonlar1 kullanilarak elde edilen

blastosistler
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4.2. Blastosistlerin Farklh Cams1 Yap1 Dondurma Yoéntemleri ile Dondurma ve

Coziindiirme Cahsmalar

Bu calismada, IVF ve in vitro embriyo kiiltiirii sonucunda blastosist sathasina ulagmis
8 giinliik blastosistler kat1 ylizey camst dondurma (SSV) ve klasik camsi yapt dondurma
(Payet Vitrifikasyonu) yontemleri ile dondurulup c¢oziindiiriilmiis ve ¢dzlindiirme sonrasi
devam eden in vitro Kkiiltir sonrasinda embriyonel gelisimin devamlilif1 incelenmistir.
Embriyo kiiltiiriiniin sonunda elde edilen blastosistlerin hiicre sayilar1 floresan boyama

yontemi ile boyanarak tespit edilmis ve embriyo gelisimleri degerlendirilmistir.

Blastosist sathasma ulasan 8 giinliik blastosist safthasindaki embriyolar; kat1 yiizey
cams1 yap1 dondurma ve klasik cams1 yap1 dondurma yontemi ve kontrol grubu olmak tizere 3
farkli gruba ayrigtirilmistir. Kat1 yiizey camsit yap1 ve klasik camsi yapt dondurma deney

gruplarinda 23 er adet blastosist, kontrol grubunda ise 17 adet blastosist kullanilmistir.

Dondurulan blastosistler en geg¢ 1 saat igerisinde ¢oziindiiriilerek 24 saat siire kadar in
vitro embriyo kiiltiirlerine devam edilmistir, kontrol grubu blastosistlerde ise herhangi bir
dondurma iglemi uygulanmamis olup diger dondurup ¢6ziindiiriilen blastosistlerde uygulanan
taze in vitro kiiltiir soliisyonlarina transfer edilerek kiiltiire 24 saat siire kadar devam
edilmistir. Dondurulup c¢oziindiiriilen ve kontrol amach kiiltiirlerine devam edilen tiim
blastosistlerin embriyonel gelisimler gdzlenmis olup floresan boyama yapilarak toplam hiicre

sayilarma bakilmstir.

Calismanin sonucunda, Kati yiizey camst dondurma yontemiyle dondurulup
cOziindiiriilen 23 adet blatosistten 19 adedi (%82,6) ¢oziindiirme sonrasit canliligini
stirdiirmiistiir. Dondurulan 23 adet blastosistin ¢dziindiiriilmesi sonrasinda gerceklesen in
vitro embriyo kiiltiirii sonucunda 12 adet (%52,2) blastosist ekspande olmus, 4 adedinin ise
(%17,4) zona pelisudasi yirtilarak i¢ hiicre kitlesi disartya dogru ¢ikmustir. Klasik camsi yap1
dondurma yontemiyle dondurulup ¢oziindiiriilen 23 adet blastosistten 8 adedi (%34,8) mevcut
embriyonel gelisimini siirdiirmiis, in vifro embriyo kiiltiiriinii takiben 2 adet (%8,7) blastosist
ekpande olup, 1 adet (%4,3) blastosistin zona pelisudast yirtilarak i¢ hiicre kitlesi disariya
dogru ¢ikmistir. Kontrol gurubu olarak dondurulup ¢6ziindiiriilmeden mevcut in vitro embriyo
kiiltlirii yapilan 17 adet blastosistin 6 adedi (%35,3) ekspande olmus, gerceklesen in vitro
embriyo kiiltiirinii takiben 9. Giinliik yasa ulagan blastosistlerin 11 adedinin (%64,7) zona

pelisudalar1 yirtilarak i¢ hiicre kitleleri disariya ¢ikmistir (Cizelge 4.5).
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Dondurulup c¢oziindiiriilen blastositler ile kontrol grubu blastosistlerin embriyonel
gelisimlerinin gdzlemlenmesi amaciyla yapilan floresan boyama sonrasi kontrol grubu
blastosistlerin ortalama hiicre sayis1 213 olmakla beraber, kat1 ylizey cams1 yap1 dondurma
yontemi ile dondurulup ¢6ziindiiriilen blastosistlerin ortalama hiicre sayis1 124, klasik camsi
yap1 dondurma yontemi ile dondurulup c¢o6ziindiiriilen blastosistlerin ise 104 olmaktadir

(Cizelge 4.6).

Sekiz giinliikk blastosistlerin dondurulmasinda uygulanan kati ylizey cams1 yapi1

dondurma yonteminin, klasik camsi dondurma yOntemine gore, dondurulan

yap1
blastosistlerin hem ¢dziindiirme sonrasi gelisimlerinin devamlilig1 acisindan hem de toplam

hiicre sayilar1 bakimindan daha avantajli bir yontem oldugu géziikkmektedir (Akkoc ve ark.

2011, 2012).

Cizelge 4.5.

¢Oziindiiriilen blastosistlerin ¢oziindiirme sonrasindaki gelisim oranlar1

Kat1 yiizey camsi yapt ve klasik camst yap1 yontemleri ile dondurup

Deney gruplari Dondurulup Coziindiiriilen Expande olmus | Zonas1 catlamis
¢Oziindiiriilen | blastosistlerin ¢Oziindiirtilmiis blastosist orani
blastosist adedi | canlilik oranlar1 | blastosistlerin orani | (%)

(%0) (%0)
Kat1 Yiizey | 23 19/23 12/23 4/23
Camsi Yap1

(%82,6)" (%52,2)" (%17,4)

Dondurma (SSV)

Klasik Camsi1 | 23 8/23 2/23 1/23

Yap:1 Dondurma b b b

(%34,8) (%8,7) (%4,3)

(Payet

Vitrifikasyonu)

Kontrol Grubu 17 17/17 6/17 11/17

(Dondurulmamis (%100)* (35,3)" (%64,7)"

Grup)
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Cizelge 4.6. Cams1 yap1 dondurma gruplar1 ve ¢6zme sonrasi toplam hiicre sayilari

Deney Grubu | Blastosist No Hiicre Sayis1 | Ortalama Hiicre Sayisi
1. Blast 87
2. Blast 130
3. Blast 160
4. Blast 200
Kati Yiizey 5. Blast 240
Camsi Yap1 6. Blast 70 124
Dondurma 7. Blast 67
(SSV) 8. Blast 84
9. Blast 87
10. Blast 100
11. Blast 160
12. Blast 110
13. Blast 120
1. Blast 125
2. Blast 145
. 3. Blast 178
Klasik Camsi 4 Blast 70 104
Yap1 Dondurma 5 Blast 104
6. Blast 55
7. Blast 70
8. Blast 85
1. Blast 140
2. Blast 210
3. Blast 260
4. Blast 200
5. Blast 210
Kontrol Grubu 6. Blast 270 213
7. Blast 340
8. Blast 168
9. Blast 250
10. Blast 140
11. Blast 160
12. Blast 210
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Sekil 4.3. Kat1 yilizey camsi1 yap1 dondurma yontemi ile dondurulup ¢oziindiiriilen blastosistler

Sekil 4.4. Kati ylizey camsi yapt dondurma yontemi ile dondurulup ¢o6ziindiiriilen
blastosistlerin Bis-Benzemide (Hoescht-33342) ile boyamasi sonucu ¢ekirdek goriintiileri.
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Sekil 4.5. Klasik cams1 yapt dondurma yontemi ile dondurulup ¢dziindiiriilen blastosistler

Sekil 4.6. Klasik cams1 yapt dondurma yontemi ile dondurulup ¢dziindiiriilen blastosistlerin
Bis-Benzemide (Hoescht-33342) ile boyamasi sonucu ¢ekirdek goriintiileri

Sekil 4.7. Kontrol grubu blastosister

70



Sekil 4.8. Kontrol grubu blastosistlerin Bis-Benzemide (Hoescht-33342) ile boyamasi sonucu
cekirdek goriintiileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan tez ¢aligmasinda, 1) Farkli IVF yontemleri uygulanmis ve embriyo kiiltiir
soliisyonlarm in vitro sigir blastosist iiretimi {lizerine etkileri incelenmis, 2) IVF sonucu elde
edilen blastosistler kat1 ylizey camsi1 yapt dondurma ve klasik camsi yapt dondurma (Payet
Vitrifikasyonu) yontemleri kullanilarak dondurulup ¢6ziindiiriilmiis ve ¢éziindiirme sonrasi bu

blastosistlerin canlilik oranlar1 ve toplam hiicre sayilar1 arastirilmistir.

Bu c¢alismada, olgun olmayan yumurtalarin farkli zaman periyodunda
olgunlastirilmalari, dondurulup ¢oziindiiriilen spermalar ile olgun yumurtalarin farkli IVF
yontemleriyle dollendirilmesi ve elde edilen embriyolarin farkli soliisyonlarda in vitro
kiiltlirler1 4 farkli ¢alisma kapsaminda arastirilmistir. Bu dort ¢alismada sirasiyla, 1)
yumurtalarim farkli olgunlastirma stirelerinin  blastosist gelisimi iizerine etkisi, 2)
betamerkaptoethanoliin yumurta olgunlastirma ve yapay dollenme sonrasi blastosist gelisimi
iizerine etkisi, 3) farkli embriyo kiiltiir soliisyonlarinin ve yumurtalarin sperma ile dollenme
siirelerinin blastosist gelisimi {izerine etkisi ve 4) farkl kiiltlir soliisyonlarinin blastosist
gelisimi lizerine etkileri arastirilmistir. En fazla oranda blastosist eldesinin gerceklestigi
calisma sonunda elde edilen blastosistler kat1 yilizey camsi yap1 dondurma ve klasik camsi
yap1 dondurma yontemleri kullanilarak dondurulup c¢oziindiiriilmiis ve bu blastosistlerin

canlilik oranlarma bakilmistir.

Tez asamasinda gerceklesen IVF calismalar1 kapsaminda ilk olarak, ovaryumlardan
izole edilen olgun olmayan yumurtalarm en uygun in vitro olgunlastirma siireleri
arastirilmistir.  Yumurtalarin in vitro olgunlastirilmalarinda 22 ve 24 saat olmak tizere iki
farkli siire denenmistir. Yumurtalarin olgunlastirilmasi sonrasinda, IVF’yi takiben in vitro
embriyo kiltlirii sonucunda 22 saatlik olgunlastirma grubunda kullanilan 293 hiicreden ise
toplam 31 adet (%10,6) blastosist elde edilmistir. 24 saatlik olgunlastirma periyodu sonrasi
280 adet olgun yumurtadan toplam 46 adet blastosist (%16,4) elde edilmistir.

Agung ve arkadaslari, farkli olgunlastirma siiresinin yumurta gelisimi {izerine
etkilerinin arastirildig1 caligmada, 6zellikle 16. saatlik olgunlastirma siiresinde, metafaz’ll ye
ulagsan yumurta oranin1 %63.6 olarak elde etmeleri ile birlikte blastosist eldesini %13,5 olarak
bulmuslardir. Olgunlastirma siiresi 22 saate arttirildiginda yumurtalarin metafaz II’ye ulagsma
oranmn1 % 85,3 olarak rapor etmisler ve blastosist oran1 %22,7 gibi yiliksek orana ¢iktigini

gostermislerdir. Bununla birlikte, olgunlastirma siireci 28. saate ¢ikarildiginda yumurtalarin
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metafaz [I’ye ulagsma oranlar1 ve blastosist orani diistligii gosterilmistir (Agung ve ark. 2006).
Birler ve arkadaglarinin (1997) yapmis oldugu bir calismanin sonucunda ise 22 saatlik
olgunlastirma siiresinin sigir yumurtalarmin in vitro olgunlastirilmasinda yetersiz kaldigi, 24
ve 26 saatlik olgunlastirma siirelerinin uygulanmasi ile daha yiiksek oranda blastosist

sathasindaki embriyolarm elde edilmesinin miimkiin olacagi belirtilmistir.

Bizim yapmis oldugumuz calismada 24 saatlik olgunlastirma siiresinin 22 saatlik
olgunlastirma periyodunu takiben gerceklesen IVF ve sonrasi in vifro embriyo kiiltiiriine gére
daha yiiksek oranda blastosist sathasinda embriyo elde edilmistir. Bu sonuglar, bahsedilen

calismalar1 desteklemektedir.

Mizushima ve ve Fukui (2000) yaptiklar1 calismada, 5 uM betamerkaptoethanol ve %
0,1 polivilin alkol ilavesi yapilarak hazirlanan olgunlastirma soliisyonunda, olgunlastirma ve
IVF sonrasi yapilan in vitro embriyo Kkiiltiirii sonucunda % 6,4 oraninda blastosist
safthasindaki sigir embriyosu elde edilmistir. Buna karsilik betamerkaptoethanol eklenmeyen
ve sadece %0,1 polivilin alkol ilave edilerek hazirlanmis olan yumurta olgunlastirma
soliisyonu kullanildig1 grupta ise, % 1,6 oraninda blastosist elde edilmistir. Yumurta
olgunlastirma soliisyonunda, polivilin alkoliin kullanilmadig1 fakat sadece %10 Fetal Calf
Serumun kullanildig1 kontrol grubunda ise % 24,5 oraninda blastosist safthasindaki sigir
embriyosu elde edilmistir. Sonu¢ olarak bu ¢alismada betamerkaptoethanoliin sigir

yumurtalarmin olgunlastirilmasi tizerine herhangi bir olumlu etkisinin olmadigi belirtilmistir.

Bu konu {izerine yaptiimiz arastrmada ise, betamerkaptoethanoliin yumurta
olgunlastirmas1 ve IVF sonrasi blastosist gelisimi iizerine etkisi arastirilmistir. Bu amacla,
deney ve kontrol grubu olusturulmus, deney grubunda, in vitro olgunlastrma soliisyonuna
100 uM Betamerkaptoethanol ilavesi yapilmis, kontrol grubunda ise betamerkaptoethanol
kullanilmamstir. Olgunlastirma, IVF ve in vitro embriyo kiiltiirii sonucunda deney grubunda
176 adet yumurtadan 5 adet (%2,8) blastosist elde edilirken, kontrol grubunda 341 adet
yumurtadan toplam 18 adet (%35) blastosist elde edilmistir. Aragtrmamizin bu boliimiinde,
diger caligmalara benzer olarak olgunlastirma soliisyonuna 100 uM betamerkaptoethanoliin

ilavesinin IVF ye ve blastosist gelisimine etkisi bulunmadigi ortaya konulmustur.

Olgun olmayan si@rr yumurtalarinin olgunlastirilmasmin yani sira, olgun oldugu
ongoriillen yumurtalarin spermalar ile inkiibasyona birakilarak yapay dollendirme stiregleri,

dollenme sonrasinda déllendigi ongoriilen gametlerin in vitro embriyo kiiltiirleri 6zellikle
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blastosist safhasindaki embriyolarin eldesinin basarisi bakimindan oldukca Onemlidir.

Yumurta ve spermanin inkiibasyon stireleri uzun yillar arastirilmastir.

Nedambale ve arkadaglarinin (2006) yapmis oldugu c¢alismada, 23 - 24 saat siire ile
TCM-199 destekli olgunlastirma soliisyonunda %5 CO2 gaz iceren yiiksek neme sahip 39
°C’deki inkiibatorde olgunlastirilan yumurtalar, TCM-199 destekli IVF soliisyonunda
¢oziindiiriilen spermanm 10 x 10° / ml konsantrasyonla 6 saat inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerKSOM soliisyonuna transfer edilmislerdir. Yumurta
hiicresinin, %5 CO2 gaz ve yiliksek neme iceren 39 °C’deki inkiibatorde 48 saat kiiltiiriin
ardindan SOF soliisyonuna transferi ile kiiltiir 120 saat sonra tamamlanmistir. Calismanin
sonunda 264 adet yumurtanin 86 adedi (%32) boliinme gostermis, 44 adedi (%16.6) ise

blastosist asamasina ulagmaistir.

Sunulan tez calismasinda, 6 saat ve 18 saat sperm yumurta inkiibasyon siireci,
KSOM-SOF ve SAGE Yariklanma- SAGE Blastosist kiiltiir soliisyonlarinda ayri ayri
arastirilmistir. Calismamizda, Nedambale ve arkadaslarmin (2006) izlemis olduklar1 protokol
uygulanmis, ayrica ilave olarak in vitro embriyo kiiltiirii bakimindan SAGE Yariklanma-

SAGE Blastosist kiiltiir soliisyonlar1 da denenmistir.

Calismamizin sonucunda, 6 saatlik sperm yumurta inkiibasyonunun uygulandigi ve
kiiltiir soliisyonu olarak 72 saat ara ile SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist
soliisyonlarmin kullanildig1 deney grubunda, 110 adet hiicreden 2 adet (%1,8) blastosist eldesi
gerceklesirken, 48 saat ara ile KSOM ve SOF soliisyonlarinin kullanildigi deney grubunda ise
blastosist eldesi gerceklesmemistir. 18 saatlik sperm yumurta inkiibasyonunun uygulandigi ve
kiiltiir soliisyonu olarak 72 saat ara ile SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist soliisyonunun
kullanildig1 deney grubunda 123 adet yumurta hiicresinden 5 adet (%4,1) blastosist elde
edilirken, 48 saat ara ile KSOM ve SOF soliisyonlarinin kullanildig1 deney grubunda ise 93
adet hiicreden 1 adet (%1) blastosist elde edilmistir.

Bu calismada blastosist oranlarmnin diisiik olmasinin sperm yuimurta inkiibasyonunda
kullamlan sperm konsantrasyonunun 1 - 2 x 10° gibi diisik olmasindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda son olarak KSOM ve
SOF ile SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist kiiltiir soliisyonlar1 ile gerceklestirilen

embriyo kiiltiiriiniin blastosist gelisimi {izerine etkileri incelenmistir. Yumurtalarmm TCM-199
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destekli olgunlastirma soliisyonunda 24 saat siire ile %5 CO2 ve yiiksek oranda nem igeren
38,5 °C’deki inkiibatorde olgunlastirilmistir ve SAGE-HTF-Do6llenme soliisyonu kullanilarak
sperm yumurta inkiibasyonu 18 saat siirede gerceklestirilmistir. Dollenmeyi takiben KSOM-
SOF soliisyonunda gerceklesen kiiltiir sonucunda 60 adet hiicreden 37 adedi (%61,7) boliinme
gostermis ve 1 adet (%1,6) blastosist elde edilmistir, SAGE-Yariklanma ve SAGE-Blastosist
soliisyonunda gerceklesen kiiltiir sonucunda 88 adet hiicreden 56 adedi (%63,6) boliinme
gostermis ve 14 adet (%15,9) blastosist elde edilmistir. Blastosist oranin yiikselmesinin
nedenlerinden en 6nemlisi sperm yumurta inkiibasyonunda kullanilan ve ticari olarak elde

edilen SAGE-HTF dollenme soliisyonu oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasmin devaminda, blastosist asamasindaki sigir embriyolart farkl
dondurma yontemleri kullanilarak dondurulup ¢oziindiiriilmiis ve ¢0ziinme sonrasi yapilan in
vitro embriyo kiiltiirii sonrasinda embriyolarm gelisim devamlilig1 arastirilmistir. Bu amagla,
blastosist sathasina ulasan embriyolar, kat1 yiizey cams1 yap1 dondurma ve klasik cams1 yap1
dondurma yontemleri ile dondurulup ¢6ziindiiriilmiis, ¢oziindiirme sonrasinda blastosistlerin
in vitro embriyo Kkiiltiirii bir giin siire ile devam etmis ve blastosistlerin dondurma ve
¢cOzilindiirme sonrasindaki canliliklar1 ve gelisimlerinin devamliligi incelenmistir. Gelisim
gosteren blastosistler, floresan boyama teknigi uygulanarak boyanmis, hiicre cekirdekleri
sayllmis ve gelisimleri bakimindan veriler net bir sekilde elde edilerek bu iki farkli dondurma

yontemi birbirleri arasinda karsilastirilmastir.

IVF ve in vitro kiiltlirler sonucu elde edilen blastosist safthasindaki embriyolar kati
ylizey cams1 yap1 dondurma ve klasik cams1 yapt dondurma yontemleri ile dondurulduktan
sonra ¢oOziindiiriilmiis ve ¢oziindiiriilen blastosistlerin 18 saat siire ile in vitro embriyo
kiiltlirler1 yapilmustir. Kiiltiir sonrasinda blastosistlerin hacim olarak genisleme (ekspande
olma) ve zona pellisudalarinin catlama (hatching) diizeyleri incelenmistir. Iki farkli camsi

yap1 dondurma teknigi kendi aralarinda karsilastirilmastir.

Dondurulup ¢o6ziindiiriilen blastosistlerin canliliklar1 ve kalite degerlendirmelert,
blastosistlerin ¢eperini kaplayan zona pelisudalarinin diizgiinliigii belirli ve homojen yumurta-
plazmanin olmasina, hiicre genelinin parlak goriinimlii olmasma ve hiicrenin belirli bir

perivitellin bosluklarmin bulunmasina dikkat edilmistir.

Yapilan dondurma caligmasmin sonucunda, kati yiizey camsi yapt dondurma ile

dondurulup ¢6ziindiiriilen 23 adet blastosistin 19 adedi (%82.6) canliligin1 stirdiirmiistiir. Kat1
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ylizey camsi yapl dondurma yontemi kullanilarak dondurulup c¢oziindiiriilen 23 adet
blastosistten 8 adedi (%34.8) canliligmi siirdiirmekle birlikte bu oran, kat1 yiizey cams1 yap1
dondurma ydnteminden daha diisiik basar1 orani getirmistir. Bununla beraber dondurulup
¢Oziindiiriilmeden kiiltiirleri devam eden kontrol grubu 17 adet blastosistten tamami (%100)

mevcut embriyonel gelisimlerini sorunsuzca stirdiirmiislerdir.

Dondurma ve ¢6ziindiirme sonrasinda, in vitro embriyo kiiltiiriinii takiben yaklasik 24
saat sonra yapilan gozlemler sonucunda, kati yiizey camsi yapi dondurma yontemi ile
dondurulup c¢oziindiiriilen ve kiiltlirleri tamamlanan blastosistlerin 23 adetten 12 adedi
(%52.2) ekspande olmus ve 4 adedinin (%17.4) ise zona pelisudalar1 ¢atlayarak (hatch olarak)
ic hiicre kiitleleri hiicre disarisina ¢ikmustir. Klasik camsi yapit dondurma ydntemi ile
dondurulup ¢6ziindiiriilen blastosistleri kiiltiirleri tamamlandiktan sonra bu blastosistlerin 23
adetten 2 adedi (%8.7) ekspande olmus ve 1 adedinin (%4.3) ise hatch olarak i¢ hiicre
kiitleleri hiicre disarisina ¢ikmakla beraber bu deney grubunda kati ylizey camsi yapi
dondurma yontemine gore daha diisiik oranda ekspande ve hatching orani gozlemlenmistir.
Dondurulup ¢oziindiiriilmeyen ve kontrol grubu olarak nitelendirilen 17 adet blastosistten 6
adedi (%35,3) ekspande olmus fakat kiiltiiriin devaminda 17 adet blastosistten toplam 11
adedinin (%64,7) hatch olmasiyla birlikte her iki deney grubuna gore daha yiiksek oranda

gelisim devamlilig1 géstermistir.

Calismanin sonucunda kat1 yiizey cams1 yap1 dondurma, klasik camsi1 yap1 dondurma
ve kontrol gruplar1 arasinda blastosistlerin gelisimlerin devamliligi ekspande ve hatch
olmalar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Akkoc ve ark.

2011).

Tiim deney gruplarinda dondurulan blastosistler ¢oziindiiriildiikten sonra ve kontrol
grubunda devam eden in vitro kiiltiirli takiben gelisim devamliligi gostermis blastosistler 5.5
uM/L konsantrasyonda Hoechst 33342 floresan ¢ekirdek boyama kimyasalina 10 dakika siire
ile maruz birakilarak hiicre g¢ekirdekleri boyanmistir. Oda 1sinda, floresan 1s1ik kaynagi

destekli ters mikroskop altinda deney ve kontrol grubu blastosistlerin ¢ekirdekleri sayilmistir.

Kat1 yiizey camsi yap1 dondurma yontemi ile dondurup c¢oziindiiriildiikten sonra
kiiltiirleri tamamlanan blastosistlerin ortalama cekirdek sayilar1 124 olmakla beraber klasik
camst yapt dondurma yonteminin kullanildigi deney grubundaki blastosistlerin ortalama

cekirdek sayilar1 104 olup kati1 yiizey camsi yapt dondurma yontemine goére daha diisiik
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olmaktadir. Dondurulup ¢oziindiiriilmeyen kontrol grubu blastosistlerin ortalama g¢ekirdek

sayilar1 ise 213 olup her iki deney grubuna gore ¢ok daha yiiksek orandabulunmustur.

Sonu¢ olarak, toplam hiicre cekirdek sayilar1 bakimindan kat1 ylizey camsi yapi
dondurma yontemi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilmistir

(p<0.05) (Akkoc ve ark. 2011, 2012).

Sunulan dondurma c¢aligsmas1 kapsaminda, kat1 ylizey camst dondurma teknigi, klasik
cams1 yap1 dondurma teknigine kiyasla daha yiiksek oranda ekspandasyon orani gostermis
olup, toplam hiicre sayilar1 bakimindan ise kat1 ylizey cams1 dondurma yontemi, klasik cams1

yap1 dondurma yontemine gore daha fazla hiicre sayisina sahip olmustur.

Onceki galigmalarda, memeli gametlerin, embriyolarm ve dokularin camsi yapi ile
dondurulmasi gen bankasi ¢alismalarinda destekleyici teknik olmaktadir. Bu teknikte buz
kristallerinin olusumunun engellenmesi i¢in yiiksek oranda donmaya kars1 koruyucu
kimyasallarin ve ajanlarn (DMSO, EG, PEG, trehalose, siikroz, xylose ve gliserol)
kullanilmas1 gerekmektedir. Dondurulan hiicrede zehir etkisinin mininum diizeyde olmasi
icin hiicrelerin daha az konsantrasyonlarda dondan koruyucu kimyasal maddelere ve ajanlara
olabildigince az siirede maruz birakilmasi gerekmektedir. Dondan koruyucu kimyasallarin
miktar1 ve konsantrasyonu azaltilmasi sogutma oranini arttirir ve de hiicre i¢i buz kristalleri

olusumunu en aza indirger (Arav ve ark. 2002, Rios ve ark. 2010).

Kati1 ylizey camsi yap1 dondurma yonteminde, klasik cams1 yap1 yontemine gore daha
az miktarda ve az konsantrasyonlarda dondan koruyucu kimyasallar kullanilmakla beraber
hiicreleri bu maddelere maruz birakma siiresi de daha kisa olmaktadir. Hem kat1 yiizey camsi
yap1 dondurma hem de klasik camsi yap1 dondurma teknikleri, diger camsi yap1 dondurma,
hizl1 ve yavas dondurma tekniklerine gore daha ucuz, komplike bilgisayar sistemli cihazlara

gereksinim duyulmayan, uygulamasi kolay ve pratik tekniklerdir.

Bagis ve arkadaslarmin (2002) yapmis olduklar1 bir c¢alismada, proniikleer
safthasindaki fare embriyolar1 kati1 ylizey camsi yapi1 dondurma yOntemi uygulanarak
dondurulup ¢o6ziindiiriilmiis ve ¢Oziindiirme sonrasi Antifriz protein geni (AFP) transfer
edilerek AFP genine sahip transgenik fareler elde edilmistir. Bagis ve arkadaslarinin (2009)
yapmis oldugu diger bir calismada ise proniikleer safthasindaki fare embriyolar1 geleneksel
yavas dondurma, open pull straw (OPS) camsi yap1 dondurma ve kati1 yiizey camsi yapi1

dondurma yontemleri olmak {iizere 3 farkli yontem uygulanarak dondurulup ¢oziindiiriilmiis
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ve en ¢ok blastosist gelisimini gosteren dondurma yontemi kati ylizey camsi yap1 dondurma

yontemi olmustur.

Birgok memeli tiirlerinin yumurtalar1 6zellikle bufalo, domuz, sigir yumurtalar: kati
ylizey camsi yap1 dondurma yontemi ile dondurulmustur ve dondurma sonrasinda gergeklesen
IVF ¢alismalar1 sonucunda az da olsa blastosist sathasindaki embriyolar elde edilmistir. Fakat
su ana kadar sadece sunulan tez ¢alismasinda blastosist sathasindaki sigir embriyolar1 kati
ylizey camst yapt dondurma yontemi kullanilarak dondurulmustur. Elde edilen bulgular
sonucunda kat1 ylizey camsi yapi dondurma yonteminin blastosist safhasindaki sigir
embriyolarinda basarili bir sekilde dondurulabildigini ve ¢oziindiirme sonrasinda
blastosistlerin ekspande ve hatch olma oranlarinin yiiksek oldugu ayrica hiicre g¢ekirdek

sayilarinin da kontrol gruplarinin degerlerine yakin oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak, sunulan tez calismasinda, in vifro inek blastosisti liretimi i¢in degisik
IVF protokolleri denenmis ve elde edilen bu blastosistler farkli vitrifikasyon teknikleri
kullanilarak dondurulup ¢oziindiiriilmiis ve bu blastosistlerin in vitro kiiltlirleri yapilarak
embriyo gelisimleri incelenmistir. Tez sonunda elde edilen IVF ve embriyo dondurma

protokolleri hayvan iireme biyoteknolojisinde ve transgenik hayvan iiretim tekniklerinde
efektif olarak kullanilabilir.
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EKLER

EK-1

TL HEPES D1is ortam soliisyonu

KIMYASAL MADDE Final mM mg/500 ml
NaCl 114 mM 3330 mg
KCl 3,2 mM 120 mg
CaCLh.2H:20 2,0 mM 150 mg
MgCL.6H20 0,5 mM 50 mg
NaHCOs 2 mM 84 mg
NaH:PO4.H20 0,4 mM 28 mg
Na-Lactate (%60 Surup) | 10 mM 0930 ml
Penicilin 100 1.u./ml 32,5
Fenol Kirmizisi - Smg
Hepes 10 mM 1200 mg
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EK-2

TCM-199 Ana soliisyonu

KIMYASAL MADDE MIKTAR /50 ml
TCM-199 toz 247,50 mg
NaHCOs 62,25 mg
Deiyonize-bidistile H20 50 ml
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EK-3

Yumurta olgunlastirma soliisyonu

KiMYASAL MADDE

KULLANILAN MIKTAR

(10 ml Final Konsantrasyon icin)

TCM-199 (Ana Stok) 8720 ml

Inaktice FCS 1000 pl

Na Piruvat 50 ul (5,5 mg Na-Piruvat + 1 ml PBS)
Ticari PSA | 50 ul

(Penisilin Streptomisin

Antimiyosin)

LH (Luteinize Hormon) 20 pul

FSH (Folikiil Stimiilan Hormon) 20 pul

EGF (Epidermanl Gelisim Faktorii) | 25 pl

IGF-1 (insiilin Gelisim Hormon) 100 pl
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EK-4

SSV Ozmotik Dengeleme Soliisyonu; %4 Etilen Glikol (EG).

KiMYASAL MADDELER MIKTAR

Etilen glikol 0.4 ml

TCM-199 + %20 FCS 9.4 ml
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EK-5

SSV Dondurma Soliisyonu; %35 EG, %5 Polivinil Pirolidon (PVP) ve 0.4 M Trehalose.

KIMYASAL MADDELER MIKTAR
Etilen glikol 3.5ml
Polivinil Pirolidon 0.5 gr
Trehalose 1,5132 gr
TCM-199 + %20 FCS 4,5 ml
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EK-6

SSV Coziindiirme Soliisyonu; 0,3 M Trehalose

KIMYASAL MADDELER

MIKTAR

Trehalose

1,1349 gr

TCM-199 + %20 FCS

10 ml finale tamamlandi
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Ek-7

Klasik Cams1 Yap1 dondurma Soliisyonu - VS1, VS2, VS3:

Gliserol |Etilen Sakkaroz | Ksiloz | Polietilen glikol
Glikol (PEG)
VS1 | %10 - 0.1M 0.IM | %l
VS2 | %10 %10 0.2M 0.2M | %2
VS3 | %20 %20 0.3M 0.3M | %3
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EK-8

M-PBS Temel Soliisyonu:

KIMYASAL MADDELER | MiKTAR (1Lt)
NaCl 8,000 gr
KCl 0,200 gr
KH2PO4 0,200 gr
Na:HPOu« 1,150 gr
MgCL 6H20 0,100 gr
CaClh 0,100 gr
Na Piruvat 0,036 gr
D+Glukoz 1,000 gr
Penisilin 100,000 TU
Streptomisin 0,100 gr
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EK-9

Cams Yap1 Dondurma Soliisyonu VS1

KIMYASAL MADDELER MIKTAR
Gliserol 5 ml
Sakkaroz 1,7115 gr
Ksiloz 0,7507 gr
Polietilen Glikol 0,5 gr

M PBS

50 ml finale tamamlanmistir
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EK-10

Cams1 Yap1 Dondurma Soliisyonu VS2

KIMYASAL MADDELER MIKTAR

Gliserol 5 ml

Etilen Glikol 5 ml

Sakkaroz 3,4230 gr

Ksiloz 1,5013 gr

Polietilen Glikol 1,0 gr

M PBS 50 ml finale tamamlandi
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EK-11

Cams1 Yap1 Dondurma Soliisyonu VS3

KIMYASAL MADDELER MIKTAR

Gliserol 10 ml

Etilen Glikol 10 ml

Sakkaroz 5,1345 gr

Ksiloz 2,2520 gr

Polietilen Glikol 1,5 gr

M PBS 50 ml finale tamamlandi

97




EK-12

(Cozilindiirme i¢in stok sakkaroz soliisyonu (0.625M)

KiMYASAL MADDELER MIKTAR
Sakkaroz 10,697 gr
M PBS 50 ml finale tamamlandi
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EK-13

0,5 M Sakkaroz Coziindlirme Soliisyonu

KiMYASAL MADDELER MIKTAR
Stok Soliisyon 4 ml
FCS 1 ml
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EK-14

0,25 M Sakkaroz Coziindiirme Soliisyonu

KIMYASAL MADDELER MIKTAR
Stok Soliisyon 2 ml
M-PBS 2 ml
FCS 1 ml
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EK-15

%20 FCS+M-PBS Yikama Soliisyonu

KiMYASAL MADDELER MIKTAR
M-PBS 4 ml
%20 FCS+M-PBS 1 ml
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