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SEKILLER

Yillara (2003-2022) gore kaydedilen sigir embriyo (IVD, IVP
ve toplam) sayis1 (Viana, 2023)

Kullanilan teknige (IVD veya IVP) ve embriyo tipine (taze
veya dondurulmus) gore 2003-2022 yillar1 arasinda sigirlarda
embriyo transferleri. (A) Transfer edilen embriyo sayisi. (B)
Yillik toplam embriyo transferlerinin ylizde payi (Viana,
2023)

Yavas dondurma yoOnteminde sogutma hizinin hiicre
kriyoprezervasyonundaki  Oneminin gsematik  gosterimi
(Ribeiro ve ark., 2022)

Payet i¢ine embriyonun yiiklenmesi (Hasler, 2002)

Direkt transfere uygun yavas dondurma yonteminin sematize
hali (Gomez ve ark., 2020)

Vitrifikasyon silirecinin  gsematik  gosterimi  ve hiicre
kriyoprezervasyonunu saglamak i¢in kriyoprotektan ajanlarin
(KP'lar) 6nemi (Ribeiro ve ark., 2022)

Direkt transfer prosediiriine uygun vitrifiye edilecek payet
(Campos-Chillon ve ark., 2006)

Direkt transfer teknigine uygun payette vitrifikasyonun
sematize hali (Satilmis ve ark., 2014)

Vitrifikasyon basari olasilig1 formiilii (Yavin ve Arav, 2007)
OPS. (a) Hicrelerin OPS payetine yiliklenmesi. (b) OPS
payetinin LN icine daldirilmasi. (c) OPS payetinin
cozdiiriilmesi (Vajta ve ark., 1998a)

Kati yiizey vitrifikasyonu (Dinnyés ve ark., 2000)
Vitrifikasyon Spatulasi. (A) Ince plaka sag iistte ve takili
oldugu kriyo sise kapagi sol altta. (B) Embriyolarin
vitrifikasyon spatulasina yiiklenmesi (Tsang ve Chow, 2009)
Cryoloop (Saki ve Ghalambor Dezfuly, 2005)

Cryotop. (a) Polietilen laminat film ve payet kapagi, (b) payet
kapagi ile kapanan Cryotop (Hiraoka ve ark., 2004)
Cryotech. (a) Cryotech {izerine hiicrenin yliklenmesi sematigi,
(b) iizerine hiicreler yiiklenmis cryotech goriinlimii (Anonim
2024a)

Cryolock (Anonim 2024b)

Cryoleaf. (a) Cryoleaf’in ana kismi ve ok, ince polietilen
cubuktan yapilmis yiikleme kismini gosterir. Yesil kisim
yiikkleme cubugunu korumak ic¢in asagi kaydirilabilir. (b)
Depolama i¢in koruyucu kilif. (a+b) Koruyucu kilifi takilmig
Cryoleaf (Anonim 2024c)

Cryotip (VerMilyea ve Brewer, 2017)

Kapatilmis ve etiketlenmis Cryotip (VerMilyea ve Brewer,
2017)

Kitasato vitrifikasyon sistemi. (a) Koruyucu payet kapagi. (b)
Kitasato Vitrifikasyon Sistemi, akrilonitril biitadien stiren
recine tutucu ve bir destekten olusur. Destek, bir polietilen
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tereftalat (PET) film ve PET filmin {izerine yerlestirilen,
vitrifikasyon sollisyonunu emen gozenekli bir membrandan
olusur (Momozawa ve ark., 2023)

Polietilen tereftalat film iizerine yerlestirilen bir vitrifikasyon
soliisyonu emicisi olan gozenekli bir membranin oldugu (a)
ve olmadigi (b) Kitasato Vitrifikasyon Sistemi’nin
vitrifikasyon soliisyonunun (yaklasik 0,6 pl) yiiklendigi
kismin goriiniimii (Momozawa ve ark., 2023)
Preimplantasyon embriyo gelisimi sirasinda meydana gelen
hassas genetik ve epigenetik olaylarin in vitro embriyo
iizerinde etkili olan temel kimyasal (turuncu) ve fiziksel
(mavi) stres faktorlerinin 6zeti (Ramos-Ibeas ve ark., 2019)
Embriyonik gelisimsel yeterlilik edinimi i¢in gerekli hiicresel
ve molekiiler olaylar ve bunun kriyo-hayatta kalma tizerindeki
etkisi. [n vitro embriyo iiretimi i¢in birbirine bagl adimlar
(soldan saga mavi oklar) {istlin kalitede bir embriyo
iiretilmesini ve embriyonun kriyo-hayatta kalma basarisini
artirabilir. (a) Embriyo yeterliliginin kazanilmasi iizerine
genel olarak cevresel ve genetik etkiler. (b) Ustiin embriyo
kalitesinin in vitro embriyo tretimi ile iligkili belirleyici
degiskenler (miilkemmel kalitede taze IVP blastosistler). (c)
Kriyoprezervasyon ve kriyoprezervasyon tekniginin etkileri
sonrasinda gelisimin basarili bir sekilde yeniden baslatilmasi
(¢ozdiirme sonrasi1 IVP blastosistlerinin re-ekspansiyonu).
Tim olaylar (a, b ve c¢) embriyonun dondurularak hayatta
kalmasini etkiler (Marsico ve ark., 2019).

Kriyoprezervasyon islemi sirasinda oositlerin, zigotlarin ve
blastomerlerin kriyoyaralanmasini gosteren sematik resim.1:
Artt1, ZP: Zona pellusida (Kumar ve ark., 2022)

Ovaryumlar i¢in kullanilan termos (a) ve serviyet iizerine
yerlestirilen ovaryumlar (b)

Aspirasyon isleminde igne ucunun yukariya bakmasi (a),
folikiillerin aspirasyonu (b), iistte folikiilleri bulunan altta
folikiilleri aspire edilen ovaryum goriintiisii (¢)

Oositlerin yikanarak petriye aktarilmasi. Aspirasyon islemi
bittikten 5 dk sonra tiipteki folikiil sivisinin uzaklastirilmasi
(a), 2. yikamada 5 dk bekleme sonrasi tiipiin dipinde olusan
tortu (b), yikama sonunda berrak aspirasyon medyumu
goriiniimii (c) ve tiipteki oositlerin petri kabina aktarilmasi (d)
Tarama yonii (a), petrinin gorlintiisii (b) ve oositler (c)
Maturasyon medyumunun (500 pl) petrinin kuyucuklu
kismina yayilarak hazirlanmasi (a), maturasyon yikama
droplarinin olusturulmasi (b)

Fertilizasyon petrisi (a), fertilizasyon medyumuna spermanin
eklenmesi esnasinda alinan goriintii (b)

Spermanin hazirlanmasi

Thoma laminin hazirlanmasi

Thoma lamindaki spermatozoonlarin sayimi
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Fertilizasyon ~medyumuna katilmasi
hacminin hesaplanmasi formiili

Dort bolmeli petrinin  hazirlanmasi (a), olast zigotlarin
vortekslenmesi i¢in hazirlanan 1,5 ml’lik santrifiij tiipt (b),
olasi1 zigotlarin vortekslenmesi (c)

Soyulan edilen olas1 zigotlarin dort bolmeli petrinin 1.
bolmesine birakilmasi (a), 3. bolmede olusturulan yikama
damlalar1 (b), mikroskobun kamerasina baglh bilgisayarin
ekraninda olas1 zigotlarin damlalarda aktarilmasi goriiniimii
©

Fertilizasyon sonrasinda kumulus hiicreleri soyulan olasi
fertilize oositlerin (a), 1 PB’li oositin (b) ve 2 PB’li oositin (c)
goruntusu

Deney dizayninin sematigi

Farkli OPS payetlerinin ¢ap ve duvar kalinlig1 6l¢iimleri
Farkli MP’lerin ¢apt ve duvar kalinhigi (a), embriyonun
yiiklendigi u¢ kismin uzunlugu ve ¢ap1 (b)

Vitrifikasyon i¢in hazirlik

OPS vitrifikasyon petrisinin sematigi

OPS vitrifikasyonu gorselleri. Embriyonun OPS payetine
yiiklenmesi (a, b, ¢ ve d), LN’a daldirilmas1 (e), vitrifiye
olduktan sonra tikacinin takilmasi (f), gobletlerin iist
kapaklarinin  kapatilip (g) LN tankinda kanister igine
yerlestirilmesi (h)

MP vitrifikasyon petrisinin sematigi

MP vitrifikasyonu gorselleri. Embriyonun vitrifikasyon
soliisyonu damlalarindan aktarilmasi (a), MP iizerine
yuklenirken makroskobik (b) ve mikroskobik (¢ ve d)
goriiniimleri

gereken sperma

(Cozdiirme isleminden 6nce yapilan hazirlik

Cozdiirme islemi

Maturasyon sonrast kumulus ekspansiyonunun
degerlendirilmesi

Maturasyon medyumuna yiiklenen immatiir oositlerin (a) ve
maturasyon sonrasinda oositlerin goriiniimii (b)
Fertilizasyonun 7. giinii embriyolar

Vitrifikasyon gruplarindaki embriyolarin ¢ézdiirme sonrasi 0.
saat ve 24. saat gorliniimleri

Vitrifikasyon gruplarinin ¢ézdiirme sonrasi 0. ve 24. saat re-
ekspansiyon oranlar1 ile ¢aligma gruplarinin 24. ve 48. saat
gelisim ve hatching/hatched oranlari
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OZET
S1g1ir Embriyolarmin OPS ve Modifiye Payet Yontemiyle Vitrifikasyonu

Diinyada son zamanlarda artan IVP sigir embriyolarina paralel olarak embriyo
transferinin arttig1  goriilmektedir. Kriyoprezervasyon embriyo transferinin
yayginlagmasinda kilit bir noktadir. Kriyoprezervasyon yontemlerinden
vitrifikasyon, IVP sigir embriyolar1 séz konusu oldugunda 6n plana ¢ikmaktadir.
Yiiksek basar1 oranlarina sahip, uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir
vitrifikasyon yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Arastirmanin amaci, gelismis
laboratuvar imkénlarina ihtiya¢ duymadan sahada uygulanabilecek bir vitrifkasyon
yonteminin bagarisint degerlendirmekti. Gelistirilen modifiye payet (MP)’in
etkinligi, OPS ve vitrifiye edilmeyen kontrol grubu ile kiyaslayarak degerlendirildi.
Mezbaha ovaryumlarindan elde edilen kaliteli oositler IVM, IVF ve IVC
islemlerine tabi tutuldu. Arastirmada OPS, MP ve Kontrol gruplarinin herbiri i¢in
25 embriyo kullanildi. Vitrifikasyon gruplar vitrifiye edilip ¢ozdiiriildiikten sonra
kiiltiire yiiklenirken, kontrol grubu vitrifiye edilmeksizin kiiltiire devam etti. OPS
grubunun vitrifikasyon soliisyonu %20 FBS (v/v), %16,5 EG (v/v), %16,5 DMSO
(v/v) ve 0,5 M siikroz igeren TCM 199 medyumu iken, MP grubunun vitrifikasyon
soliisyon %20 FBS (v/v), %15 EG (v/v), %15 DMSO (v/v) ve 0,5 M siikroz igeren
TCM199 medyumuydu. Cozdiirme islemi vitrifikasyon yontemlerinde ayni olup
0,25 mI’lik payet i¢inde 38,5°C’de tek adimda yapildi. C6zdiirme soliisyonu olarak
%20 FBS (v/v) ve 0,2 M siikroz igeren TCM199 medyumu kullanildi. C6zdiirme
sonrast OPS ve MP gruplarinda sirastyla 0. saat (%64 ve %72) ve 24. saat (%92 ve
%100) re-ekspansiyon oranlar1 arasinda fark bulunmamistir (P>0,05). Cozdiirme
sonrasi gelisim oranlart OPS ve MP grubunda sirasiyla 24. (%60 ve %76) ve 48.
saat (%68 ve %76) bulundu (P>0,05). Arastirmada OPS, MP ve Kontrol grubunda
sirastyla 24. (%28, %48 ve %40) ve 48. saat (%36, %60 ve %52) hatching/hatched
orani belirlendi (P>0,05). MP gereci OPS’e gore ylizdesel olarak yiiksek hatching
sonuclar1 vermesine ragmen caligmadaki embriyo sayisinin diisiikliigiine bagl
olarak bu fark istatistiksel olarak ispatlanamamistir. Gelecek calismalarda daha
ylksek sayida embriyo kullanilarak bu teknigin basarisina dair daha kapsamli
caligmalarin yapilmasi1 gereklidir. Ayrica vitrifikasyon sonrasi embriyolarin
transfer edilerek gebelik oranlarinin degerlendirilmesi gergek basariyr ortaya
koyacaktir. MP tekniginin uygulamasi OPS’e gore zor oldugu i¢in belli bir el
becerisi kazanildiktan sonra kullanilmasi uygun olacaktir. Sahada vitrifiye
embriyolarin yayginlasmasi i¢in karmagsik islemler gerektirmeyen basarili bir
vitrifikasyon tekniginin gelistirilmesi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Direkt transfer, In vitro embriyo, Sigir blastosist,
Kriyoprezervasyon.
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ABSTRACT

Vitrification of Bovine Embryos by OPS and Modified Straw Method

Recent studies have indicated a correlation between the increasing prevalence of
embryo transfer and the rising number of IVP cattle embryos worldwide. The
cryopreservation of embryos has emerged as a pivotal aspect contributing to the
widespread adoption of embryo transfer techniques. In the domain of
cryopreservation techniques, vitrification emerges as a leading method for IVP
bovine embryos. There is a need for cost-effective and easily applicable vitrification
methods with high success rates. The objective of this study was to assess the
efficacy of a vitrification technique that can be utilised in field settings without the
requirement for sophisticated laboratory facilities. The efficacy of the developed
modified straw (MP) was evaluated in comparison with OPS and a non-vitrified
control group. Quality oocytes obtained from slaughterhouse ovaries were
subjected to IVM, IVF and IVC procedures. In the study, 25 embryos were used for
each of the OPS, MP and Control groups. The vitrification groups were subjected
to the process of vitrification, then thawed and loaded into culture, while the Control
group was cultured without vitrification. The vitrification solution of OPS group
was TCM199 medium containing 20% FBS (v/v), 16.5% EG (v/v), 16.5% DMSO
(v/v) and 0.5 M sucrose, while the vitrification solution of MP group was TCM199
medium containing 20% FBS (v/v), 15% EG (v/v), 15% DMSO (v/v) and 0.5 M
sucrose. Thawing process was the same in all vitrification groups and was
performed in a single step at 38.5°C in 0.25 ml straws. TCM 199 medium containing
20% FBS (v/v) and 0.2 M sucrose was used as thawing solution. After thawing,
there was no difference between the O h (64% and 72%) and 24 h (92% and 100%)
re-expansion rates in OPS and MP groups, respectively (P>0.05). Post-thawing
development rates were found at 24th (60% and 76%) and 48th hours (68% and
76%) in OPS and MP groups, respectively (P>0.05). In the study, hatching/hatched
rate was determined at 24th (28%, 48% and 40%) and 48th hours (36%, 60% and
52%) in OPS, MP and Control groups, respectively (P>0.05). Despite the MP
device demonstrating superior hatching outcomes in comparison to the OPS, the
statistical significance of this discrepancy could not be substantiated, owing to the
limited number of embryos utilised in the study. In future studies, more
comprehensive studies should be conducted regarding the success of this technique
using a higher number of embryos. Furthermore, the transfer of embryos following
vitrification, in conjunction with the subsequent evaluation of pregnancy rates, will
provide a more accurate assessment of the technique's efficacy. Given the greater
complexity of the MP technique in comparison with OPS, it is recommended that
its utilisation be reserved for those with a proven level of manual dexterity. The
widespread adoption of vitrification techniques in the field is contingent upon the
development of a successful method that does not necessitate complex procedures.

Keywords: Direct transfer, In vitro embryo, Bovine blastocyst, Cryopreservation.

xiii



1. GIRIS

Tiirkiye istatistik kurumu (TUIK)'nun 2023 verilerine gore hayvan
varligmin (biiylikbas ve kiiclikbas) %23,82°lik kisminmi sigirlar olusturmaktadir.
Sigirlar et ve siit iiretimi agisindan hayvancilik ekonomisinde 6nemli bir paya
sahiptir (TUIK, 2023). Sigirlarda verimin artirilmasi genetigin iyilestirilmesiyle
miimkiindiir. Genetigin iyilestirilmesi i¢in en etkili ve hizli yollardan birisi embriyo
transferi (ET)’dir (Mebratu ve ark., 2020). Yenilik¢i {ireme biyoteknolojilerinin
kullanilmasi, son yillarda tarim ve hayvancilik alaninin 6nemli 6l¢iide biiytimesini
saglayarak c¢iftlik hayvanlarinda verimliligi ve karliligr artirmistir. Ciftlik
hayvanlarinin ticari olarak yetistirilmesinde ET, bir siiriideki elit hayvanlarin

sayisini artirmada veya siirli degisiminde énemli bir uygulamadir (Blondin, 2015).

Sigir embriyolar1, in vivo veya in vitro iiretim yoluyla iiretilir. /n vivo
yontem ile sigir embriyolarinin iiretimi, ovaryum aktivitesini uyarmak igin
dondrlere eksojen gonadotropin hormonlarinin verildigi bir siiperoviilasyon teknigi
kullanilarak yapilir. inegin ovidukt kanalinda fertilize olan oositler uterusa goc
ederek morula ve blastosist agsamasina gegerler. Uterusun yikanmasiyla toplanan
embriyolar in vivo iretilen (IVD) embriyolar olarak bilinir. Sigir oositleri
mezbahada kesilen hayvanlarin  ovaryumlarinda  bulunan  folikiillerin
aspirasyonuyla veya ovaryumlardan ultrason rehberliginde oosit toplanmasi (OPU)
teknigiyle immatiir olarak toplanabilir. /n vitro maturasyona tabi tutulan oositler,
genellikle dondurulmus sperma kullanilarak in vitro fertilizasyona ve ardindan
blastosist asamasina kadar in vitro kiiltiir (IVC)’e birakilir. Bu sekilde tretilen
embriyolar, in vitro lretilen (IVP) embriyolar olarak bilinir. Sigir embriyolari
retildikten sonra alicilarin uterusuna transfer edilirse 'taze embriyo' olarak
adlandirilir. Transfer edilmeyen embriyolar ise ileride kullanilmak {iizere
kriyoprezervasyon (dondurularak saklanmasi) yontemi ile saklanabilmektedir (Do

ve Taylor-Robinson., 2020; Sharma ve ark., 2024).

In vitro embriyo iiretimi 1980'lerden beri yapilmasina ragmen 2000'lerin
baslarinda biiyiikbas hayvan embriyolarinin biiylik ¢ogunlugu in vivo yontem ile

dretilmistir (Merton ve ark., 2009). Uluslararas1 Embriyo Teknolojisi Dernegi



(IETS) kayitlarinda ilk kez 2017 yilinda, diinya ¢apinda transfer edilen biiyiikbas
IVP embriyo sayisi, bir dnceki yila gére %49 artis ile IVD’lerden daha fazla oldugu
bildirilmistir. Diinyada 2022 yilinda toplam 2.011.480 transfer edilebilir sigir
embriyosu iiretilmistir (Viana, 2023). Uretilen transfer edilebilir sigir
embriyolarinin %80,4’i IVP embriyolaridir (Sekil 1.1). Transfer edilen toplam
1.558.482 sigir embriyosunun %76,3’linii IVP embriyolar1 olusturmustur (Sekil
1.2; Viana, 2023). IETS verilerine gore 2022 yilinda transfer edilen IVP embriyo
orani (%76,3; Viana, 2023) 2018 y1ilina (%65,8; Viana, 2019) gbre %10,5 oraninda
artmustir. Transfer edilen IVP embriyolarinin %44,2°si dondurulmus %55,8’1 ise
taze olarak transfer edilmistir (Sekil 1.2). Ote yandan, taze IVD embriyolara
(%35,2) kiyasla daha fazla dondurulup c¢ozdiiriilen IVD embriyolar (%64,8)
transfer  edilmistir  (Viana, 2023). Gilinlimiizde, IVD embriyolarin
kriyoprezervasyonu rutin olarak ET'nin ticari programlarinda kullanilmaktadir
(Perry, 2015). Bu yiizden embriyo kriyoprezervasyonu, ¢iftlik hayvanlarinin iistiin
genetik kaynaklarinin depolanmasi, degisimi, ticarilesebilmesi ve taze transferi
yapilamayan fazla embriyolarin korunmasi i¢in anahtar bir uygulama olup
(Almifiana ve Cuello, 2015), yardime iireme tekniklerinin (YUT) énemli bir yonii
haline gelmistir (Leibo, 2008; Marsico ve ark., 2019). Kriyoprezervasyonun ayrica
dondurulmus embriyolarin iilkelerarast nakliyatina kolaylik saglamasi, genetik
olarak iistiin hayvanlarin tiretimini hizlandirmasi, ET yi artirmasi, nesli tiikenmekte
olan tiirlerin genetik materyalini korumasi, canli hayvanlarin taginmasindan
kaynaklanan sorunlari 6nlemesi ve hastalik kontrolii gibi avantajlar1 bulunmaktadir

(Marsico ve ark., 2019; Ozdas ve ark., 2012).
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Sekil 1.1. Yillara (2003-2022) gore kaydedilen sigir embriyo (IVD, IVP ve toplam)
sayist (Viana, 2023).
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Sekil 1.2. Kullanilan teknige (IVD veya IVP) ve embriyo tipine (taze veya
dondurulmus) gore 2003-2022 yillar1 arasinda sigirlarda embriyo transferleri. (A)
Transfer edilen embriyo sayisi. (B) Yillik toplam embriyo transferlerinin yiizde
pay1 (Viana, 2023).

Kriyoprezervasyon sayesinde embriyolar istenildigi asamada dondurularak
saklanabilir ve istenilen zamanda ¢ozdiiriildiigiinde embriyolar kaldig1 asamadan

tekrar gelisimine devam edebilmektedir. Sigir IVD ve IVP embriyolarinin

kriyoprezervasyonu i¢in en yaygin kullanilan yontemler, yavas dondurma ve



vitrifikasyondur (Do ve Taylor-Robinson., 2020; Marsico ve ark., 2019). Bu iki
yontemin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Yavas dondurmada diigik
konsantrasyonda kriyoprotektan kullanildigindan embriyolarin toksik hasar riskinin
azalmasi, yontemin uygulanabilirliginin kolay olmasi, direkt transfer (DT)
teknigine uyarlanmasi ile suni tohumlama kolayliginda ET’ye izin vermesi ve ET
sonras1 gebelik oranlarinin stabil hale getirilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir
(Bondioli, 2014; Dhali ve ark., 2019; Géomez ve ark., 2020; Gordon, 2003). Bununla
birlikte yavas dondurma yonteminde nispeten pahali bir dondurma cihazina ihtiyag
duyulmasi ve embriyolar iizerine yiiksek hasar verici etkiye sahip hiicre i¢i buz
kristali olugma ihtimalinin olmasi dezavantajdir. Vitrifikasyon ydnteminin
avantajlar ise pahali cihaz ve ekipmana ihtiya¢c duymamasi, sogutma ve 1sinma
hizlar yiiksek oldugu i¢in embriyolarin tehlikeli sicaklik araligini (+15 ile -5 °C)
hizli bir sekilde ge¢gmesi saglanarak soguk hasarinin sekillenmesini azaltmasi ve
hiicre i¢i buz kristali olusumunu elemine edebilmesidir (Dhali ve ark., 2019; Gémez
ve ark., 2020). Vitrifikasyon yonteminde yiiksek konsantrasyonda kriyoprotektan
kullanildig1 i¢in embriyolarin sitotoksik etkiye ve osmotik basinca ugrama
ihtimalinin olmasi, DT teknigine daha zor uyarlanmasi ve ET sonrasi gebelik
oranlarinin stabil hale getirilememesi gibi dezavantajlar1 vardir (Gordon, 2003;
Marsico ve ark., 2019). Embriyolar, dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda hasar
gorebilmektedir (Estudillo ve ark., 2021). Bundan dolay1 dondurulmus
embriyolarin transferi sonrasi gebelik oranlari istenilen diizeyde degildir (Marsico

ve ark., 2019; Ozdas ve ark., 2012; Satilmis ve ark., 2014).

Diinya ¢apinda embriyo {liretiminde son zamanlarda in vitro embriyo
lretiminin arttigr goriilmektedir (Viana, 2023). Ancak in vitro sistemlerde ve
embriyo kiiltiir ortamindaki pek c¢ok gelismeye ragmen, blastosist verimi ve
embriyo kalitesinde son on yilda énemli bir ilerleme kaydedilmemistir. in vitro
kiltlir sartlarinda olas1 zigotlarin %20 ila %40" blastosist asamasina ulasir (Ferré
ve ark., 2020a, 2020b; Rizos ve ark., 2008). Bu IVP blastosistlerinin ¢ogu ET
sonras1 gelisimi siirdirememektedir. Son 25 yilda rapor edilen ¢aligmalara gore,
IVP embriyo transfer edilen alic1 sigirlarin gebelik oranlari, IVD embriyolarla

karsilastirildiginda %10 ila %40 daha diisiiktiir. Dolayisiyla bu sigirlarin yaklasik



yalnizca %27'si IVP embriyolarindan canli bir buzagi iiretecektir (Banliat ve ark.,
2022; Ealy ve ark., 2019). Kiiltiir kosullart IVP embriyolarinin kalitesini ve gelisim
yetenegini olumsuz etkiledigi i¢in kriyoprezervasyondan sonra sigir embriyolarinin
hayatta kalma yetenegi, [IVD embriyolara gére daha diistiktiir (Ferré ve ark., 2020b;
Marsico ve ark., 2019; Rizos ve ark., 2008). Bununla birlikte [IVP sigir embriyolari
kriyohasara kars1 IVD embriyolarina gore ¢ok daha hassastir (Rizos ve ark., 2008).
Aragtirmacilar, [IVP embriyolarinin kriyoprezervasyonu igin vitrifikasyonun one
¢ikt1ig1 konusunda fikir birligine varmislardir (Kamoshita ve ark., 2024; Marsico ve
ark., 2019; Mogas ve ark., 2024). Embriyolarin kriyotoleransinin artirilabilmesi igin
dondurma yontemlerinin modifikasyonlari, dondurmada kullanilan ¢esitli
kriyoprotektan ve katki maddelerinin konsantrasyonlari, dondurma Oncesi ve
sonrast embriyo kiiltiirlerinde kullanilan antioksidan ve kimyasallarin etkilerini

inceleyen bir¢ok ¢aligma yapilmistir (Khatun ve ark., 2019; Marsico ve ark., 2019).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Embriyolarin Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyonda tiim canli hiicreler i¢in en 6nemli husus, hiicre i¢i

stvinin biiyiik bir kisminin donmadan 6nce hiicre iginden uzaklastirilmasidir.

Embriyo dondurmada kullanilan yontemler {i¢ ana baglik altinda incelenmektedir.

Bunlar; yavas dondurma, hizli dondurma, vitrifikasyon yontemleridir (Gordon,

2003). Giinlimiizde embriyolarin kriyoprezervasyonu i¢in yavas dondurma ve

vitrifikasyon yontemleri kullanilmaktadir (Tablo 2.1). Son yillarda klasik

vitrifikasyon prosediirlerine kiyasla daha yiiksek sogutma-isitma orani saglayan

modifiye bir teknik olan ultra hizli vitrifikasyon yontemi gelistirilmistir (Dhali ve

ark., 2019).

Tablo 2.1. Yavas dondurma, klasik vitrifikasyon ve ultra hizli vitrifikasyon
yontemleri arasindaki farkliliklar (Dhali ve ark., 2019).

Yontemler
Ayrintilar Yavas Dondurma  Klasik Ultra hizh
Vitrifikasyon Vitrifikasyon
Kriyoprotektanlarin Diisiik, 1-2 M Yiiksek, 5-7 M Orta derece, 3,5-5,5 M
konsantrasyonu
Numune hacmi > 100 pl 50- 100 pl <5ul
Sogutma prosediirii Programlanabilir bir Dondurma makinesi Dondurma  makinesi
dondurma makinesi gerekmez; gerekmez; numuneler
yardimiyla yavas ve  numuneler dogrudan LN i¢ine
kontrolli sogutma dogrudan sivi azot daldirtlir veya LN

Numunenin
stiresi

Buz kristali olusumu
Ozmotik hasar olasilig1
KP bagl toksik hasar
olasilig

Soguk hasar olasilig1
Numune kab1

islem

Sistem durumu
Tecriibe gereksinimi

saglar
Uzun, 2-3 saat

Var
Diisiik
Diisiik

Yiiksek
Klasik 0,25 ml’lik

payet

Kapali
Gergeklestirilmesi
kolay

(LN) igine daldirilir
Kisa, <10 dk

Yok
Yiiksek
Yiiksek

Diisiik
Klasik 0,25 ml’lik
payet

Kapali
Gergeklestirilmesi
zor

sicakligina sogutulmus
bir ylizeye yerlestirilir
Kisa, <10 dk

Yok
Orta derece
Orta derece

Diisiik

Kapsiz veya klasik
payet disindaki ozel
kaplar

Kapali veya acik

Gergeklestirilmesi zor




2.1.1. Yavas Dondurma Yontemi

Yavas dondurma, gametlerin ve embriyolarin dondurularak saklanmasina
izin veren ilk yontemdir. Yillar boyunca gelistirilen protokol hala embriyo
kriyoprezervasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Ribeiro ve ark., 2022).
Yavas dondurma yontemi, hiicre dist buz kristallerinin biiyiimesine ve hiicreler
icinde buz kristalleri olusmadan hiicrelerden su ¢ekmesine izin vermek igin
sicakligin yavas, kontrollii bir sekilde diisiiriilmesini igerir (Jones, 2021). Yavas
dondurma yonteminde -6°C’de (-5 ila -7°C aralig1) olan cihaza yerlestirilen
embriyolar, ilk sogumaya maruz kalirlar (Bruyére ve ark., 2012; Hasler, 2002;
Jones, 2021; Jung ve ark., 2024). Ik sogumadan 2 dk sonrasinda uygulanan seeding
islemi sonucunda hiicre su hacmini kaybederken c¢evresinde buz kristali olusumu
baslar. Seeding, embriyonun bulundugu bélmeden uzak olacak sekilde hiicre dist
ortamda buz kristali olusumunu kasith olarak indiiklemektir. Dondurma cihazinin
bdlmesinde 2 dk’lik bir dengeleme siiresinden sonra, payetin embriyodan uzak bir
kismina LN ile sogutulmus metal forseps veya svapla dokundurularak seeding
islemi gerceklestirilir. Seeding, payet i¢cindeki sivida buz kristali olusumunu
uyararak buz Kkristallerinin payet boyunca yayilmasina neden olur. Su
molekiillerinin buz kristallerine doniismesi embriyolar1 cevreleyen sividaki
¢oziinen madde ve KP konsantrasyonunu arttirmaktadir. Boylece hiicrelerden
ekstra su molekiilleri ¢ekilerek embriyonun daha fazla su kaybetmesi
saglanmaktadir. Embriyo ic¢indeki artan KP konsantrasyonu, hiicre i¢i sivinin
donma noktasini azaltarak embriyoyu hiicre i¢i buz kristali olusumundan korur
(Jones, 2021; Ribeiro ve ark., 2022). Yeterli KP konsantrasyonuyla birlikte bu
prosediir, buz kristallerinin olusumunun yalnizca hiicre disinda gergeklesmesini
saglayan bir yavas sogutma hizina ihtiya¢ duymaktadir. Yavas sogutma hizinin ¢ok
diisiik olmast, hiicrenin sitoplazmasini dehidre ederek hiicre i¢inde asir1 artan eriyik
konsantrasyonlarina optimal slireden daha fazla maruz kalmasina neden oldugu i¢in
hiicrenin ozmotik ve kimyasal hasara ugramasi sonucunda hiicre oliimiine yol
acabilir. Ote yandan sogutma hizinin yiiksek olmas, hiicre i¢inde buz kristallerinin
olusma olasiligini artirarak yapisal hasara neden olur (Sekil 2.1). Bu nedenle

optimal sogutma hizinda olan prosediir, buz kristallerinin olusumunun 6nlenmesi



ile hiicre igindeki yiiksek eriyik madde konsantrasyonlarinin toksisitesi arasinda

dengeleyici bir yapidadir (Ribeiro ve ark., 2022).
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Sekil 2.1. Yavas dondurma yonteminde sogutma  hizinin  hiicre
kriyoprezervasyonundaki 6neminin sematik gdsterimi (Ribeiro ve ark., 2022).

Yavas dondurmaya yonelik ¢ok sayida modern dondurma soliisyonlari ticari
olarak temin edilebilmektedir. Hiicre i¢i KP olarak genelde gliserol 1,4 mol/l, Etilen
Glikol (EG) 1,5 mol/l yogunlukta kullanilir. Embriyolar EG i¢eren dondurma
sollisyonu i¢ine alindiginda 10 dakika oda sicakliginda dengelenmesine izin verilir
(Bruyere ve ark., 2012; Jones, 2021; Nunes ve ark., 2024). Embriyolar 0,25 ml’lik
payetlere yliklenirken ve sogutma isleminin ilk kismi sirasinda dengelenmeye
devam edecektir. Dondurma sollisyonuna yerlestirilen embriyolar, sollisyonun
hipertonik yapis1 nedeniyle yiizecek ve KP'lar hiicrelere girdik¢e yavasca
batacaktir. Embriyolar dondurma soliisyonuna aktarilir aktarilmaz payet icine
yiiklenmeye baslanmalidir. Gilinlimiizde kullanilan yavas dondurma yontemi

prosediirii maddeler halinde asagida verilmistir (Jones, 2021).

1. Embriyolar 1,5 mol/l EG igeren yavas dondurma soliisyonunda 10 dk oda
sicakliginda dengelenir. Embriyolar dengelenirken payet icine yiiklenmesi
tamamlanir.

2. Payetler, pamuk tikag¢ altta kalacak sekilde ve dik olarak -6°C’de tutulan

yavas dondurma cihazina yerlestirilir.



3. Dondurma programi baglatilir ve 2 dk sonra payetlere seeding islemi
uygulanir. Seeding islemi, embriyonun bulundugu bélmeye yapilmamalidir.
Embriyonun bulundugu bélmeden hava ile ayrilan iist bélmeye seeding
islemi yapilir. Embriyo -6°C’de toplamda 10 dk sabit tutulur.

4. Cihaz sicaklig1 -32°C’ye 0,3°C/dk olacak sekilde diisiiriir (Jones, 2021).

5. Sicaklik -32°C’ye diistiiglinde payetler -32°C’de 10 dk bekletilir (Youngs,
2011) veya LN buharinda 10 dk bekletilir (Hayashi ve ark., 2018).

6. Payetler LN iceren gobletler i¢ine birakilir (Jones, 2021).

Payete 1,5 mol/1 EG igeren bir dondurma medyumu ve ardindan kisa bir
hava bdlmesi aspire edilir. Hava bolmesi, pamuk tikag i¢in bir piston ve bariyer
gbrevi goriir (embriyolar pamuk tikacla temas ederse transfer sirasinda disari
atilmazlar). Baska bir kisa dondurma medyumu ve bir hava bdlmesi aspire edilir.
Daha sonra EG'deki embriyo payete yiiklenir (Sekil 2.2). Ardindan bir hava bolmesi
aspire edilerek payetin geri kalan1t medyumla yiiklenir (Hasler, 2002; Jones, 2021).
Hava bolmelerinin, dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda bolmelerin karigmasini
onleyecek kadar genis olmasi onemlidir. Dondurma sirasinda hava bdlmeleri
bliziilir ve sivi genisler, dolayisiyla dondurma-¢ozdiirme isleminden sonra

bolmelerin hareket etmesi alisilmadik bir durum degildir (Jones, 2021).
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Sekil 2.2. Payet i¢cine embriyonun yiiklenmesi (Hasler, 2002).

Kriyoprotektanlardan EG kullanilarak DT yontemininin ET endiistrisinin
gelismesi icin giivenilir ve gelecek vaat eden bir yontem olarak kullanilabilecegi
1994 yilinda bildirilmistir (Gordon, 2003). Embriyonun c¢ozildiiriilerek ayni
payette dogrudan bir ET kateterine yliklenmesine ve laboratuvar ihtiyacini ortadan

kaldirarak suni tohumlama kolayliginda transfer edilmesine olanak saglamasi



DT’nin avantajiyken, embriyonun ¢ozdiiriildiikten sonra hemen transfer edilmesi
gerekliligi de DT nin dezavantajidir (Gordon, 2003; Jones, 2021). Sigir embriyolari
EG (1,8 M) ile dondurulup DT edildiginde tatmin edici gebelik ve dogum oranlari
bildirilmistir (Dochi ve ark., 1995). Embriyolar, DT ye uygun sekilde EG ile
donduruldugunda sar1 renk payet, goblet ve kriyocanelerde etiketleriyle paketlenir.
Gliserolde dondurulan embriyolar ise beyaz veya seffaf gobletlerde ve beyaz
kriyocane etiketlerinde paketlenir ve direkt yontemle transfer edilmemelidir (Jones,

2021).

Payet tamamen havada ¢ozdiiriildiigliinde embriyo canliligi azalmaktadir.
Payet dogrudan suda c¢ozdiriildiigiinde ise kirilan zona pellusida insidansi
artmaktadir (Hasler, 2002; Rall ve Meyer, 1989). Yavas dondurmanin erken
asamasinda yavas bir sogutma kullanilsa da son asamada hizli bir sogutma
kullanildigindan dolay1 hizli ¢dzdiirme ihtiyaci olusur. Eger ¢ozdiirmenin yavas
yavag gerceklesmesine izin verilirse, ¢ozdiirme sirasinda buz kristalleri olusacak ve
hiicresel hasar meydana gelecektir. Hizli ¢ozdiirme, tiim buzlar eriyene kadar
embriyoyu igeren payetin 1lik (25-35 °C) suya aktarilmasiyla gerceklestirilir. Eger
bu hizli ¢ozdirme LN'nin iginden payet c¢ikarilir ¢ikarilmaz baslarsa zona
pellusida'da yiiksek oranda hasar olusabilecegi gozlemlenmistir. Ampirik
caligmalar, 1lik suya aktarilmadan oOnce yaklasik 30 sn boyunca havada
bekletildiginde zona pellusida hasarmin goriilme sikliginin azaldigini gostermistir.
Bu yaklasimla, yaklasik -60°C'nin tizerindeki kritik sicaklik agamasinda 1sinma hala
hizlidir ve ¢6zdiirme sirasinda buz kristali olusumuna bagli hiicresel hasar 6nlenir.
Zona pellusidamin ¢oziildiikten sonra kirilmasi alisilmadik bir durum degildir.
Hiicre kiitlesi saglam oldugu ve embriyonun dondurulmadan oOnceki haline
benzedigi silirece embriyo hala canli oldugu disiiniiliir. Embriyo, transfer
medyumuyla birlikte payete yeniden yiiklenir, payet embriyo transfer kateterine

yerlestirilerek alicinin uterusuna transfer edilir (Jones, 2021).

Sigir IVP embriyolar i¢in yeni bir dondurma/¢ozdiirme prosediirii ortaya
konmustur. Yavas dondurma soliisyonu olarak 1,5 M EG ve %20 CRYO3 (5617,
Stem Alpha, Fransa) igeren Fosfat Tamponlu Tuzlu Soliisyon (PBS), payet icinde
tek asamal1 ¢6zdiirme soliisyonu olarak ta 0,75 M EG ve %20 CRYO3 igeren PBS
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kullanilmistir. Stimiile edilmis ineklerin oositlerinden elde edilen IVP ekspanded
blastosistler, yavas dondurma yontemi ile dondurularak DT edildiginde, gebeligin
62. gilinlinde diivelerde %57 ve ineklerde %40 oraninda gebelik teshis edilmistir.
Direkt transfere uygun olan yavas dondurma (Sekil 2.3) ve vitrifikasyonun
(fibreplug) yontemlerinin taze IVP embriyolari ile kiyaslandiginda benzer gebelik
ve dogum oranlar bildirilmistir. Direkt transfer yonteminde hayvansal kokenli
proteinlerin (Si1gir serum alblimin, fetal buzagi serumu gibi) yerine sentetik bir
protein ikamesinin (CRYO3) kullanilmasi, hastalik riskinin ortadan kaldirilmasi ve
saha kosullarinda uygulanabilirligin kolay olmasi gibi avantajlara sahip oldugu

belirtilmistir (Gomez ve ark., 2020).

| Seeding noktasi I

0.75 M EG+CRYO3 1.5 M EG+CRYO3 0.75 M EG+CRYO?3
\L Hava W Hava \L Hava Hava \I/
U e 0
0 1 EMBRIYO T )
IDENTIFIKASYON 0.75 M EG+CRYO3 0.75 M EG+CRYO3 PAMUK
TIKACI TIKAC

Sekil 2.3. Direkt transfere uygun yavas dondurma yoOnteminin sematize hali
(Gomez ve ark., 2020).

2.1.2. Vitrifikasyon Yontemi

Vitrifikasyon;  bir  sivinin  dondurulmaksizin  sogumadan  dolay1
yogunlugunun ¢ok yiikselmesi sonucunda cam benzeri bir hal almasi olarak
tanimlanmaktadir (Ozatik, 2011). Vitrifikasyon ydntemi bir¢ok avantaj sunmustur.
Hiicre i¢i buz kristali olusumunu tamamen ortadan kaldirmaktadir. Artan sogutma
hiz1 sayesinde +15°C ila -5°C arasindaki tehlikeli bolgeyi hizla gegmektedir.
Bundan dolay1 hiicre i¢i lipit damlaciklarinin, lipit iceren zarlarin ve hiicre
iskeletinin soguk hasar1 gormesini azaltmaktadir. Vitrifikasyon yontemi, pahali
dondurma cihaz1 ve ekipmana ihtiya¢ duymadan yapilabilmektedir. Ayrica ¢ok
hizli bir sekilde gergeklestirildigi i¢in zamandan tasarruf saglamaktadir (Vajta,

2000).
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Vitrifikasyon yontemi; oda sicakliginda embriyolarin birka¢ adimda artan
konsantrasyonlarda (%50’ye kadar) olan sollisyonlar iginde optimal siirelerde
maruz kalmasina dayanmaktadir. Vitrifikasyon soliisyonlar1 ¢cok yogun oldugundan
dolay1 toksik etkiyi diisiirebilmek i¢in farkli KP'lar kullanilarak olusturulur (Jang
ve ark., 2017; Jones, 2021; Ribeiro ve ark., 2022). Yiiksek konsantrasyondaki
KP'larin iki temel amaci vardir: hiicreleri dehidre etmek i¢in ortamin viskozitesini
arttirmak ve suyun kristallesmesini 6nlemektir. Dolayisiyla bu teknik, KP'nin
toksisitesi ve ortamdaki buz kristallerinin olusumu arasinda denge igermektedir
(Sekil 2.4). Diisiik KP konsantrasyonu vitrifikasyona izin vermez ve hiicre iginde
buz kristallerinin olugsmasina izin vererek yapisal hasara neden olur. Yiiksek KP
konsantrasyonu ozmotik hasar1 ve ortam toksisitesini artirarak hiicreye kimyasal

hasar verir (Ribeiro ve ark., 2022).

-196 °oC
Diisiik KP 5 2 Vitrifik . .
. itrifikasyon > o
75 oC konsantrasyonu - olusmamis Buz kristali olusumu
e o _—ly .
7~ — ® Yapisal hasar

e Y e e o =& o

Optimal KP [ = y
konsantraszonu oF V1tr1f1kasy0n 5 Bagarlh Vitriﬁkasyon

= NG | . * @ .,
Q . : . . . .
e® ® %0 g0, e® 0 e 0,
oy ... o oqw o . K :
2.5 & Vitrifikasyon o J0° » Ozmotik hasar
——-  ©

Q“ .
® o . . .
.
o o % e’ o .
°® e o .
Ld . . .
.

Yiksek KP  [SeL %\ 482 . 7! .: Kimyasal hasar
konsantrasyonu ‘s ss ® e = o e e e
Su Buz kristalleri

Buz « KP

Vitrifiye olan soliisyon

Sekil 2.4. Vitrifikasyon silirecinin  sematik  gOsterimi  ve  hiicre
kriyoprezervasyonunu saglamak i¢in kriyoprotektan ajanlarin (KP'lar) onemi
(Ribeiro ve ark., 2022).

Vitrifikasyon yontemleri; klasik vitrifikasyon ve ultra hizli vitrifikasyon

olmak iizere 2’ye ayrilir (Dhali ve ark., 2019).

Klasik vitrifikasyon, yavas dondurma yontemine alternatif olarak 1980'lerin

ortalarinda Rall ve Fahy tarafindan tanimlanan bir yontemdir. Bu yontem, buz
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kristallerinin olusumunu atlayarak cam benzeri bir durum i¢inde hiicrenin ve hiicre
dis1 ortamin katilasmasima izin verir. Ik basarili vitrifikasyon, 1985 yilinda fare
embriyolarinda bildirilmistir (Rall ve Fahy, 1985). Klasik vitrifikasyonda
embriyolar, artan konsantrasyonlardaki KP soliisyonlarina gerekli siire maruz
birakildiktan sonra son adimdaki soliisyonla birlikte payet i¢ine yiiklenir. Daha
sonra payet, dogrudan LN i¢ine daldirilir. Klasik vitrifikasyon, 5-7 M'lik bir KP
konsantrasyonu ve yaklagik 2500°C/dk'lik bir sogutma hizi ile gergeklestirilebilir.
Vitrifikasyonun en 6nemli avantaji, donma hasar1 riskinin diisiikk olmasini ve
yiiksek embriyo canlilik oranini saglamasidir (Dhali ve ark., 2019; Mogas ve ark.,

2024).

Vitrifikasyon ve c¢ozdlirme isleminin laboratuvar ortaminda deneyimli
kigiler tarafindan yapilmasi gerekir. Bu yiizden vitrifikasyon, biiylikbas hayvan
uygulamalari i¢in DT’ye uygun yavas dondurmaya gore daha az tercih edilmistir
(Jones, 2021). Bununla birlikte IVP embriyolarin dondurma hasarina IVD
embriyolara gore daha hassas oldugu bilinmektedir (Ferré ve ark., 2020b; Rizos ve
ark., 2008). Birgok arastirmaci vitrifikasyon yoOntemini Ozellikle IVP
embriyolarinda tercih etmektedir (Ferré ve ark., 2020b; Marsico ve ark., 2019;
Mogas ve ark., 2024). Klasik vitrifikasyon yontemini DT prosediiriine uyarlamak
i¢in (Sekil 2.5 ve 2.6) ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Campos-Chillon ve ark., 2006;
Satilmis ve ark., 2014). Klasik vitrifikasyonun DT’ye uyarlanmasinin IVP
blastosistleri i¢in ¢ok etkili bulundugu ancak morulalar i¢in etkili bulunmadig:
bildirilmistir (Campos-Chillon ve ark., 2006). Bununla birlikte payet i¢i ¢ozdiirme
isleminde; payetin sallanmasiyla embriyo ile sakkaroz soliisyonlarinin arasinda
yogun hava kabarciklarinin olugmasindan dolayr embriyonun sakkaroz

soliisyonuyla yeterince karismadigi bildirilmistir (Satilmis ve ark., 2014).

_ S1vi azota daldirlan ug

I D o] e |
Pamuk Embriyo ve Miihiir
tikag vitrifikasyon
soliisyonu 2

Cozdiirme
soliisyonu

Sekil 2.5. Direkt transfer prosediiriine uygun vitrifiye edilecek payet (Campos-
Chillon ve ark., 2006).
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VS3 VS3+Emb VS3 Sakkaroz Pamuk

Sekil 2.6. Direkt transfer teknigine uygun payette vitrifikasyonun sematize hali
(Satilmis ve ark., 2014).

Sigirlarda ticari ET endiistrisinde yavas dondurma protokolleri yaygin
olarak kullanilsada, kriyoprezervasyon maliyetlerini azaltabilen vitrifikasyon
yontemini uygun bir alternatif olarak goren arastirmacilar da bulunmaktadir.
Vitrifikasyon (%56) ve yavas dondurma (%44) ile kriyoprezerve edilen IVD
embriyolarin transferinden sonra gebelik oranlarinin benzer oldugu bildirilmistir
(Gordon, 2003). Vitrifikasyon yontemlerinin transfer siiresinde daha fazla zaman
esnekligine izin verdigi i¢in avantajli oldugu diisiintilmiistiir (Gordon, 2003; Inaba
ve ark., 2011). Vitrifiye edilen embriyolar ¢ozdiiriildiikten sonra 15 dk boyunca
payet icinde saklanabilirken, yavas dondurulmus embriyolar i¢in genel tavsiye
hemen transfer edilmesidir (Gordon, 2003). Vitrifikasyonun yavas dondurmaya bir
alternatif sundugunu gdsteren bulgular1 genisletmek i¢in biiylik Olgekli saha

denemelerinin gerekli olacag: belirtilmistir (Mogas ve ark., 2024).

Vitrifikasyonun gerceklesmesi i¢in lic Onemli faktor vardir: (1) KP
soliisyonunun yogunlugu, (2) sogutma ve 1sitma hizi ve (3) vitrifiye edilen hacim.
Basarili vitrifikasyon elde etmek icin bu faktorler arasinda hassas bir denge
saglanmalidir (Jang ve ark., 2017). Bu faktorler ele alinarak vitrifikasyon basari

olasilig1 tasarlanmistir (Yavin ve Arav, 2007; Sekil 2.7).

o y Sogutma ve 1sitma hiz1 X Viskozite
Vitrifikasyon olasiligi =

Hacim

Sekil 2.7. Vitrifikasyon basar1 olasiligi formiilii (Yavin ve Arav, 2007).

Ultra hizli vitrifikasyon, klasik vitrifikasyon prosediiriiniin modifiye ve
gelistirilmis versiyonudur (Dhali ve ark., 2019). Vitrifikasyonun gerceklesebilmesi
icin sogutma hizinin 1000°C/dk veya daha ¢ok hizli diizeyde olmasi1 gerekir.
Dogrudan LN'ye aktarilsa bile bu sogutma hizlarina ulagsmak i¢in yiizey alani/hacim

oraninin 0,25 ml'lik payetten daha biiyiik olmas1 gerekir. Oosit ve embriyolarin
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kriyoprezervasyonu i¢in ultra hizli sogutma kavrami, Vajta ve arkadaslar
tarafindan agik uglu cekilen payetin (OPS) icadi ile tanitilmistir. Bu, 0,25 ml'lik
payetin yavasca 1sitilmasi ve ¢cok daha kiigiik bir ¢cap elde edilecek sekilde ¢ekilmesi
ve bdylece yiizey alani/hacim oraninin arttirilmasiyla gerceklestirilir (Vajta ve ark.,

1998a).

Sigir IVP embriyolari, sogumaya karst asir1 duyarli oldugundan
kriyoprezervasyon islemleri zor olmaktadir (Gordon, 2003; Mogas ve ark., 2024).
Bu sorunu en aza indirmenin bir yolu, hasarin goriilebilecegi sicaklik bolgesini
olabildigince hizli bir sekilde gecmektir (Vajta ve ark., 1998b). Sigir IVP embriyo
vitrifikasyonun etkinligi, sogutma ve 1sitma hizlar1 artirilarak biiyiik Ol¢iide
gelistirilmistir. Bu amagla gelistirilen teknikler, damlaciklarin LN i¢ine dogrudan
daldirilmasini ve destek saglamak i¢in bir elektron mikroskop 1zgarasi, OPS, Kapali
uclu modifiye payet (CPS), kat1 ylizey vitrifikasyon, cryoloop, cryotop, cryoleaf,
vitrifikasyon spatulasi, cryotip, yiiksek giivenilir vitrifikasyon gibi yontemlerin
kullanimin1 icermektedir (Dhali ve ark., 2019; Jones, 2021; Saragusty ve Arav,
2011). Bu yontemler minimum miktarda vitrifikasyon sollisyonu igerisinde
embriyonun yerlestirilebilecegi c¢esitli platform veya tastyicilardan olusur. Yiiksek
bir yiizey alani/hacim orani olustururlar ve dogrudan LN'ye yerlestirildiginde ultra
hizl1 sogutma saglarlar. Tiim bu tasiyicilar embriyonun LN'ye maruz kalmasina
neden olur. Sogutma tamamlandiktan sonra embriyo ve tastyici, kapatilabilen bir
tiir dis kap i¢ine de yerlestirilebilir. Ultra hizli sogutmayla sonuglanan yiiksek yiizey
alani/hacim orani prensibi, sicak ¢dzdiirme soliisyonuna yerlestirildiginde ultra
hizli ¢ozdiirmeyle sonuclanmaktadir. Cozdiirme soliisyonlari, hizli 1s1 transferini
saglamak ve KP'larin ¢ikarilmasi sirasinda hiicresel sismeyi kontrol etmek i¢in tipik

olarak siikroz soliisyonundan olugsmaktadir (Jones, 2021).

Ultra hizli vitrifikasyon yontemi, yavas dondurma veya klasik vitrifikasyon
yontemlerine kiyasla son derece yliksek sogutma ve 1sitma hizlarina sahiptir (Tablo
2.2). Bu yontem, son derece yiiksek sogutma hizi kullanarak nispeten diisiik
konsantrasyondaki KP soliisyonunun vitrifikasyonuna izin verir. Bdylece
vitrifikasyon soliisyonunda kullanilan KP konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle

hiicrelerde meydana gelen toksik etkiyi ve ozmotik stresi azaltir. Ultra hizh
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vitrifikasyon hizi, vitrifiye edilecek olan soliisyon hacminin azaltilmasiyla elde
edilir. Yapilan derlemelerde, farkli memeli tiirlerindeki embriyolarin bu yontemle
kriyoprezervasyonu sonrasinda yiiksek canlilik oranlar1 bildirilmistir. Bu yiizden
glinimiizde ultra hizli vitrifikasyon yoOnteminin en 1iyi ydntem oldugu

diisiiniilmektedir (Dhali ve ark., 2019; Mogas ve ark., 2024).

Tablo 2.2. Farkli vitrifikasyon yontemlerinin sogutma ve 1sitma hizlar1 (Dhali ve
ark., 2019).

Kriyoprezervasyon yomtemleri Sogutma hizi Isitma hiza
Yavag dondurma =5 ila =7°C'ye kadar 1-2°C/ dk 250-600°C/dk
takiben —30 ila —70°C'ye kadar
0,3-1°C/dk ve ardindan 6rnegi LN
i¢cine daldirma

Klasik vitrifikasyon 2.000-2.500°C/dk 250-600°C/dk
Ultra hizli vitrifikasyon

OPS 20.000°C/dk 20.000°C/dk
CPS 8.100°C/dk -

Elektron mikroskobik 1zgara 180.000°C/dk -

Cryoloop 15.000°C/dk 45.000°C/dk
Yarim payet >20.000°C/dk -

Cryotop 23.000°C/dk 42.000°C/dk
Cryotip 12.000°C/dk 24.000°C/dk
Kuvars mikro kapillar 250.000°C/dk -

Cam kapillar 12.000°C/dk 62.000°C/dk

Oda sisinda  (20-25°C) vitrifikasyonun — gerceklesmesi i¢cin  KP
konsantrasyonunun, yavas dondurma yonteminde kullanilandan KP’den daha
yiksek olmasi gerekir. Sigir embriyolart i¢in kullanilan vitrifikasyon
soliisyonlarinin ¢ogunlugu, iki veya daha fazla hiicre ici KP'nin ve siikroz veya
trehaloz gibi hiicre dis1 bir KP'nin kombinasyonundan olugur. Sigir embriyolari i¢in
tipik bir vitrifikasyon soliisyonu %15-20 EG, %15-20 Dimetil siilfoksit (DMSO)
ve 0,3-0,5 mol/l siikroz veya trehalozdan olusacaktir. Vitrifikasyonda kullanilan EG
ve DMSO'nun kombine konsantrasyonlari, yavas dondurma i¢in kullanilan EG
veya gliserol konsantrasyonunun en az ii¢ katidir. Yiiksek KP konsantrasyonlarina
embriyolarin uzun siire maruz kalmasi toksik etkili olabilir. Bu nedenle embriyolar
adim adim daha yiiksek konsantrasyonlara maruz birakilir (Jones, 2021). Son
adimdaki vitrifikasyon sollisyonuna maruz kalma siiresi ortalama 45 (20-60) sn ile
sinirlidir (de Camargo ve ark., 2022; Martinez-Rodero ve ark., 2021; Vargas Reyes

ve Chacon Jaramillo, 2016).
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Vitrifikasyon yontemi IVP embriyolarinda 6ne ¢ikan bir yontem oldugu
halde direkt transfere uygun olan yavas dondurma yontemi kadar yaygin olarak
kullanilmamustir. Vitrifikasyon yontemini direkt transfere uygun hale getirmek i¢in
arastirmacilar, petri i¢inde iki adimda (0,3 M ve 0,15 M), payet i¢inde iki adimda
(0,3 M ve 0,15 M) veya tek adimda (0,15 M siikroz) ¢ozdiirme islemini
kiyaslamiglardir. Tek adimda payet i¢inde ¢ozdiiriilen embriyolar diger gruplara
gore daha yiiksek hiicre sayisi ve daha diisiik apoptoz indeksi gostermistir. Calisma
sonucunda arastirmacilar, sigir embriyolarinin ¢ogu vitrifikasyon gereciyle uyumlu
olarak tek adimda payet icinde ¢ozdiiriilerek direkt transfer edilmesiyle etkinligi
yiiksek ve pratik olan bir protokol olusturduklarini bildirmislerdir. Bu protokoliin

yavas dondurmanin yerini alabilecegi ifade edilmistir (Oliveira ve ark., 2020).

Minimum hacim sogutma saglayan cryotec vitrifikasyon yontemi ile
dondurulan IVP sigir embriyolarinin tek adimli payet icerisinde ¢ozdiiriilmesinde
farkli siikroz konsantrasyonlari (0,5 mol/L, 0,3 mol/L ve 0,2 mol/L) arastirilmistir.
Tek adimda payet i¢inde ¢ozdiirmede kullanilan 0,3 mol/L siikroz grubundaki
embriyolarin canlilik oran1 (%100, 60/60), 0,5 mol/L (%88,3, 53/60) ve 0,2 mol/L.
(%87,9, 51/58) siikroz gruplarina gore onemli derecede yiiksek bulunmustur
(Tajimi ve ark., 2018).

Fibreplug vitrifikasyon yontemiyle dondurularak tek adimda (0,25 M
stikroz) ¢ozdiiriilen embriyolar ile taze sigir IVP embriyolarmin alict hayvana
transfer edilmesinde ayni gebelik oranlarmmin [%41,6 (5/12)] elde edildigi
bildirilmistir. Arastirmacilar, fibreplug vitrifikasyonuyla dondurulup payet i¢inde
tek asamali ¢ozdiiriilen embriyonun uygun saha kosullarinda DT edilebilecegini

belirtmislerdir (Caamaino ve ark., 2015).
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2.2. Ultra Hizh Vitrifikasyonda Kullanilan Modifiye Gerecler

2.2.1. OPS Vitrifikasyonu

OPS, buz kristallerinin biiyiimesi olmadan ultra hizli donmay1 saglamak i¢in
tasarlanmistir. Vajta tarafindan gelistirilen yontem, klasik payet capini azaltarak
vitrifiye edilecek soliisyonun hacminin de azaldig1 ve daha hizli bir sogutma orani
sagladig1 kavramina dayanmaktadir. Bir mini payet, i¢ ¢apt 1,7 mm'den 0,8 mm'ye
ve duvar ¢apin1 0,15 mm'den yaklasik 0,07 mm'ye diisiirmek i¢in 1sitilarak ¢ekilir
(Vajta ve ark., 1998a). Standart payetlerin ¢apinin yariya diisiiriilmesi, sogutma
hizinin 10 kat arttirilmasi, vitrifikasyon ve maruz kalma siiresi i¢in gerekli KP
sollisyon konsantrasyonunun %30 azaltilmasi ile gelistirilmistir. Yontemde 1-2
pl'lik yiikleme hacimleri kullanilir. Hiicreler, payetin ince ucu hiicreleri igeren
vitrifikasyon soliisyonuna dokundurularak kilcal etki ile payet i¢ine yiiklenir (Sekil
2.8). Bu yontemle elde edilen sogutma ve 1sinma oranlarinin sirastyla 16.700 °C/dk
ve 13.900 °C/dk oldugu tahmin edilmektedir. Bu yaklasim toksik, ozmotik ve

donma hasar1 olasiligini azaltir (Malik ve ark., 2022).

a b c

Sekil 2.8. OPS. (a) Hiicrelerin OPS payetine yiiklenmesi. (b) OPS payetinin LN
icine daldirilmasi. (c) OPS payetinin ¢ozdiiriilmesi (Vajta ve ark., 1998a).

2.2.2. Kat1 Yiizey Vitrifikasyonu

Kati ylizey vitrifikasyonu, sigir oositlerinin  etkili  bir gsekilde
kriyoprezervasyonu, partenogenetik aktivasyon, in vitro fertilizasyon, niikleer
transferin aragtirilmasi ve uygulanmasi icin tasarlanmistir. Aliiminyum folyoyla
kaplanmis metal bir kiip, ylizey yaklasik -150°C'ye ulagacak sekilde kismen LN'ye

batirilir. Oositleri igeren vitrifikasyon soliisyonunun mikro damlalari metal kiipiin
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soguk {ist ylizeyine damlatilir ve aninda vitrifiye edilir (Sekil 2.9). Vitrifiye edilmis
mikro damlalar daha sonra LN'de depolanir (Dinnyés ve ark., 2000; Giiler, 2018;
Malik ve ark., 2022).

Vitrifiye edilen

mikro
damlacikla l'w

Metal Kiip
LN:

Strafor

Sekil 2.9. Kat1 ylizey vitrifikasyonu (Dinnyés ve ark., 2000).

2.2.3. Cam Mikropipet

Cam mikropipet, kapillar cam pipetin orta kisminin 1,0 mm’den 0,3 mm’ye
azaltilincaya ¢ekilip, en dar yerinden kesilerek elde edilmistir. Dar kisma (10 mm
uzunlugundaki) yiiklenen hacim cam mikropipette 0,14 mm?® iken OPS’de 2,68
mm® oldugu bildirilmistir. Cam mikropipette vitrifiye edilen hacim OPS’ye gore
daha kiiciik oldugundan dolay: vitrifikasyonda cam mikropipetin daha avantajl

oldugu diisiiniilmiistiir (Cho ve ark., 2002; Kong ve ark., 2000).
2.2.4. Vitrifikasyon Spatulasi

Ucuz ve montaj1 kolay olan vitrifikasyon spatulasi, ticari vitrifikasyon
gereclerine alternatif olarak fare embriyolarinin vitrifikasyonu icin bildirilmistir
(Tsang ve Chow, 2009). Kolay kullanim saglayan bu gereg, yalnizca hiicrelerin
ultra hizli sogutulmasini saglamakla kalmaz, ayni zamanda vitrifiye edilmis
hiicreleri kapali bir sistemde saklar. Otoklavlanmis bir mikropipet ucunun ug kismi
hafifge 1sitilmus bir ¢ift ince forsepsle ezilir ve 1 mm?'lik tag yapragi benzeri bir
plaka olusturulur. Sivi sizmasini 6nlemek icin distal kenar 1s1yla kapatilir. Spatula

sapini kisaltmak i¢in mikropipet ucunun diger tarafinin ucu kesilir. Kesilen ug,
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1styla bir kriyojenik sise kapaginin alt tarafina monte edilir (Sekil 2.10) (Tsang ve
Chow, 2009).

A

Sekil 2.10. Vitrifikasyon Spatulasi. (A) ince plaka sag iistte ve takili oldugu kriyo
sise kapagi sol altta. (B) Embriyolarin vitrifikasyon spatulasina yiliklenmesi (Tsang
ve Chow, 2009).

2.2.5. Ticari Ultra Hizh Vitrifikasyon Gerecleri

Cryoloop, kriyovialin kapagina yerlestirilen paslanmaz ¢elik boru iizerine
monte edilmis kii¢iik bir naylon looptur. Bu loop, 20 pm genisliginde olup 0,5-0,7
mm c¢apindadir. Blastosistler, ince bir kriyoprotektan soliisyon filmi tabakasi ile
kaplanan loopun iizerine yerlestirilir (Sekil 2.11). Cryoloop iizerindeki blastosistler,
LN ile doldurulan kriyoviyal i¢ine yerlestirilerek kriyoviyalin kapag:i kapatilir
(Lane ve ark., 1999). Cryoloop kullanilarak oositlerin vitrifikasyonu, geleneksel
vitrifikasyon iglemlerine gore avantajlara sahiptir, ¢linkii 1 pl'den daha kiigiik hacim
sagladig1 i¢in sogutma sirasinda hizli ve diizgiin 1s1 degisimine izin verir (Saki ve
Ghalambor Dezfuly, 2005). Bu yaklagim, 0,1 pl yiikleme hacmi ile 700.000°C/dk

kadar sogutma oranlar tiretebilir (Malik ve ark., 2022).

Sekil 2.11. Cryoloop (Saki ve Ghalambor Dezfuly, 2005).
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Kuwayama tarafindan Japonya’da gelistirilen sert bir tutucuya tutturulmus
dar, polietilen laminat filmden yapilmis ince bir seridden (0,4-0,7 mm genislik, 20
mm uzunluk ve 0,1 mm kalinlik) olusan 6zel bir gere¢ olan Cryotop mekanik
hasarlardan korunmak i¢in 3 cm uzunlugunda plastik kapak ile kapatilabilir (Sekil
2.12). Cryotop, minimum hacim sogutma ile yiiksek sogutma (23.000 °C/dk) ve
1sinma (42.100 °C/dk) oranlariyla ¢alisir (Hiraoka ve ark., 2004; Kuwayama, 2007;
Malik ve ark., 2022). Bu yontem yayginlasarak en ¢ok satan mikro hacim depolama
gereci olmustur. Cryotop dizayni, vitrifikasyon soliisyonu hacminin azaltilmasini,
buz kristali ¢ekirdeklenmesini ve biiylime riskini diisiiriirken sogutma-isinma
hizlarin1 artirmasi fikrine dayanmaktadir. Vitrifiye edilecek hacim (<0,1 pl), film
seridinin Ustiine inceltilmis cam pastor pipeti ile yiiklenir. Daha sonra KP ¢ikarilir
ve hiicrelerin vitrifiye edilmesi i¢in yeterli ince bir tabakanin arkasinda birakilir.
Cryotop vitrifikasyon yontemi, hayvan hiicresi teknolojisinin ¢esitli alanlarinda
basariyla uygulanmistir. Beserl yardimcr tireme tekniklerinde yaygin kullanilan

yontemlerden biridir (Malik ve ark., 2022).

polietilen laminat film

cryotop

¢ miihiirlii ug

®

Sekil 2.12. Cryotop. (a) Polietilen laminat film ve payet kapagi, (b) payet kapagi
ile kapanan Cryotop (Hiraoka ve ark., 2004).

Cryotech vitrifikasyon yontemi kullanilarak, insanlarda oosit canlilik orant
%97,1 (Kagalwala ve ark., 2013), sigirlarda embriyo canlilik oran1 %100 ve gebelik
orani %46,8 olarak elde edilmistir (Gutnisky ve ark., 2013). Giivenli kullanim ve
depolama i¢in, bu vitrifikasyon gereci bir polipropilen seridi ve koruyucu bir
kapaga baglanmis plastik bir sap icerir (Sekil 2.13). Bu yontem agik veya kapali
(kapag1 kapatilarak) sekilde sogutma i¢in kullanilabilir (Malik ve ark., 2022).
Cryotech iizerine yiiklenen damlacig1 en aza indirmeye calisirken, ylizey gerilimi
nedeniyle oosite/embriyoya baski uygulanabilir. Bu, oosite/embriyoya zarar

verebilir veya tabakaya yapismasina neden olarak ¢6ziilme sirasinda g¢ikarilmasini
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zorlastirabilir. O ylizden bu yontemde damlacik asir1 biiyiikse veya iki ve daha fazla
oosit/embriyo tek bir damlacik i¢ine yerlestirilmisse, pipete yeniden aspire edilerek
cryotech tizerinde farkli bir yerinde yeni bir damlacik yapilmasi onerilir (Anonim

2024a).

| s rrerv.m)

/ a
—6'

Sekil 2.13. Cryotech. (a) Cryotech iizerine hiicrenin yiiklenmesi sematigi, (b)
tizerine hiicreler yliklenmis cryotech goriiniimii (Anonim 2024a).

Cryolock, dort diiz yilizeye sahip kare g¢ubuk seklinde bir geregtir. Oda
sicakliginda ve diisiik kriyojenik sicakliklarda hem kapak hem de govdesi ayni
genlesme katsayisina sahip oldugundan giivenli bir baglanti saglanir. Govdenin ve
kapagin u¢ kisimlarindaki bosluklar, manipiilasyon sirasinda forseps ile kolay
tutusa olanak tanir. Hiicreyi diger ylizeylerle temastan koruyan ve hiicrenin kaybini
veya hasarini 6nleyen, oositlerin veya embriyolarin yerlestirildigi igbiikey bir uca
sahiptir (Sekil 2.14). Tasarimi, Cryolock gévdesinin ve kapaginin miikemmel bir
sekilde oturarak bir kapatma sistemi olusturdugu konik bir yiizey tarafindan
olusturulan hava geg¢irmez bir contaya olanak tanir. Bu yiizden Cryolock LN’e
batirildiginda ucu LN’den izole edebilmektedir. Cryolock kapali sistem olarak
kullanildiginda hiicrelerin LN ile dogrudan temas halinde oldugu tek zaman LN

altindaki kapatma adimidir (Malik ve ark., 2022).

22



Sekil 2.14. Cryolock (Anonim 2024b).

Cryoleaf, kolay kullanim i¢in tasarlanmis bir vitrifikasyon ve depolama
gerecidir. Maksimum sogutma hizina ulagsmak i¢in sistem aciktir. Vitrifiye edilen
hiicreler, kapali bir kapak sistemi ile mekanik strese ve kontaminasyona karsi
korundugu i¢in depolama sirasindaki giivenlik artirilmistir (Malik ve ark., 2022).
Cryoleaf'in 6nerilen maksimum yiikii, 2-3 oosit veya embriyodur. Cryoleaf'in
koruyucu kilifi LN banyosuna daldirilarak havanin disar1 ¢ikmasi saglanir. Vitrifiye
edilecek oositler veya embriyolar, uygun bir pipet kullanilarak hizli bir sekilde
Cryoleaf'e yiiklenir (Sekil 2.15). Yiikleme sonrasi soliisyonun fazlaligi (1 pl'den az
olmast gerekli) pipet ile aspire edilerek uzaklagtirilir. Cryoleaf, LN icine
yerlestirilir. Daha sonra koruyucu kilif Cryoleaf iizerinden kaydirilarak Cryoleaf
gereci kapatilir (Lopez ve ark., 2012; Malik ve ark., 2022).

Sekil 2.15. Cryoleaf. (a) Cryoleaf’in ana kism1 ve ok, ince polietilen ¢ubuktan
yapilmis yilikleme kismini gosterir. Yesil kisim yiikleme ¢ubugunu korumak igin
asag1 kaydirilabilir. (b) Depolama i¢in koruyucu kilif. (a+b) Koruyucu kilifi
takilmig Cryoleaf (Anonim 2024c).
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Cryotip, kalin bir pargaya (2000 um i¢ ¢ap, 150 um duvar kalinligi, 4,5 cm
uzunluk) baglanan ince bir parcaya (250 um i¢ ¢ap, 20 um duvar kalinlig1 ve 3 cm
uzunluk) sahip plastik bir payetten olusur. Bu gere¢ hareketli bir koruyucu metal
manson (Sekil 2.16) ile donatilmistir (Kuwayama ve ark., 2005). Embriyolar,
enjektor yardimiyla Cryotip'in dar kismina, hava kabarcig1 olmadan yaklagik 1 pl
soliisyon i¢inde yliklenir (VerMilyea ve Brewer, 2017). Koruyucu kilif dar kismin
tizerine ¢ekilerek payetin her iki ucu 1s1yla kapatilir (Sekil 2.17). Daha sonra gereg
LN'ye daldirilir. Yiikleme, kapatma, mansonun ayarlanmasi ve daldirilmasi i¢in
gereken siire 90 sn’yi gegmemelidir. Kapali Cryotip sisteminin kullanimi, in vitro
ve in vivo canlilik ve gelisim oranlarindan 6diin vermeden, kriyoprezervasyon ve
depolama sirasinda embriyo kontaminasyonu potansiyelini ortadan kaldirir

(Kuwayama ve ark., 2005).

Sekil 2.17. Kapatilmis ve etiketlenmis Cryotip (VerMilyea ve Brewer, 2017).

Kitasato Vitrifikasyon Sistemi yOntemin ortaya ¢ikmasiin temeli 2006
yilinda yapilan bir ¢alismaya dayanmaktadir. Bu calisma, emici bir membran
filtresi lizerinde sigir embriyolarinin basarili sekilde vitrifiye edilebilecegini
kanitlamistir (Momozawa ve Fukuda, 2006). Diger vitrifikasyon gereglerinden
farki ve yenilik¢i 6zelligi vitrifikasyon soliisyonunu emici olmasidir (Momozawa
ve ark., 2017; Yoshida ve ark., 2022). Poliectilen tereftalat filmin {izerine
yerlestirilen gdzenekli bir membrandan (1,5 mm genislik ve 0,2 mm kalinlik) olusur

(Takahashi ve ark., 2020). Gozenekli membran sayesinde vitrifikasyon soliisyonu
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emilir (Sekil 2.18). Yaklasik 0,4 pl soliisyon i¢inde embriyo Kitasato Vitrifikasyon
Sistemi’nin polietilen tereftalat filmin {izerine yerlestirilir (Momozawa ve ark.,
2017; Momozawa ve ark., 2019). Fazla soliisyonun pipetleme yoluyla
uzaklastirildig1r Cryotop'un aksine, fazla soliisyon gézenekli membran tarafindan
kendiliginden emilir. Cryotop'un ¢6ziimii mikroskobik goriintiilemeye gore 30-50
nl (0,03 pl) iken, Kitasato Vitrifikasyon Sistemi’nde yalnizca 0,0013 pl oldugu
bildirilmistir (Takahashi ve ark., 2020). Kitasato Vitrifikasyon Sistemi'nin sogutma
ve 1sitma oranlari sirastyla 683.000°C ve 612.000°C/dk'dir (Momozawa ve ark.,
2019). Bu teknigin gdzenekli membran sayesinde vitrifikasyon soliisyonunu emme
ozelliginin vitrifikasyon basarisina etkisini incelemek igin polietilen tereftalat film
tizerinde gozenekli membran olan ve olmayan (kontrol grubu vitrifikasyon gereci)
vitrifikasyon gerecleri kiyaslanmistir.  Vitrifiye edilip ¢Ozdiiriilen fare
blastosistlerinin hatching oranlarmin Kitasato Vitrifikasyon Sistemi (%91,8)
yonteminde kontrol grubuna (%77) gore anlamli derecede yiiksek oldugu
bildirilmistir. Bununla beraber Kitasato Vitrifikasyon Sistemi ile vitrifiye edilen ve
vitrifiye edilmeden transfer edilen 2 hiicreli fare embriyolarinda gebelik oranlari
(%100) benzer bulunmustur (Momozawa ve ark., 2017). Bu gerecin teknolojisi fare
deneylerinde gelistirildikten sonra Diamour® (Mitsubishi Paper Mills Ltd., Tokyo,
Japonya) adiyla piyasaya sunulmustur (Yoshida ve ark., 2022). Insan blastosistleri
Cryotop (%88,9) ve Kitasato Vitrifikasyon Sistemi (%100) ile vitrifiye edilip
isitildiginda re-ekspanse oranlari benzer bulunmustur. Arastirmacilar Kitasato
Vitrifikasyon Sistemi kullannominin deneyimsiz kisiler i¢in bile vitrifikasyon
islemini ¢ok kolaylastirdigin1 ve vitrifikasyon basarisinin yaygin kullanilan
Cryotop ile karsilastirilabilir oldugunu bildirmislerdir (Takahashi ve ark., 2020). /n
vitro s1g1ir embriyolarinda vitrifikasyon sollisyonunu emen gozenekli membrani
varken ve yokken (Sekil 2.19) vitrifiye edildiginde gozenekli membrana sahip
vitrifikasyon (%83,1) ve vitrifiye edilmeyen (%85,7) gruplardaki hatching oranlar
gdzenekli membrani olmayan vitrifikasyon (%60,6) grubuna gore 6nemli derecede

yiiksek bulunmustur (Momozawa ve ark., 2023).
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Sekil 2.18. Kitasato vitrifikasyon sistemi. (a) Koruyucu payet kapagi. (b) Kitasato
Vitrifikasyon Sistemi, akrilonitril biitadien stiren regine tutucu ve bir destekten
olusur. Destek, bir polietilen tereftalat (PET) film ve PET filmin {izerine
yerlestirilen, vitrifikasyon sollisyonunu emen gozenekli bir membrandan olusur
(Momozawa ve ark., 2023).

Sekil 2.19. Polietilen tereftalat film lizerine yerlestirilen bir vitrifikasyon soliisyonu
emicisi olan goézenekli bir membranin oldugu (a) ve olmadigi (b) Kitasato
Vitrifikasyon Sistemi’nin vitrifikasyon soliisyonunun (yaklasik 0,6 pl) yiliklendigi
kismin goriiniimii (Momozawa ve ark., 2023).

2.3. Farkh Vitrifikasyon Gerecleriyle Vitrifiye Edilen IVP Embriyolarinin
Canhihg

Yavag dondurma, IVD embriyolarinin kriyoprezervasyonu i¢in en yaygin
kullanilan yontem olmasina ragmen vitrifikasyon, IVP embriyolar i¢in alternatif
olarak ortaya ¢ikmistir. IVD embriyolar hem yavas dondurma hem de vitrifikasyon
i¢in benzer basar1 sonuglar1 verirken, IVP embriyolar vitrifikasyon ile daha tatmin
edici sonuglar vermektedir (Do ve ark., 2016; Marsico ve ark., 2019; Mogas ve ark.,
2024). Vitrifikasyon sonrasinda IVP sigir embriyolarinin canlilik ve hatching
oranlar1 aragtirmalar arasinda Onemli farkliliklar gostermektedir (Tablo 2.3).
Burada asil 6nemli olan vitrifiye edilen embriyolarin transferi sonras1 gebelik orani
ile vitrifiye edilmeyen embriyolarin gebelik oranlarinin karsilastirilmasidir (Tablo

2.4).
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Tablo 2.3. Vitrifikasyon sonrasinda IVP sigir embriyolariin canlilik ve hatching

oranlari.
Yontem KP/saniye Hacim Giin Re-eks. Hatching Kaynak

(%) (%)
OPS %33/20 5ul 7 91,6'* 49,6 Mezzalira ve ark., 2004
OPS %33/45 S5ul 7 g21° 5414
OPS %33/20 S5ul 8  658%  51,7%
OPS %33/45 S5ul 8 687%™  332%
OPS 6,16 M/25 1-2ul 7,5 52,1 51,3  Mucci ve ark., 2006
Cryoleaf %30/45-60 - 7 100 61,7  Huang ve ark. 2007
OPS %40/30 - 7 - 27,5  Rios ve ark., 2010
Cam kapillar  %40/30 - 7 - 18,9
Cam kapillar  %40/30 0,5ul 7 - 61,3
Cam kapillar ~ %40/30 1ul 7 - 58,3
CPS %40/25 1-2ul 7 56,3 349  Yuveark., 2010
OPS %40/25 1-2ul 7 58 35,2
Emici kagit 5,5 M/20 2-5ul 8 94,7 73 Kim ve ark., 2012
Fibreplug %33/20-25 0,3-3ul  7-8 94,5 53,6 Caamaiio ve ark., 2015
Hook %40/45 - 7-8 86,2 84,3 Vargas Reyes ve Chacon

Jaramillo, 2016
OPS 7™M EG/30 1pl 7 48,08  11,54* Rhodes-Long, 2020
Cryotop 7M EG/30 1 ul 7 81,25 31,258
Fork %32/30 0,5 ul 7 95 74 Oliveira ve ark., 2020
Fibreplug %33/20-25 - 7-8 96,6 79,8  Gomez ve ark., 2020
VitTrans %30/60 - 7 78,42 31,44 Martinez-Rodero ve ark.,
VitTrans %30/60 - 8 63° 19,98 2021
Cryolock Bo-Vitricool/30 - 7 86 - Najafzadeh ve ark., 2021
Klasik payet 7M EG/30 10 ul 7 - 10.5  Yildiz, 2022
Vitrific Vitrogen/40 - 7-8 67,19 26,67 Pioltine ve ark., 2023
KVS (-) %30/30 0,6 ul  6-7 87,9* 60,64 Momozawa ve ark., 2023
KVS (+) %30/30 0,6 ul  6-7 98,6° 83,18
Cryotop %30/<60 - 7 81,36 30,46  Martinez-Rodero ve ark.,
2024

Cryolock Bo-Vitricool/30 <0,2ul - 25,58 9,30 Sari, 2024

Re-ekspansiyon: Re-eks., Kitasato vitrifikasyon sistemi emici membrani olan: KVS(+) ve olmayan:
KVS(-). Ayn1 sutunda farkli harflerle gosterilenler istatistiksel olarak farklidir.
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Tablo 2.4. Vitrifiye edilen ve edilmeyen [VP sigir embriyolariin transfer sonrasi
gebelik oranlari.

Vitrifikasyon KP/saniye Hacim > 30. giin > 60. giin Kaynak
Gereci gebelik (%) gebelik (%)
Klasik vitrifikasyon =~ %50/30 - 63 - Agcave ark., 1998
Kontrol - - 68 -
Cryotech Cryotech - 46,8 - Gutnisky ve ark.,

vitrifikasyon 2013

kiti/ 60-90
Kontrol - - 46,6 -
Cryotop %40/20 - 35,892 31,194 Sanches ve ark.,
Kontrol - - 51,35° 43,248 2016
Cryotop %30/60 0,1 pl 40 40 Do ve ark., 2018
Kontrol - - 41,3 37,6
Fork %32/30 0,5 pl - 40 Oliveira ve ark.,
Kontrol - - - 43 2020
Fibreplug %33/20-25 - 62 60 Goémez ve ark.,
Kontrol - - 63 57 2020
Fibreplug %33/25 - 64 62 Goémez ve ark.,
Kontrol - - 68,7 56,2 2022
Cryotop %40/45 0,2 ul 51,8 - Park ve ark., 2024
Kontrol - - 50,6 -

Ayni sutunda farkl harflerle gosterilenler istatistiksel olarak farklidir. Kontrol, vitrifiye edilmeyen
gruptur.

2.4.IVP ve IVD Embriyolarin Kriyoprezervasyonunu Etkileyen Farkhliklar

In vivo fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim, bu mikro ortamimn
embriyogenezi destekleme, besinleri, bliylime faktorlerini, antioksidanlari, iireme
hormonlarini, proteazlar1 ve gamet ve embriyolarin diger diizenleyici molekiillerini
saglama yetenegi nedeniyle ovidukt kanalinda gerceklesir. Ayrica bu iireme
organinin hiicresel yapisi embriyolarin uterusa taginmasina olanak saglar (Li ve
Winuthayanon, 2017). In vivo ortamu taklit etmek ¢ok zordur. Optimize edilmemis
in vitro kiiltiir kosullari, hiicresel metabolizma (D'Souza ve ark., 2018; Khurana ve
Niemann, 2000), metabolik profil (de Souza ve ark., 2015), lipitlerin kalitesi ve
miktar1 (Sudano ve ark., 2016), gen ekspresyonlar1 (Lonergan ve ark., 2006) ve

epigenetik belirtecler (Ramos-Ibeas ve ark., 2019) {izerinde 6nemli etkiye sahip
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oldugundan embriyonun gelisim yetenegini etkiler (Sekil 2.20.). Bu yiizden in vitro
kosullarin in vivo kosullar taklit etmesi ¢ok onemlidir (Marsico ve ark., 2019).
Aragtirmacilar, oosit kalitesinin blastosist verimini etkileyen ana faktor oldugunu
ve embriyo kiiltiirii kosullarinin blastosist kalitesinde onemli bir rol oynadigini

belirtmektedir (Lonergan ve ark., 2003; Rizos ve ark., 2002).

Kombine Stres

Fétal buzagi serumu

: ‘ Sicaklik \ Amonyum
Embriyo .
pH | yogunlugu, kiiltiir Kiiltii AtmosfeukO«
* | medyumu hacmi | o konsantrasyonu
medyumu

bilesenleri

Maternal De novo DNA
’ metilasyonu
Paternal

Embriyonik genom aktivasyonu

Maternal RNA / protein Paternal 3%
Paternal X inaktivasyonu | | reaktivasyonu

“ Genetik ve epigenetik olaylar | |in vitro stres faktorleri |

Baskilanmus lokuslarin bakimi

Sekil 2.20. Preimplantasyon embriyo gelisimi sirasinda meydana gelen hassas
genetik ve epigenetik olaylarin in vitro embriyo tizerinde etkili olan temel kimyasal
(turuncu) ve fiziksel (mavi) stres faktorlerinin 6zeti (Ramos-Ibeas ve ark., 2019).

Embriyo ilk 6nce anne genomundan iiretilen mRNA’y1 kullanir. Bu
mRNA’lar tilkenmeye baslayinca embriyonik genom aktivasyonundan firetilen
mRNA’lar kullanilir. Embriyonik genom aktivasyonu sigirlarda 8 hiicreli embriyo
asamasinin sonlarinda meydana gelmektedir. Erken gelisim sirasinda canlilik i¢in
en kritik olay oldugu kabul edilen embriyonik genom aktivasyonu; erken
farklilasma olaylari, bagarili embriyo implantasyonu ve fetal gelisim ile iliskilidir.
Embriyonik genom aktivasyonundan once veya sonra (4 hiicreli veya 16 hiicreli
embriyolarda) kiiltiir kosullarinin in vivodan in vitroya veya tam tersi sekilde
degistirilmesinin gelisim oranlari lizerinde bir etkisinin olmadig1 fakat o donemdeki
in vitro kosullarin {iretilen blastosistlerin transkriptomunu kritik derecede etkiledigi

bildirilmistir (Gad ve ark., 2012).
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Sigir IVP embriyolarda IVD embriyolara kiyasla morfolojik kalitede
belirgin bir bozulma ve kriyoprezervasyon sonrasi diisiik canlilik bildirilmistir
(Mahmoudzadeh ve ark., 1994; Ohboshi ve ark., 1997; Reinders ve ark., 1995). IVP
embriyolarinin kriyo hayatta kalma oranmin azalmasi artan lipit icerigi, azalan
trofoblastik hiicreler aras1 baglantilar, daha az gelismis i¢ hiicre kiitlesi, daha az
mitokondri ve mikrovillus, mitokondrilerin yarisinin sismis olmasi, daha genis
perivitellin bosluk, 6lii hiicre kalintisinin fazla olmasi, hatching sirasinda matris ve
saglam kristanin olmamas1 gibi ultrastriiktiirel (Fair ve ark., 2001) ve biyokimyasal
ozellikler ile iligkilidir (Abe ve ark., 2002; Massip, 2001; Plante ve King, 1994;
Rizos ve ark., 2002). Bu nedenle, IVP embriyolarinin kriyotoleransini arttirmak
amaciyla oksidatif stresi en aza indirmek i¢in diisiik oksijen atmosfer sistemi altinda
kiiltiir, kiiltiir soliisyonuna antioksidanlarin (Salzano ve ark., 2014; Sanches ve ark.,
2013) ve endoplazmik retikulum stres inhibitoriiniin (Khatun ve ark., 2019)
eklenmesi, vitrifikasyon soliisyonunda apoptoz inhibitorlerinin (Pero ve ark., 2018)
ve antioksidanlarin (Truong ve Gardner, 2020) kullanimi gibi bazi stratejiler

kullanilabilir.

Gelisim sirasinda IVP embriyolariin, 6zellikle de serum destekli
solisyonda kiiltiirlenen embriyolarin asir1 lipit damlaciklarinin  birikmesi,
genellikle diisiik kriyohayatta kalma ve diisiik gebelik oraniyla iligkilidir (Rizos ve
ark., 2008; Sudano ve ark., 2011). In vitro kiiltiirlenen embriyolardaki bu artan lipit
igeriginin kesin mekanizmasi bilinmemektedir. Serum lipitleri embriyonik hiicreler
tarafindan emilerek (Sata ve ark., 1999), mitokondriyal B-oksidasyon fonksiyonunu
degistirmekte (Abe ve ark., 2002) ve doymus yag asitleri ile kolesteroliin hiicre
membrania dahil edilmesini tesvik ettigi disiinilmektedir. Bu durum IVP
embriyolarin1 daha az gegirgen hale getirmektedir (Barcelo-Fimbres ve Seidel Jr,
2007). Kiiltiir ortamindaki serumun mitokondri sayisini azalttigi, hatching sirasinda
matris ve saglam kristanin olmamasi gibi metabolizma iizerinde olumsuz bir etkiye
sahip olabilecegi bildirilmistir (Plante ve King, 1994). Vitrifikasyon sonrasi canlilik
oranlari, in vivo blastosistlerde IVC’e alinan blastosistlere gore onemli Slgiide
yiiksek bulunmustur (Rizos ve ark., 2002). Bununla birlikte oosit lipit miktarinin 8

mm’den biiylik folikiillerde daha fazla oldugu ve bu oositlerden iiretilen
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blastosistlerin lipit birikiminin arttig1 bildirilmistir. Ayrica 8. giin blastositlerin 7.
giin blastosistlere gore daha fazla lipit icerdigi gozlenilmistir (Annes ve ark., 2018).
Bununla birlikte artan lipit miktar1 embriyo kriyotoleransin1i olumsuz yonde
etkilemektedir (Abe ve ark., 2002). Tiim bu faktorler birlikte IVP embriyolarinin
kriyoprezervasyona kars1 daha fazla duyarliligini da agiklayabilir (Marsico ve ark.,

2019).

Zona pellusida, zigot ile blastosist asamas1 arasindaki memeli embriyosunu
cevreleyen ve oosit biiylime asamasinda iiretilen bir glikoprotein tabakasidir.
Memelilerde zona pellusida kalinlig1 ortalama 10 um’dir. Oositlerdeki kalinlik,
gbzenek sayisi ve ¢api gibi listyapi dzellikleri gelisim yetenegi (Baez ve ark., 2019;
Santos ve ark., 2008) ve hatching yetenegi (Hoelker ve ark., 2006) ile
iligkilendirilebilir. Zona pellusida kalinliginin embriyo gelisimini daha da azalttig1
(Van Soom ve ark., 2003) ve hatching sirasinda zona pellusida ortalama ¢apinin
IVD blastosistlerde IVP’ye gore dnemli ol¢lide daha kiigiik oldugu bilinmektedir
(Holm ve ark., 2002).

Embriyo gelisim yeterliligi ve kalitesi, kriyo hayatta kalma ve gebelik
basarisi i¢in ¢cok énemlidir (Sekil 2.21). Genotip, oosit kalitesi ve folikiiler mikro
ortamy, in vitro liretim kosullar, lipitler ve diger belirleyici molekiiller gibi pek ¢ok
degisken embriyo yeterliligini ve kriyo-hayatta kalmay1 bozabilir (Marsico ve ark.,
2019). In vitro veya in vivo olarak gelistirilen si§ir embriyolarini karsilastiran
transkriptomik ¢aligmalar, gen ekspresyonunda (Driver ve ark., 2012; Gad ve ark.,
2012), metilasyon modellerinde (Salilew-Wondim ve ark., 2018) ve proteinlerin
tanimlanmasinda (Banliat ve ark., 2022) farkliliklar oldugunu bildirmistir. Tiim bu
farkliliklar in vivo olarak gelistirilen embriyolarin daha yiiksek gelisim yeteneginin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 kismen de olsa agiklamaktadir (Banliat ve

ark., 2022).
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Sekil 2.21. Embriyonik gelisimsel yeterlilik edinimi i¢in gerekli hiicresel ve
molekiiler olaylar ve bunun kriyo-hayatta kalma iizerindeki etkisi. /n vitro embriyo
iiretimi i¢in birbirine bagh adimlar (soldan saga mavi oklar) iistiin kalitede bir
embriyo tliretilmesini ve embriyonun kriyo-hayatta kalma basarisini artirabilir. (a)
Embriyo yeterliliginin kazanilmasi {izerine genel olarak ¢evresel ve genetik etkiler.
(b) Ustiin embriyo kalitesinin in vitro embriyo iiretimi ile iliskili belirleyici
degiskenler (miikemmel kalitede taze IVP blastosistler). (c) Kriyoprezervasyon ve
kriyoprezervasyon tekniginin etkileri sonrasinda gelisimin basarili bir sekilde
yeniden baglatilmasi (¢ozdiirme sonrasi IVP blastosistlerinin re-ekspansiyonu).
Tim olaylar (a, b ve c) embriyonun dondurularak hayatta kalmasmi etkiler
(Marsico ve ark., 2019).

2.5. Kriyoprezervasyon Asamalarinda Karsilasilan Hiicresel Hasarlar

Hiicresel hasarin iki ana nedeni, buz kristallerinin olusumuyla meydana
gelen fiziksel hasar ve hiicre i¢i soliisyon konsantrasyonlarindaki degisikliklerden
ortaya ¢ikan kimyasal hasardir (Mandawala ve ark., 2016). Embriyolar,
kriyoprezervasyonu takiben kriyohasar olarak bilinen farkli hasar tiirlerine
duyarhidir. Dondurulmus embriyolarin ugradigi kriyohasarlarin derecesi birgok
faktore baglidir. Bu faktorler; fizyolojik kalite, sogutma hassasiyeti, plazma
membran gecirgenligi, ozmotik stres toleransi, gelisim asamasi, embriyo tiiri,
kriyoprezervasyonda kullanilan kriyoprotektan (KP) tipi ve dondurma teknigidir
(Moussa ve ark., 2014; Vajta ve Kuwayama, 2006). Kriyoprezervasyon islemi
immatiir veya matiir oositlerin ve blastosistlerin ¢esitli organellerine zarar verir
(Sekil 2.22). Bu ylizden oosit maturasyonu ve embriyo gelisimi siirecinde yer alan

cesitli morfolojik olaylar olumsuz etkilenebilir. Oositlerde, kumulus hiicrelerinin
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iletisiminde kesinti, oolemmada hasar, zona pellusidanin yirtilmasi ve sertlesmesi,
metafaz II plak olusumunda degisiklik, kortikal graniillerin erken salimimi ve
toplanmasi1 goriilmektedir. Embriyolarda mikrotiibiillerin diizensizligi, zigot
olusumu sirasinda proniikleusun toplanmasinin gecikmesi, protein sentezinde

degisiklik ve reaktif oksijen tiirlerinde artig oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark.,
2022).

Degistirilmis Metafaz plakasi II
{ "+ Kumulus hitcresi
o= Iletisim blogu
5@%« ZP'nin sertlegtirilmesi
~Z. ZP'nin kirilmasi
_-» Oolemma hasan

Kortikal graniillerin erken
salmimi

Pronukleus birlesmesinde gecikme
®  Polar body

Diizensiz mikrotiibiiller

* T Reaktif oksijen tiirleri

'.,_JT ) Mitokondriyal membran degisikligi

(1) Niikleus

Blastosist Blastomer

Degistirilmis protein sentezi

Sekil 2.22. Kriyoprezervasyon islemi sirasinda oositlerin, zigotlarin ve
blastomerlerin kriyoyaralanmasini gosteren sematik resim.f: Artti, ZP: Zona
pellusida (Kumar ve ark., 2022).

Soguk hasarlari, +15°C ve -5°C arasindaki sogutma islemi sirasinda hiicre
i¢1 lipit damlaciklarin, lipit igeren membranlarin ve sitoskeletonun (hiicre iskeleti)
lizerinde meydana gelen geri doniisii olmayan degisiklikleri ifade etmektedir
(Vajta, 2000). Bu tiir hasarlar, genellikle yavas dondurma teknigi ile iliskilidir.
Vitrifikasyon yonteminde ise, sogutmanin ¢ok hizli olmasi ve embriyolarin tehlikeli
sicaklik bolgesine ¢ok kisa bir siire maruz kalmasindan dolayr dondurulan

embriyolarin hasarlanma riski 6nemli 6l¢iide azalmaktadir (Rall, 1987).

Kriyoprezervasyon sirasinda buz kristallerinin olusumu, kriyohasar igin
baslica kaynaklarindan biridir. Yavas dondurma yontemi, -5°C ile -80°C arasindaki
sicakliklarda sitoplazma ve niikleus dahil olmak iizere hiicrelerin i¢inde ve hiicreleri

cevreleyen sivi bolgede buz kristali olusumuna neden olmaktadir. Hiicre i¢i buz
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kristali, sitoskeletona ve hiicre organellerine zarar vererek hiicre gelisimine zarar
verebilir veya oOldiiriicii bir etkiye sahip olabilir. Buna karsilik, yiliksek KP
konsantrasyonu ve hizli soguma orani saglayan vitrifikasyon yontemi, hiicre i¢i ve
hiicre dis1 suyun buz kristallerine doniisiimiinii atlayarak cam benzeri bir duruma

katilasmasini saglamaktadir (Dhali ve ark., 2019; Ozkavukcu ve Erdemli, 2002).

Embriyolarin zona pellusida ve blastomerlerinde kirik hasarlar1 yaygin
olarak kriyoprezervasyonun ardindan goézlenmektedir. Bu tiir hasarlar, genellikle
-50°C ve -150°C arasindaki sicaklik bolgesinde katilasmis soliisyonun mekanik
etkisi nedeniyle dondurma sirasinda (Rall ve Meyer, 1989) veya ¢ozdiirme sirasinda
olugmaktadir. Yavas dondurma ve klasik vitrifikasyon yonteminde payet, havada
bekletilmeden direkt su icinde ¢ozdiiriildiigiinde zona pellusida kirilma insidansi
artirmigtir. Bundan dolay1 payetin havada 5-10 sn bekletme sonrasi suda
¢ozdiiriilmesi gerektigi bildirilmistir (Cetin ve Bastan, 2006; Hasler, 2002; Jones,
2021).

Kriyoprezervasyonun 6n agsamasinda, hiicreler yiliksek konsantrasyondaki
kriyoprotektan soliisyonuna maruz kaldiginda, hiicre i¢i ve hiicre dis1 soliisyonlari
arasinda ozmotik basing farki olusur ve hiicre i¢indeki su disar1 dogru hareket
ederek hiicrenin biiziilmesine neden olur. Benzer sekilde, ¢6zdiirme ve
kriyoprotektan1 uzaklastirma asamasinda, su molekiillerinin hareketi, hiicre
disindan iceriye dogru hareket ederek hiicrenin sismesine neden olur. Bu durum
ozmotik stres olarak bilinir ve hiicrelerin gelisimine zarar verir. Dondurulan
hiicreler, dondurulmayanlara kiyasla suya kriyoprotektanlardan daha fazla
gecirgendir (Pedro ve ark., 1997). Bu nedenle, kriyoprezerve edilen hiicreler,
kriyoprezerve edilmeyen hiicrelere kiyasla ozmotik strese daha duyarhdir.
Vitrifikasyon yontemi, yavas dondurma yoOntemine gore daha yiiksek
kriyoprotektan konsantrasyonu kullandigi i¢in daha fazla ozmotik stres
olusturmaktadir. Vitrifikasyon sirasinda ozmotik stresi ve kriyoprotektana bagli
hiicre toksisitesini azaltmak icin pratik bir yaklasim, sogutma hizin1 artirmak ve

ayn1 zamanda kriyoprotektan konsantrasyonunu azaltmaktir (Dhali ve ark., 2019).
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Memeli embriyolarinda en fazla bulunan mitokondri organeli, hiicrede
enerji ireten tek kaynaktir. Mitokondriyal disfonksiyonu veya anormallikleri,
embriyolarin gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir. Embriyolarin gelisimindeki
basarisizlik, mitokondri tarafindan ATP iiretiminin azalmas ile iliskilidir (Brevini
ve ark., 2005). Kriyoprezervasyon, mitokondriyal disfonksiyonuna, mitokondriyal
sismeye, anormal sekilli mitokondriye, mitokondriyal membranlarin yirtilmasina
neden olabilir ve dondurma-¢dzdiirme sonrasinda zayif embriyo gelisimine katkida

bulunabilecek hiicresel ATP igerigini azaltmaktadir (Dhali ve ark., 2019).

Kriyoprezervasyonun oksidatif stres, apoptoz, hiicre gelisim siireci ve
sperm-oosit etkilesimi ile iliskili genlerin ekspresyonu iizerinde olumsuz etkisi
oldugu bildirilmistir (Moussa ve ark., 2014). Gen ekspresyonundaki bu tiir
degisiklikler, kriyoprezerve edilen oosit ve embriyolarin gelisim yetenegini
zayiflatan faktorlerden biridir (Dhali ve ark.,, 2019). Yavas dondurma ve
vitrifikasyon yontemleri ile kriyoprezerve edilen embriyolarin DNA biitiinliigiiniin

etkilendigi bildirilmistir (Kader ve ark., 2009).

2.6. Vitrifikasyon Yonteminin Kullammin Simirlayan veya Engelleyen

Faktorler

Vitrifikasyon yonteminin sahada yavas dondurma yontemi gibi yer
alabilmesi i¢in hala bazi siirlamalar mevcuttur. Bu siirlamalar; 0,25 ml’lik
payette DT ye uygun basaril1 bir vitrifikasyon tekniginin gelistirilememesi, yiliksek
konsantrasyonda KP kullanimi, ¢dzdiirme isleminde laboratuvar ve deneyimli kisi
gerektirmesidir (Sanches ve ark., 2017). Vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezerve
edilen embriyolar ¢ozdiirtilirken agamali olarak, azalan yogunluktaki soliisyonlara
maruz kalma iglemlerinden gegmektedir. Bu problemin tistesinden gelmek i¢in 0,25
ml’lik payet i¢inde islemsiz ¢6zdiirme yapilmasi diisiiniilmiistiir. Payetlerde yapilan
klasik vitrifikasyon isleminde payete ¢ozdiirme soliisyonlar1 da konulmus fakat
istenilen basar1 elde edilmemistir. Arastirmacilar, payet icinde embriyo ile
¢ozdlirme soliisyonlarinin yeterince karigamadigini ifade etmislerdir (Satilmis ve
ark., 2014). Bununla birlikte KP’lar yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda

hiicrelere zarar verebilir (Jang ve ark., 2017). Vitrifikasyon yonteminde vitrifiye
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edilen hacim ve vitrifikasyon soliisyonlarinda kullanilan KP azaltilarak
vitrifikasyonun basar1 olasilig1 artirilmistir (Yavin ve Arav, 2007). Bu yiizden son
zamanlarda minumum hacimlerde yapilan ultra vitrifikasyon yontemi tercih
edilmektedir (Momozawa ve ark., 2023). Bununla birlikte laboratuvar ortami ve
deneyimli kisi gerekmeden (saha da uygulanabilirligi kolaylastirmak amaciyla)
vitrifikasyon gerecinde vitrifiye edilen embriyonun 0,25 ml’lik payetlerde tek
adimda 1sitilarak alic1 hayvana direkt transfer edilmesine imkan veren ¢ozdiirme
protokolleri gelistirilmistir (Oliveira ve ark., 2020; Tajimi ve ark., 2018). Bu
¢cozdiirme protokollerinin en 6nemli avantaji, vitrifikasyonun saha da kullanimini
arttirabilmesi, 6zellikle IVP embriyolarinda gebelik basarisini arttirabilmesi ve
embriyonun ¢ozdiiriilmesi sonrasi alict hayvana transfer etme siiresinde rahatlik
(>15 dk) saglamasidir (Gordon, 2003; Mogas ve ark., 2024). Direkt transfere uygun
yavag dondurulan embriyolar ¢6zdiirme sonrasinda miimkiin oldugu kadar kisa bir
stirede (<3 dk) transfer edilmesi istenmektedir (Gtiler ve ark., 2021). Vitrifikasyonu
direkt transfere uyarlayan payet ici ¢ézdiirme protokoliiniin dezavantaj1 ise yavas
dondurma yonteminin ¢ozdiiriilmesine gore kismen daha karmasik adimlari
icermesidir. Tiim bu bilgiler ve IVP embriyolarin diinyadaki artan iiretimi goz
oniine alindiginda; IVP s18ir embriyolarinin ucuz ve direkt transfere uygun olacak
sekilde basarili bir vitrifikasyon gereci ve prosediiriine ihtiya¢ duyuldugu one

cikmaktadir (Mogas ve ark., 2024).

Sunulan bilgiler 15181nda bu arastirmada, vitrifiye edilecek hacmi 0,2 pl’nin
altina disiiren ve vitrifikasyon soliisyonlarindaki KP yogunlugunu azaltmay:
hedefleyen "modifiye payet" adi verilen yeni bir vitrifikasyon gerecinin basarisini
ortaya koymak amaglandi. Bu amagla modifiye payet (MP) yontemi yaygin olarak
kullanilan OPS teknigi ile karsilagtirilmistir. Bu gerecin sahada uygulanabilirligini
degerlendirmek amaciyla, 0,2 M siikroz igeren ¢ozdiirme medyumu kullanilarak

0,25 mI’lik payetlerde tek adimda ¢ozdiirme islemi uygulanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Doktora tez calismast 17.11.2021 tarih ve 827 sayili karar ile Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay:
alinarak yapildi.

3.1. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Ovaryumlar Burdur ilinde bulunan 2 farkli mezbahada kesilen sigirlardan
temin edildi. Ovaryumlar1 tasima medyumu, ¢alisma giiniinden 1 giin 6nce 1 1t’lik
%0,9 izotonik sodyum kloriir i¢erisine 1 ml (%0,1) gentamisin eklenerek hazirlandi.
Ovaryumlar, kesimin bagladig1 saat dikkate alinarak 2-3 saat i¢erisinde mezbahadan
laboratuvara tasima medyumu iceren termos igerisinde getirildi. Termos olarak ¢ift
bolmeli termos kullanildi. Kesim basladiginda termosun alt bdlmesine sicak su
eklenirken {ist bolmesine tasima medyumu konuldu (Sekil 3.1). Tasima medyumu
25-30°C sicakliginda olacak sekilde ayarlandi. Kesilen ineklerin ovaryumlari, bigak
ile ireme organlarindan ayrildi ve tasima medyumu ile yikanarak termos igerisine
birakildi. Yeterli sayida ovaryum alindiginda (maksimum 1,5 saat icerisinde)
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Genetik ve Embriyo Teknolojileri
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'ne ait laboratuvara getirildi. Ovaryumlar tasima
medyumu ile yikandiktan sonra steril serviyet ile kurutularak yeni bir serviyet

tizerine yerlestirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Ovaryumlar i¢in kullanilan termos (a) ve serviyet {lizerine yerlestirilen
ovaryumlar (b).
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3.2. Oositlerin Folikiil Aspirasyonu ile Elde Edilmesi ve Secilmesi

Folikiillerin aspirasyonu isleminde aspirasyon medyumu olarak %1 Fetal
Sigir Serumu (FBS, Sigma F7524) iceren laktatli ringer soliisyonu kullanildi.
Aspirasyon medyumu calismadan 1 giin Once hazirlanarak 1sinmast i¢in
38,5°C’deki etiiv (Mikrotest, MST-55) igerisine birakildi. Aspirasyon igleminin
prosediirii Giiler (2018)’in bildirdiginin modifikasyonuyla yapildi. Immatiir
oositler, 18 Gauge’luk enjektor ignesi bulunan 10 ml’lik enjektor yardimiyla
yaklasik 2-8 mm c¢aplarinda olan folikiillerin aspirasyonu ile elde edildi. Enjektor
icinde biriken 3-5 ovaryumun folikiil sivis1 50 ml’lik konik uglu tiip i¢ine yavas bir
sekilde birakildi. Aspirasyon islemi yapilirken ignenin acik ucu yukar1 bakacak
sekilde tutuldu (Sekil 3.2). Igne ile ovaryumun korteksinden girildi ve igneyi
ovaryumdan ¢ikartmadan miimkiin olabildigince ¢ok sayida folikiil aspire edildi
(Sekil 3.2). Enjektore aspire edilen folikiil sivisi yavas bir sekilde 50 ml’lik konik

uclu tiipiin i¢ine bosaltild1. Aspirasyon islemi bittikten sonra enjektoriin i¢i en az 3

kez aspirasyon medyumuyla yikanarak tiip i¢ine bosaltild1.

Sekil 3.2. Aspirasyon igleminde igne ucunun yukariya bakmasi (a), folikiillerin
aspirasyonu (b), iistte folikiilleri bulunan altta folikiilleri aspire edilen ovaryum
goriintiisii (c).

Aspirasyon islemi bittikten sonra, 50 ml’lik konik uglu tiip i¢cinde biriken
oositlerin yikama islemi, oositlerin dibe ¢okmesinde 5 dk bekletilmesi disinda

Giiler (2018)’in bildirdigi gibi yapildi. Yikanan oositler 100x20 mm’lik petri
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icerisine bosaltildi  (Sekil 3.3). Mikroskoptaki goriintiilemelerinin  tiimii,

mikroskoba entegre olan kamera (Leica, IC90-E) yardimiyla yapildi.

Sekil 3.3. Oositlerin yikanarak petriye aktarilmasi. Aspirasyon islemi bittikten 5 dk
sonra tiipteki folikiil sivisinin uzaklastirilmasi (a), 2. yikamada 5 dk bekleme
sonrast tlipiin dipinde olusan tortu (b), yikama sonunda berrak aspirasyon medyumu
goriinlimil (¢) ve tlipteki oositlerin petri kabina aktarilmasi (d).

Oositler, altt 1 cm aralikla ¢izilmis 100x20 mm’lik petriye aktarildiktan
sonra stereo mikroskop (Leica, M125-C) altinda tarandi. Tarama islemi, tiim
karelere bakilacak sekilde gerceklestirildi (Sekil 3.4). Bulunan oositler, aspirasyon
medyumu iceren 60 ml’lik petri igerisine aktarild1 (Sekil 3.4). Immatiir oositler
kalitelerine (A, B, C ve D kalite) gore degerlendirildi. A kalitede olan immatir

oositler, 12 damla aspirasyon medyumunda yikanarak ¢aligmaya alindi.

Sekil 3.4. Tarama yonii (a), petrinin goriintiisii (b) ve oositler (c).

A Kalite: Homojen ooplazmaya sahip ve zona pellusida etrafinda birbirine siki1 bir
sekilde bagli en az 3 kat kumulus hiicrelere sahip immatiir oositler ¢cok kaliteli kabul

edildi.
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B Kalite: Ooplazma homojen, kumulus hiicreleri arasinda baglantinin daha zayif
ve A kalitesinden daha az kumulus hiicre katmanina sahiptir. Zona pellusidanin 1/3

veya daha fazlas1 kumulus hiicrelerine sahip oositlerde orta kaliteli kabul edildi.

C Kalite: Oositler kumulus hiicrelerinden soyulmus veya ¢ok az kumulus hiicresi
ile ¢evrelenmistir. Ooplazmasi heterojen goriiniimiindeki bu oositler diisiik kaliteli

veya kalitesiz immatiir oositlerdir.

D Kalite: Ags1 yapida genislemis kumulus hiicrelerine sahip kararmis sekilde
goriinen immatiir oositler kalitelisiz veya dejenere olmus oositlerdir (Gordon,

2003).

3.3. In Vitro Maturasyon

Calismadan 1 giin 6nce yaklasik 700 pul maturasyon medyumu (BO-IVM,
IVF Bioscience 71001) 1,5 ml’lik santrifijj tiipline (maturasyon petrisi ve oositlerin
yikanmasi i¢in) katilarak 38,5°C, %6 CO> ve yiiksek nemli atmosferik ortamdaki
inkiibatore konuldu. Ortast kuyucuklu petrinin orta kismima 500 pl maturasyon

medyumu (40-45 oosit i¢in) zeminde yayilacak sekilde katildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Maturasyon medyumunun (500 pl) petrinin kuyucuklu kismina yayilarak
hazirlanmasi (a), maturasyon yikama droplariin olusturulmasi (b).

Kaliteli immatiir oositler, en az 3 damla maturasyon medyumuyla yikanarak
maturasyon medyumu igine yiiklendi. Maturasyon petrisi 38,5°C, %6 CO; ve
yiiksek nemli atmosferik ortamdaki inkiibator (pHebi, O2/CO:2 incubatér MCO-

170M-PE) icine yerlestirildi. Maturasyon siireci 21-22 saat sonra tamamlandi.
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3.3.1. Maturasyon Degerlendirilmesi

Kumulus ekpansiyonu maturasyon kriteri kabul edildi. Maturasyon
degerlendirmesi Kobayashi ve ark.’nin (1994) bildirdigi gibi 3 derecede yapildi. 0.
derece; immatiir oosite kiyasla morfolojik degisiklik gdstermeyen oositler, 1.
derece; kumulus hiicrelerinde genisleme olmus fakat bazi kisimlarindaki baglar siki
durumda olan oositler, 2. derece; kumulus hiicreleri ¢ok genislemis, hiicreler arasi
baglar gevsemis ve homojen goriinen oositler olarak kabul edildi (Kobayashi ve
ark., 1994). Fertilizasyona kumulus ekspansiyonu 1. ve 2. derecede olan oositler

alindi.

3.4. In Vitro Fertilizasyon

Embriyolarin fertilizasyon isleminde soliisyon olarak ticari BO-IVF
medyumu (IVF Bioscience, 71004) kullanildi. Fertilizasyon islemi IVF Bioscience
protokoliine gdre yapildi (Anonim, 2022). Fertilizasyon giinii 40-45 oosit i¢in 500
ul fertilizasyon medyumu petrisi ve yikama icin 1,5 ml’lik santrifiij tlipline yaklagik
200 pl fertilizasyon medyumu konuldu. Hazirlanan fertilizasyon petrisi ve yikama
soliisyonu 38,5°C, %6 CO> ve yiiksek nemli atmosferik ortamdaki inkiibatorde en

az 2 saat gazlandi.

Maturasyonun 21-22. saatleri arasinda oositler, en az 3 damla fertilizasyon
medyumuyla yikanarak fertilizasyona yiiklendi. Daha 0©nce formile gore
hesaplanan fertilizasyona yiiklenmesi gereken sperma hacmi (ul) kadar sperma,
fertilizasyon medyumuna eklendi (Sekil 3.6). Fertilizasyon petrisi; 38,5 °C, %6
CO: ve yliksek nem igeren inkiibatorde 24 saat bekletilerek fertilizasyon islemi

tamamlandi.
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Sekil 3.6. Fertilizasyon petrisi (a), fertilizasyon medyumuna spermanin eklenmesi
esnasinda alinan goriintii (b).

3.4.1. Spermanin Hazirlanmasi

Spermadan kaynakli etkiyi ortadan kaldirmak igin fertilitesi bilinen bir
boganin spermasi kullanildi. Sperma, IVF Bioscience protokoliine (Anonim, 2022)
gore yikama teknigi ve BO-Semenprep soliisyonu (IVF Bioscience 71003)
kullanilarak hazirlandi. BO-Semenprep soliisyonu 5 ml’lik enjektore 4 ml ¢ekildi
ve 2’ser ml olacak sekilde 2 adet 15 ml’lik konik u¢lu tiip icerisine aktarildi. Sperma
cozdiiriilmeden Once tiiplerin kapagi sikica kapatilarak 30 dk inkiibatorde
(Mikrotest, MST-55) 1s1t1ld1. Sperma payeti LN tankindan ¢ikarilip 37°C’deki suda
30 sn boyunca ¢ozdiiriildii. Payet ¢ozdiiriildiikten sonra steril gazli bezle kurutuldu.
Payetin kapali ucu kesildi. Payetin acik ucu 2 ml BO-Semenprep soliisyonu iceren
15 mI’lik konik uclu tiip icine yerlestirildi. Payetin igcerigi, payetin pamuk tikacinin
altindan makas ile kesilerek aktarildi. Spermayi iceren konik tiip, 328 x g'ye ve 5
dk’ya ayarlanmis santrifiij cihazinda (NUVE- NF800) santrifiij edildi. Tiipiin {ist
kismindaki stipernatant kisma, alttaki peleti bozmayacak ve alt kisimda yaklagik 200
ul soliisyon birakacak sekilde 1000 pl’lik otomatik pipet yardimiyla alinarak
uzaklastirildi. Daha sonra 2 ml BO-Semenprep soliisyonu, yavagga pellet bulunan
tiip i¢ine birakildi. Bu tlip 328 x g'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin
alt tarafinda pelet ile birlikte yaklasik 100 pul sivi birakacak sekilde {ist tarafdaki
stipernatant uzaklastirildi. Tiipteki 100 pl stvi 1000 pl mikro pipet ile yavas sekilde
al ver yapilarak peletin siviyla karismasi saglandi. Spermatozoonlar igeren bu 100
ul’lik s1vi 1,5 mI’lik santrifiij tlipii i¢erisine alind1 (Sekil 3.7). Buradan 10 ul 6rnek,
thoma sayimi i¢in alinarak yeni bir 1,5 ml’lik santrifiij tlipli icerisine birakildi.

Uzerine 10 pl soguk su konularak karistirildi. Bu karistmdan 10 pl érnek thoma
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lamina alinarak thoma laminda 100 kii¢iik karede (6 biiyiik kare ve 4 kiigiik kare)
bulunan spermatozoonlar sayild1 (Sekil 3.8 ve 3.9). Thoma lamindaki 10 kii¢iik
karede sayilan spermatozoon sayisi, sperm siispansiyonunda ml basma 1 milyon

(1x10%ml) spermatozoon sayisma karsilk  gelmektedir. Spermatozoon

konsantrasyonu, IVF Biosience prosediiriindeki formiile (Sekil 3.10) gore

hesaplanarak 2,0x10° /ml olarak kullanild1.

Sekil 3.7. Spermanin hazirlanmasi.

Sekil 3.8. Thoma laminin hazirlanmasi.

43



Sekil 3.9. Thoma lamindaki spermatozoonlarin sayimi.

20x10°x A
B x 10¢©

Sperma Hacmi(pl) =

Sekil 3.10. Fertilizasyon medyumuna katilmasi gereken sperma hacminin
hesaplanmasi formiilii.

3.5. In Vitro Kiiltiir

Embriyolarin kiiltiirii isleminde soliisyon olarak ticari BO-IVC medyumu
(IVF Bioscience, 71005) kullanildi. Kiiltiir islemi IVF Bioscience protokoliiniin
modifikasyonuyla yapildi (Anonim, 2022). Kiiltiir medyumu petrisi, 500 pl kiiltiir
medyumunda 35-40 embriyo konulacak sekilde lizeri mineral oil (Sigma M8410)
ile kaplanarak hazirlandi. Kiiltiir giiniinden 1 giin 6nce hazirlanan tiim soliisyonlar
(IVC ve %10 FBS igeren TCM-199) 38,5 °C, %6 CO, ve yiiksek nem iceren

inkiibatore yerlestirilerek gazlandi.

Olas: fertilize oositlerin kumulus hiicrelerinden soyulmasi Gtiler (2018)’in
bildirdiginin modifikasyonuyla yapildi. Oositler, %10 FBS igeren TCM-199
(Sigma M2520) medyumundan 80 pl konulan 1,5 ml’lik santrifiij tiipli igerisine
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maksimum 20 pl hacimde alindi. Daha sonra oositler 7 dk boyunca vortekslenerek
(Daihan-MaXshake VM-30) kumulus hiicrelerinden soyuldu (Sekil 3.11).
Vortekslenen oositler, dort bdlmeli petrinin ilk bdlmesine aktarildi. Ilk bélmeden
alinan oositler ikinci bolmeye aktarilarak 2-3 alanda yikandi. Ardindan dort bolmeli
petrinin 3. bolmesinde ve %10 FBS iceren TCM-199 medyumundan olusturulan en
az 9 damlada yikand1 (Sekil 3.12). Kiiltiire yiiklenmeden 6nce olasi fertilize oositler
(Sekil 3.13) en az 3 defa kiiltiir medyumuyla yikanarak 500 pl kiiltiir medyumuna
yiiklendi. Kiiltiir petrisindeki olas1 zigotlar, 38,5 °C, %6 CO2, %6 Oz, %88 N> ve
yiiksek nem igeren inkiibatorde kiiltiire edildi.

Fertilizasyonun 7. ve 8. gliniinde embriyolar degerlendirildi. Embriyolar,
rastgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu i¢in ayrilan embriyolar yeni bir IVC
petrisine yiiklendi. Vitrifikasyon gruplar1 (OPS ve MP) i¢in ayrilan embriyolar ise
vitrifikasyon yontemlerine gore vitrifiye edildi. Vitrifiye embriyolar en az 1 giin
LN tankinda korunduktan sonra payet i¢inde ¢ozdiiriilerek IVC petrisine yiiklendi.
Gruplarin tiimiinde kiiltlirtin 24., 48. saatlerinde gelisim ve hatching\hatched

oranlar1 belirlenerek degerlendirildi.

Sekil 3.11. Dort bolmeli petrinin hazirlanmasi (a), olas1 zigotlarin vortekslenmesi
icin hazirlanan 1,5 ml’lik santrifiij tiipii (b), olas1 zigotlarin vortekslenmesi (c).
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Sekil 3.12. Soyulan edilen olas1 zigotlarin dort bolmeli petrinin 1. bdlmesine
birakilmast (a), 3. bdlmede olusturulan yikama damlalar1 (b), mikroskobun
kamerasina bagli bilgisayarin ekraninda olas1 zigotlarin damlalarda aktarilmasi
gbriiniimii (c).

Sekil 3.13. Fertilizasyon sonrasinda kumulus hiicreleri soyulan olas1 fertilize
oositlerin (a), 1 PB’li oositin (b) ve 2 PB’li oositin (¢) goriintiisii.

3.6. Deney Diizenegi

Modifiye payet vitrifikasyon teknigini test etmek amaciyla calismada
modifiye payet grubu, yaygin kullanilan OPS vitrifikasyon teknigi ve vitrifiye

edilmeyen bir kontrol grubu ile karsilastirildi.
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Fertilizasyonun 7. ve 8. giiniinde embriyolar 3 gruba ayrildi. OPS
grubundaki embriyolar OPS, MP grubundaki embriyolar MP vitrifikasyon
yontemiyle vitrifiye edilip payet i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra IVC’ye yiiklenirken,
kontrol grubundaki embriyolar yeni bir IVC’ye yiiklendi. Gruplar ayrildiginda 0.
saat kabul edildi. Vitrifiye edilen gruplardaki embriyolar, ¢ozdiiriildiigiinde 0. ve
24. saat re-ekspansiyon oranlar1 bakimindan incelendi. Embriyolarin 24. ve 48. saat
gelisim ve hatching/hatched oranlar1 tiim gruplarda degerlendirildi. Calismanin

deney dizayni sekil 3.14°de verildi.

‘ In Vitro Maturasyon ‘

‘ In Vitro Fertilizasyon

- In Vitro Kiiltiir

U I

[MP Vitri Kontrol
Eecian | I

_ | oodime | I VitoKilir
| § l

il i Il

‘ 24. ve 48. saatte Embriyolarin Degerlendirilmesi

Sekil 3.14. Deney dizayninin sematigi.
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3.7. Vitrifikasyon Gereclerinin Hazirhg

Ticari OPS payetlerinin u¢ genisligi ayn1 olmadigindan modifiye payetle

karsilastirabilmesi i¢in 2 farkli OPS payetinin capt inverted mikroskopta 40X
biiylitmede olciildii (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Farkli OPS payetlerinin ¢ap ve duvar kalinlig1 6l¢iimleri.

MP hazirlig1 i¢in 0,25 ml’lik payetin pamuk tikact payet iginden ¢ikarildi.
Sonra payetin orta kismina buhar 1si1s1 uygulanirken payet iki ucundan gekilerek
uzatildi. Daha sonra payet, incelen orta yerinden kesilerek 2 tane payet hazirlandi.
Bu iglemin amaci, 0,25 ml’lik payet duvarinin kalinliin1 incelterek 1s1 transferini
kolaylagtirmak ve 0,25 ml’lik payet i¢inde tek adimda ¢ozdiiriilmesini saglamakti.
Payetlerin ince uglari, mikroskop altinda bistiiri yardimiyla kiirek seklinde kesilerek
MP hazirlandi. Bu islemin amaci ise OPS payetine (1-2 pl) gore daha kiigiik
hacimde (<0,2 pl) embriyolar vitrifiye edecek zemini saglayarak vitrifikasyon
basarisini artirmakti. Hazirlanan 2 farklt MP’nin ucunun ¢api, duvar kalinligi ve
embriyonun yerlestirildigi u¢ kisminin eni ve uzunlugu inverted mikroskopta 40X

biiyiitmede o6l¢iildi (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Farkli MP’lerin ¢ap1 ve duvar kalinlig1 (a), embriyonun yiiklendigi ug
kismin uzunlugu ve ¢api (b).

3.8. Vitrifikasyon ve Cozdiirme Soliisyonlarinin Hazirhg:

Vitrifikasyon soliisyonlar1 ve tutma medyumu 1 giin 6nce hazirlanarak 0,20
um filtreden gecirildi. Calisma giinii vitrifikasyon soliisyonlar1 buzdolabindan
cikarilarak oda 1sisina getirildi. Vitrifikasyon iglemi steromikroskobun 1sitic1 tablasi
kapatilarak oda sicakliginda yapildi. Kullanilan vitrifikasyon yontemlerinin her biri

2 adiml1 olup iki farkl: soliisyon kullanildi.

Tutma medyumu olarak %10 FBS igeren TCM 199 kullanild1. Vitrifikasyon
yontemlerinin (OPS ve MP) birinci adimda kullanilan soliisyon (OVS1 ve MVS1),
%20 FBS (v/v), %7,5 EG (v/v), %7,5 DMSO (v/v, sigma D5879) igeren TCM199
medyumudur (Martinez-Rodero ve ark., 2021; Oliveira ve ark., 2020). Ikinci
adimda ise OPS yonteminde kullanilan soliisyon (OVS2) %20 FBS (v/v), %16,5
EG (v/v), %16,5 DMSO (v/v) ve 0,5 M siikroz (Sigma S7903) igeren TCM199
medyumu (Oliveira ve ark., 2020) iken, MP yonteminde kullanilan soliisyon
(MVS2) %20 FBS (v/v), %15 EG (v/v), %15 DMSO (v/v) ve 0,5 M siikroz i¢eren
TCM199 medyumuydu (Martinez-Rodero ve ark., 2021).
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(Cozdiirme islemi vitrifikasyon yontemlerinde ayni olup 0,25 ml’lik payet
icinde tek adimda ve 38,5 °C’de yapildi. Cozdiirme soliisyonu olarak %20 FBS
(v/v) ve 0,2 M siikroz iceren TCM199 medyumu kullanildi. C6zdiirme soliisyonu
1 giin 6nce 15 ml’lik konik uclu tiip i¢ine hazirlanarak 0,20 pm enjektor filtresinden
gecirildi. Cozdiiriilen embriyolar IVC’ye yiiklenecegi i¢in 1 giin 6nceden OPS ve
MP grubu i¢in ayr1 ayri IVC petrisi ve yikama godesi hazirlandi. Cozdiirme
sollisyonu, IVC petrisi ve godesi 38,5 °C, %6 CO2, %6 O2, %88 N> ve yiiksek nem

iceren inkiibatérde gazlandi.

3.9. Embriyolarin Vitrifikasyonu

Vitrifikasyon  islemine  baglamadan = 6nce  hazirlk  yapild1
Stereomikroskobun 1sitict tablasi kapatildi. Kriyokane ve goblet iizerine
vitrifikasyon yontemine 6zgii kod ve tarih yazildi. Kod olarak OPS metodunda
OV1, OV2 gibi kod kullanilirken MP metodunda MV1, MV2 kodu kullanildi.
Vitrifikasyon petrisi ve LN igeren strafor kopiik kutu hazirlandi (Sekil 3.17).
Embriyolar inkiibatdrden ¢ikarilarak %10 FBS iceren TCM-199 medyumuyla en az
3 kez yikanarak mineral yagdan arindirildi. Hazir olan vitrifikasyon petrisinin %10
FBS iceren TCM-199 medyumundan olusturulan 1. damlalara 1’er embriyo

konuldu.

Sekil 3.17. Vitrifikasyon i¢in hazirlik.
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3.9.1. OPS Vitrifikasyonu

Embriyonun soliisyonlara aktarma isleminde 10 pl’lik mikro pipet
kullanildi. Embriyo farkli soliisyona aktarilacaginda mikropipet ucu degistirilerek
aktarilacagi damladan soliisyon ¢ekildi. Tutma medyumu i¢indeki embriyo, OVSI
icine aktarilarak 3 dk’ya ayarlanmig kronometre c¢alistirildi. Bu damlada embriyo
farkli yerlerde al ver islemiyle yikanip yeni bir OVS1 damlasina aktarildi. OVS1°de
3 dk maruz kalan embriyo, OVS2 i¢ine aktarilarak 30 sn’ye ayarlanmis kronometre
calistirildi. Burada farkli yerlerde yikanan embriyo hemen yeni bir OVS2 damlasina
aktarildi (Sekil 3.18). Daha sonra embriyo, kapillar etki sayesinde OPS payetinin
ince ucundan ¢ekilerek yiiklendi (Sekil 3.19). Kronometredeki 30 sn bittiginde OPS
payetinin ince kismi, 45 derece agtyla LN iceren goblet i¢ine daldirildi (Sekil 3.19).
OPS payetinin yaris1 LN i¢ine daldirildiginda LN’de birkag¢ sn’ye kaynama olustu.
Bu kaynama kesildiginde OPS payetinin kalin ucuna tikag yerlestirilerek payetinin
tamami goblet i¢ine gonderildi (Sekil 3.19). Kriyokaneye takili alt goblet i¢indeki
OPS payetleri, vitrifikasyon islemi bittiginde iistten goblet ile kapatildi. Bu islem,
OPS payetlerinin LN tankindan ¢ikarilirken herhangi bir yere takilarak kirilmasini
ve LN’de ylizmesini 6nlemek i¢in yapildi. Daha sonra kriyokaneler LN tankindaki

bir kanistere yerlestildi. Calisma boyunca gerekli bilgiler not edildi.

1 2 3 4
%10 FBS iceren
1oom TCM199
100 pl
oVvsl1
3 dk
100 pl
soul g ovs2
20 g 30 sn

Sekil 3.18. OPS vitrifikasyon petrisinin sematigi.
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Sekil 3.19. OPS vitrifikasyonu gorselleri. Embriyonun OPS payetine yiiklenmesi
(a, b, c ve d), LN’a daldirilmasi (e), vitrifiye olduktan sonra tikacinin takilmasi (f),
gobletlerin tist kapaklariin kapatilip (g) LN tankinda kanister igine yerlestirilmesi

(h).

3.9.2. MP Vitrifikasyonu

Embriyonun soliisyonlara aktarma isleminde 10 pl’lik mikro pipet
kullanild1. Embriyo farkli soliisyona aktarilacaginda mikropipet ucu degistirilerek
aktarilacag1 damladan soliisyon ¢ekildi. Tutma medyumu i¢indeki embriyo, MVS1
icine aktarilarak 3 dk’ya ayarlanmig kronometre c¢alistirildi. Embriyo bu damlada
farkli yerlerde al ver islemiyle yikanip yeni bir MVS1 damlasina aktarildi. Embriyo
MVS1’de 3 dk maruz kaldiktan sonra, MVS2 i¢ine aktarilarak 45 sn’ye ayarlanmis
kronometre calistirildi. Burada farkli yerlerde yikanan embriyo yeni bir MVS2
damlasina aktarildi (Sekil 3.20). Daha sonra embriyo, 0,2 ul’ye ayarli mikropipet
yardimiyla MP iizerine yerlestirildi (Sekil 3.21). Embriyo MP {izerine
yerlestirildikten sonra pipet i¢cinde kalan (embriyoyu almadan 6nce ¢ekilen) MVS2
soliisyonu atildi. Boylece embriyonun vitrifiye edildigi hacim < 0,2 pl oldu.
Kronometredeki 45 sn bitince MP’nin ucu, 45 derece agiyla LN igeren goblet i¢ine
daldirildi. MP’nin yaris1 LN icine daldirildiginda LN’de birka¢ sn’ye kaynama
olustu. Bu kaynama kesildiginde MP’nin kalin ucuna tikag yerlestirilerek MP’nin

tamam1 goblet i¢ine gonderildi. Kriyokaneye takili alt goblet icindeki MP’ler,
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vitrifikasyon iglemi bittiginde iistten goblet ile kapatildi. Daha sonra kriyokaneler

LN tankindaki bir kanistere yerlestildi. Calisma boyunca gerekli bilgiler not edildi.

1 2 3 4
%10 FBS iceren
100 - TCM199
100 pl
e MVS1
o 3dk
100 pl
Sl C MVS2
C 45 sn
20 ul

Sekil 3.20. MP vitrifikasyon petrisinin sematigi.

Sekil 3.21. MP vitrifikasyonu gorselleri. Embriyonun vitrifikasyon soliisyonu
damlalarindan aktarilmasi (a), MP {izerine yiiklenirken makroskobik (b) ve
mikroskobik (c ve d) goriintimleri.
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3.10. Vitrifiye Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Vitrifiye edilen embriyolar en az 1 giin LN tankinda saklandiktan sonra
¢Ozdiiriildii. Cozdirmeden 1 glin Once hazirlanan ¢6zdiirme medyumu,
embriyolarin  kiiltiirlenmesi i¢in hazirlanan IVC petrisi, kiiltiir petrisine
yiiklenmeden Once embriyolarin kiiltiir medyumuyla yikanmasi ve c¢ozdiirme
sonrast kiiltiir medyumunda beklemesi i¢in 1 ml IVC medyumu igeren 1,5 ml’lik
santrifiij tiipii agz1 acik sekilde CO2’li etiivde gazlandi. Cozdiirme islemine
baslamadan 6nce su banyosu i¢ine tiip stand1 konuldu. Tiip standinin tizerine distile
su iceren 15 ml’lik konik uglu tiipler yerlestirildi. Su banyosu ¢alistirildi. Bununla
birlikte insiilin enjektorleri, 0,25 ml’lik payetler, kronometreler, makas, kagit havlu,
mikropipet wuglart gibi kullanilacak malzemeler ¢ikarildi. Vitrifikasyon
gruplarindaki embriyolarin karismamasi i¢in 30 mm’lik petrinin dis alt tarafindan
asetat kalemle O ve M harfi yazildi. O harfli damlaya OPS grubundaki embriyolar
yerlestirilirken, M harfli damlaya MP grubu embriyolar yerlestirildi. Bu harflerin
tizerine dogru 150 pl’lik IVC damlasi olusturuldu. Damlalarin hizli buharlasmasini
engellemek i¢in damlalarin tam iist noktasini 6rtmeyecek sekilde damlalar mineral
oil ile kaplandi (Sekil 3.22). Damlalara embriyo yerlestirilirken mineral oil ile kapl
olmayan st alandan damla i¢ine girildi. Payet i¢cinde ¢ozdiiriillen embriyolarin
aktarilacagi ve ¢ozdiirme soliisyonu iceren 30 mm’lik petri hazirland (Sekil 3.22).
Cozdiirme soliisyonu 0,25 ml’lik payetlere 2 boliim 2 hava olusturacak sekilde
cekildi (Sekil 3.22). Bu sekilde payet hazirlandiginda, embriyo payet icinde
¢ozdiiriildiigiinde asagiya dogru diisecegi icin ilk hava bariyeri sayesinde pamuk
tikaca temasinin 6nlenmesi saglandi. Payetin ucundaki ikinci hava ise vitrifikasyon
gereclerinin payete daldirilmasiyla ¢ozdiirme medyumunun tagmasi ve olasi
embriyo kaybi engellendi. Cozdiirme soliisyonu cekilen 0,25 ml’lik payetler,
pamuk tikaci altta olacak sekilde 38,5 °C’ye ayarlanmis su banyosu i¢indeki 15
ml’lik konik uglu tiip igine yerlestirildi (Sekil 3.22). Bu sekilde payet igindeki
¢ozdlirme soliisyonunun 1sis1 38,5 °C’de sabitlendi. Strafor kopiik kutu i¢ine LN
doldurulduktan sonra LN tankindan ¢ozdiiriilecek embriyolari iceren kriyokaneler
cikarildi. Kriyokanenin {ist gobleti cikarildi (Sekil 3.23). Kronometre 5 dk’ya
ayarlandi. Vitrifikasyon gereci (OPS ve MP) LN’den c¢ikarilmadan hemen once
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payet tikaci ¢gikarildi (Sekil 3.23). Daha sonra vitrifikasyon gereci LN’den ¢ikarilip
sadece embriyoyu i¢eren ucu ¢ozdiirme soliisyonu igeren 0,25 ml’lik payet i¢ine
yerlestirilerek kronometre ¢alistirildi (Sekil 3.23). Vitrifikasyon gerecinin LN’den
cikarilip ¢6zdiirme medyumu iceren payet igine yerlestirilinceye kadar oda
sicakliginda gegen siire 1-2 sn idi. Kronometrede 45 sn gectiginde vitrifikasyon
gereci 0,25 ml’lik payet i¢inden ¢ikarilarak ¢ozdiirme soliisyonu i¢eren 30 mm’lik
petri iginde embriyonun vitrifikasyon gerecinden diisiip diismedigi kontrol edildi.
Kronometrede 5 dk dolunca embriyo 0,25 ml’lik payetin pamuk tikacinin altindan
kesilerek ¢ozdiirme soliisyonu igeren 30 mm’lik petri i¢ine aktarildi (Sekil 3.23).
Burada bulunan embriyo hangi gruba aitse hemen grubunun (O veya M harfin
tizerindeki) IVC damlasina alindi (Sekil 3.23). Embriyolarin ¢ozdiiriilmesi
bittiginde MP ve OPS grubu ayr1 ayr1 IVC medyumuyla en az 3 kez yikanarak
mineral oil ile kapli olan IVC petrisine aktarildi. Petrinin alt tarafinin duvarma ve

ist kapagina grup adi (Kontrol, OPS ve MP) yazilarak inkiibatore kaldirildi.

Sekil 3.22. Cozdiirme isleminden once yapilan hazirlik.
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Sekil 3.23. Cozdiirme islemi.

3.11. Embriyo Gelisiminin Degerlendirilmesi

(Cozdiirtildiikten sonra IVC’ye yiiklenen embriyolarin 0. saat kabul edilerek
re-ekspansiyonlar1 not edildi. Bununla birlikte embriyolarin 24. saat re-
ekspansiyonlari da degerlendirildi. Kiiltiirin 24. ve 48. saatlerinde gelisim ve

hatching/hatched oranlar1 not edildi.

3.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler Excell programinda tablo haline getirildikten sonra
Minitab ve SPSS programinda Ki-kare testi ile analiz edildi. Testlerin anlamlilik

diizeyi i¢in P<0,05 degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR

Mezbahada kesilen disi sigirlardan alinan 132 ovaryumdan 1.217 immatiir
oosit elde edildi. Bu immatiir oositlerin 576’s1 A kalite, 241°1 B kalite, 278’1 C kalite
ve 122’si D kalite oldugu belirlendi (Tablo 4.1). Ovaryum basina elde edilen oosit
sayis1 9,22 iken ovaryum basina elde edilen A kalite oosit sayis1 4,36 idi. Caligsmaya

576 adet A kaliteli immatiir oosit dahil edilerek maturasyon islemine alindi.

Tablo 4.1. Kullanilan ovaryum sayisi ve elde edilen kalitelerine gére immatiir oosit
sayilari.

Kullamlan Toplam A Kalite B Kalite C Kalite D Kalite =~ Ovaryum Basina

Ovaryum Oosit Oosit Oosit QOosit QOosit A Kaliteli Oosit
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi
132 1.217 576 241 278 122 4,36

4.1. Maturasyon Sonrasi Bulgular

Immatiir oositler, maturasyonun 21-22. saatinde kumulus ekspansiyonu
yoniinden degerlendirildi. Kumulus ekspansiyonu 0. derece, 1. derece ve 2. derece
olmak tizere 3 gruptaki degerlendirmeye (Sekil 4.1) gore 0. derecede olan 52 oosit
calisma dig1 birakilirken, 1. ve 2. derecede olan 524 oosit sirastyla in vitro

fertilizasyon ve IVC islemine dahil edildi (Sekil 4.2 ve Tablo 4.2).

0. derece 1. derece 2. derece

Sekil 4.1. Maturasyon sonras1 kumulus ekspansiyonunun degerlendirilmesi.
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Sekil 4.2. Maturasyon medyumuna yiiklenen immatiir oositlerin (a) ve maturasyon
sonrasinda oositlerin goriiniimii (b).

Tablo 4.2. Maturasyon sonras1 kumulus ekspansiyonunun degerlendirmesi.

Maturasyona Alinan Oosit Kumulus Ekspansiyonu Degerlendirmesi
Sayisi 1. ve 2. Derece (%) 0. Derece (%)
576 524 (90,97) 52 (9,03)

4.2. Embriyolarin Kiiltiir Sonrasi Bulgular:

Maturasyona yiiklenmis olan 576 oosittin 524’1 fertilizasyona yiiklendi ve
fertilizasyonun 24. saatinde olas1 zigot kabul edilerek IVC’ye alindi. Calismada 576
oositten 75 tane (%13,02) farkli blastosist asamalarinda embriyo iretildi.
Fertilizasyonun 7. ve 8. giiniinde gelisen 6 erken blastosist, 42 blastosist ve 27
ekspanded blastosist olmak {izere toplam 75 embriyo 3 gruba (OPS, MP ve kontrol)
esit embriyo asamalarinda olacak sekilde esit sayilarda boliindii (Sekil 4.3). Kontrol
grubundaki 25 embriyo yeni bir IVC petrisine yiiklenirken, vitrifikasyon
gruplarindaki (OPS ve MP) 25 embriyo vitrifikasyon gruplarina uygun sekilde
vitrifiye edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Embriyo asamalarinin gruplara dagilimi.

Erken Blastosist  Blastosist Ekspanded Blastosist Toplam Embriyo

Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi
OPS 2 14 9 25
MP 2 14 9 25
Kontrol 2 14 9 25
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Sekil 4.3. Fertilizasyonun 7. giinii embriyolar.

4.3. Vitrifiye Embriyolarin Cozdiirme Sonrasi Bulgular

Vitrifikasyon yontemlerinin (OPS ve MP) her birinde 2 erken blastosist, 14

blastosist ve 9 ekspanded blastosist olmak {izere toplam 25 embriyo vitrifiye

edildikten en az 1 giin sonra payet i¢inde tek adimda ¢ozdiirildii. Cozdiirme

sonrasinda embriyolar dondiiriilerek incelendiginde her iki vitrifikasyon grubunda

zona pellusida kirilmasi veya catlamasi goriilmedi. Cozdiirme sonrast iki

vitrifikasyon grubundaki embriyolarin re-ekspansiyon oranlari ve tiim ¢aligma

gruplarinin 24. ve 48. saat gelisim ve hatching+ hatched oranlari tablo 4.4°de verildi

(Sekil 4.4; sekil 4.5).

Tablo 4.4. Cozdiiriilen vitrifiye embriyolarin re-ekspansiyon, gelisim ve

hatching+hatched oranlari.

Re-ekspansiyon 24. Saat 48. Saat
0.saat 24.saat  Gelisim Hatching + Gelisim Hatching +
GRUPLAR (%) (%) (%) Hatched (%) (%) Hatched (%)
OPS (n=25) 16 (64)* 23 (92)*  15(60)* 7 (28)* 17 (68)* 9 (36)*
MP (n=25) 18 (72)* 25 (100)* 19 (76)* 12 (48)? 19 (76)* 15 (60)*
Kontrol (n=25)  Degerlendirilmedi 18 (72)* 10 (40)? 19 (76)* 13 (52)*

p - - -

- : Ayni siitunda gruplar arasi farkhhklar istatistiksel olarak 6nemli degildir (p> 0,05).
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MP grubu OPS grubu

Sekil 4.4. Vitrifikasyon gruplarindaki embriyolarin ¢dzdiirme sonrasi 0. saat ve 24.
saat goriiniimleri.

Cozdiirme sonrasi
0. saat

Cozdiirme sonrasi
24. saat

Vitrifikasyon gruplarinin ¢dzdiirme sonrasi 0. ve 24. saat re-ekspansiyon
oranlari ile ¢aligma gruplarmin 24. ve 48. saat gelisim ve hatching/hatched

oranlar1

120
100
80
60
40
0

Cozdirme Cozdirme 24. saat 48. saat 24, saat 48. saat

Sonrasl Sonrasl Gelisim Gelisim Hatching/ Hatching/
0. saat 24. saat Hatched Hatched

Re-ekspansiyon Re-ekspansiyon

EOPS mMP mKontrol

Sekil 4.5. Vitrifikasyon gruplarinin ¢dzdiirme sonrasi 0. ve 24. saat re-ekspansiyon
oranlar ile ¢alisma gruplarinin 24. ve 48. saat gelisim ve hatching/hatched oranlari.

Degerlendirme sonrasinda OPS grubunda ¢ozdiiriilen embriyolarin 0. ve 24.

saat re-ekspansiyon oranlar1 sirastyla %64 ve %92 iken MP grubunda %72 ve %100

60



idi. Vitrifikasyon gruplar1 arasinda 0. ve 24. re-ekspansiyon oranlarinda énemli bir

istatistiki fark bulunmadi (p>0,05).

Cozdirme sonras1 24. ve 48. saatlerinde gelisim oranlar1 sirasiyla OPS
grubunda %60 ve %68 iken MP grubunda %76 ve %76 idi. Kontrol grubunun 24.
ve 48. saatlerinde gelisim oranlar1 ise %72 ve %76 olup vitrifikasyon gruplari ile
arasinda onemli bir istatistiki fark bulunmadi (p>0,05). Vitrifikasyon gruplari
arasinda 24. ve 48. saatlerinde gelisim oranlarinda 6nemli bir istatistiki fark

bulunmadi (p>0,05).

Cozdiirme sonrasi 24. ve 48. saatlerinde hatching+hatched oranlar1 sirasiyla
OPS grubunda %28 ve %36 iken MP grubunda %48 ve %60 idi. Kontrol grubunun
24. ve 48. saatlerinde hatchingthatched oranlari sirasiyla %40 ve %52 idi.
Vitrifikasyon gruplar1 ile kontrol grubu arasinda 24. ve 48. saatlerinde
hatching+hatched oranlarinda 6nemli bir istatistiki fark bulunmadi (p>0,05).
Vitrifikasyon gruplar1 arasinda 24. ve 48. saatlerinde hatching-+hatched oranlarinda
onemli bir istatistiki fark bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte 48. saat
hatching+hatched oranlar1 incelendiginde OPS grubu kontrol grubundan %16
oransal bir farkla diisiik oldugu belirlenirken MP grubunun kontrol grubuna oransal
olarak yakin olmasi1 dikkat cekiciydi. Bununla birlikte MP grubunun 48. saat
hatching+hatched oranlarimin OPS grubundan %24 oransal bir farkla daha yiiksek

oldugu goriildii.
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5. TARTISMA

Vitrifikasyon yonteminde vitrifiye edilen hacim ve KP konsantrasyonu
azaltilarak vitrifikasyonun basar1 olasilig1 artirllmistir (Yavin ve Arav, 2007).
Vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezerve edilen embriyolar ¢ozdiiriiliirken asamali
olarak, azalan yogunluktaki soliisyonlara maruz kalma iglemlerinden gegmektedir.
Bu islemlerin laboratuvar ve deneyimli kisi gereksinimi zorunlu hale getirmesi
vitrifikasyonun, yavas dondurma yOntemi gibi yaygin  kullanimini
sinirlandirmaktadir. Bu problemin iistesinden gelmek i¢in 0,25 ml’lik payet i¢inde
islemsiz ¢ozdliirme yapilmasi disiiniilmistiir. Payetlerde yapilan klasik
vitrifikasyon isleminde payete ¢dzdiirme soliisyonlar1 da konulmus fakat istenilen
basar1 elde edilmemistir. Arastirmacilar, payet i¢inde embriyo ile ¢ozdiirme
soliisyonlariin yeterince karisamadigini ifade etmislerdir (Satilmis ve ark., 2014).
Son yillarda, klasik vitrifikasyon yerine minimum hacim ultra hizli vitrifikasyon
yontemleri tercih edilmektedir (Momozawa ve ark., 2023). Bu yoOntemle
kriyoprezerve edilen [IVP embriyolari, sahada kullanim kolayligi saglamak i¢in 0,25
ml’lik payetlerde tek adimda ¢ozdiiriilmektedir (Inaba ve ark., 2011; Oliveira ve
ark., 2020). Bu calismalar, vitrifikasyonun sahada yavas dondurmanin yerini
alabilecegine dair umut vermistir. Bu arastirmada, vitrifiye edilecek hacmi 0,2
ul’nin altina diisiiren ve vitrifikasyon soliisyonlarindaki KP yogunlugunu azaltmay:1
hedefleyen "modifiye payet" adi verilen yeni bir vitrifikasyon ydnteminin
etkinligini gostermek amaclandi. Gelistirilen teknigin sahada uygulanabilirligini
degerlendirmek amaciyla, 0,2 M siikroz igeren ¢ozdiirme medyumu kullanilarak
0,25 mI’lik payetlerde tek adimda ¢ozdiirme islemi uygulanmistir. Modifiye payet
(MP) vitrifikasyon gerecinin etkinligi, yaygin olarak kullanilan OPS yontemi ve

vitrifiye edilmeyen IVP embriyolarin gelisimi ile karsilagtirilmistir.

In vitro oosit toplama ydntemleri arasinda en yaygin kullamilan teknik,
folikiil aspirasyon yontemidir. S1gir ovaryumlarindaki 2-8 mm ¢apindaki folikiiller,
genellikle 18 G igne kullanilarak 10 ml'lik enjektorler yardimiyla aspire
edilmektedir (Bols ve ark., 1996). Yapilan caligmalarda ovaryum basina elde edilen
oosit sayisin1 Cetin ve Bastan (2006) 3,47, Un ve Kiipliilii (2005) 4,7, Bigici (2022)
7,98, Giiler (2018) 3,96 ve Satilmis (2019) 5,73 oldugunu bildirmistir. Sunulan
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calismada ovaryum bagina elde edilen oosit sayist 9,22 olup, Bigici (2022)’ye
paralel ve diger aragtirmacilara gore yiiksek bulunmustur. Ovaryum basina elde
edilen A kaliteli oosit sayisin1 Cetin ve Bastan (2006) 2,41, Bigici (2022) 4,16,
Giiler (2018) 2,99, Satilmis (2019) 2,42, Y1ldiz (2022) 1,56 oldugunu ifade etmistir.
Bu aragtirmada ovaryum basina elde edilen A kalite oosit sayist 4,36 olup, Bigici
(2022)’ye paralel ve diger arastirmacilara goére yiiksek bulunmustur.
Aragtirmacilardan fazla sayida oosit bulunmasinin nedeni, kullanilan ovaryumlar
tizerindeki toplam folikiil sayisinin fazla olmasindan ve aspirasyon islemini yapan
kisinin el maniplasyonu farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Gordon
(2003)’iin bildirdigi gibi hayvanlarin bakim ve beslemesi, mevsim, korpus luteum
olan ovaryum sayisi ve ovaryumdaki folikiillerin fazla olmasina bagli olarak A
kaliteli oosit sayis1 yliksek bulunmus olabilir. Bu tiir farkliliklar1 en aza indirmek
amaciyla yapilan c¢aligmalarda, ovaryumlarin folikiil sayilarina  gore
siiflandirilmasi dnerilmektedir. Speckhart ve ark. (2023), in vitro sigir embriyosu
iiretim protokoliinde ovaryumlar1 folikiill sayilarma goére su sekilde
siiflandirmistir: 10 veya daha fazla folikiil igerenler yiiksek kaliteli, 6-10 folikiil
icerenler orta kaliteli, 5 veya daha az folikiil igerenler diisiik kaliteli ovaryumlar
olarak tanimlanmustir. Benzer sekilde, Florida Universitesi’'nde P.J. Hansen, 20°den
fazla kiiciik ve orta boy folikiil igeren ovaryumlar: iyi, 10’dan fazla folikiil
icerenleri orta, 10’dan az folikiil icerenleri ise kotlii olarak degerlendirmistir
(Anonim 2024d). Ovaryumlarin siiflandirilmasina yonelik standardizasyon, oosit
verimliligi ve kalitesi lizerine yapilan arastirmalarda daha dogru karsilastirmalar

yapilmasini saglayabilir.

Maturasyon in vitro embriyo Uretiminin ilk asamasi olup sitoplazmik ve
niikleer maturasyon olmak {izere iki asamada gergeklesir. Maturasyonun basarili
olmasi, in vitro embriyo iretiminin fertilizasyon ve kiiltiir basamaklarini
etkileyeceginden dolay1 6nem arz etmektedir. Maturasyon; kumulus ekspansiyonu,
perivitellin boslukta polar body varlig1 ve kromozom konfigiirasyonuna bakilarak
degerlendirilmektedir (Gordon, 2003; Giler, 2018). Maturasyon sonrast kumulus
ekspansiyonu, kumulus hiicrelerinin geniglemesine gore siniflandirilarak

degerlendirilir (Kobayashi ve ark., 1994). Daha sonra kumulus hiicreleri soyularak
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perivitellin boslukta polar body varligina bakilabilmektedir. Bunlarin disinda
oositler Hoechst 33342 (Mayes, 2002) veya aseto-orsein (Hurtt ve ark., 2000) gibi
boyalarla  boyanarak  kromozom  durumunun MII  olup  olmadig
degerlendirilmektedir. Fertilizasyon sirasinda kumulus hiicrelerinin  varlig
akrozom reaksiyonunu uyarmakta ve blastosist gelisimini olumlu etkilemektedir
(Fukui, 1990). Bundan dolay1 bu ¢alismada maturasyon degerlendirmesi sadece
oositlerin kumulus ekspansiyonuna bakilarak yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda
maturasyon oranlarini Y1ldiz (2022) %94,91, Bi¢ici (2022) %73,82, Satilmis (2019)
%87,4, Giiler (2018) %96, Cetin ve Bastan (2006) %95,14 oldugunu bildirmistir.
Sunulan ¢aligmada bulunan %90,97 kumulus ekspansiyonu, Bigici (2022)’den
yiiksek diger aragtirmacilarla paralel sonuglar vermistir. Bu farkliligin sebebinin
oosit kalitesini belirlemede operatdre bagl bireysel farkliliklar ve ayn1 oosit kalite
simiflandirmasinin ~ kullanilmamasindan  kaynaklanabilecegi  diistinlilmiistiir.
Morfolojik olarak kaliteli gdriinen oositin gelisimsel yetenegi veya oosit i¢indeki
mitokondri sayilar1 vs. saptanamadigi icin calismalar arasinda farkli sonuglarin
goriilmesinin sasirtict bir durum olmadigi diisliniilmektedir. Bununla birlikte in
vitro maturasyonu, oositleri alinan hayvanin bakim ve beslenme durumu, siklus
donemi, folikiil caplari, inkiibatdrdeki atmosferik ortam ve nem, maturasyon siiresi,
medyum igerigi, kullanilan medyumlarin pH ile osmotik basinci gibi faktorler

etkileyebilmektedir (Gordon, 2003).

In vitro sigir embriyosu iiretiminde embriyo gelisimini iyilestirmeye yonelik
bliyiik ¢cabalara ragmen embriyo iiretim verimliliginin diisiik kaldig1 bildirilmistir
(Marsico ve ark., 2019). Yapilan ¢alismalarda blastosist oranlarinin %6,43 (Bodu
ve ark., 2024), %7,5 (Satilmis, 2019), %22,81 (Bigici, 2022), %26,45 (Dos Santos
ve ark., 2019), %39,9 (Sanches ve ark., 2013) gibi genis bir aralikta degistigi
goriilmektedir. Caligmamizdaki blastosist orant %13,02 olup Satilmis (2019) ve
Bodu ve ark. (2024)’dan nispeten yliksek bulunurken, Bigici (2022), Dos Santos ve
ark. (2019) ve Sanches ve ark. (2013)’dan diisiik bulunmustur. Blastosist
oranlarinda farkliliklarin en biiyiik nedeni oosit ve spermaya iliskin faktorler, kiiltiir
medyumlarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Lonergan

ve ark., 2003; Rizos ve ark., 2002).

64



Embriyolarin kriyoprezervasyonunda karsilagilmast muhtemel sorunlardan
birisi kirtlma hasaridir. Embriyolarin zona pellusida ve blastomerlerinde kirik
hasarlar1, dondurma veya ¢ozdiirme sirasinda genellikle -50°C ve -150°C arasindaki
sicaklik bolgesinde katilasmis soliisyonun mekanik etkisiyle olustugu bilinmektedir
(Rall ve Meyer, 1989). Payetler direkt su banyosunda ¢ozdiiriildiiglinde zona
pellusida kirilmasinin arttig1 bildirilmistir (Jones, 2021). Bundan dolay1 ¢dzdiirme
Oncesi payet, 5-10 sn havada bekletilmektedir (Rall ve Meyer, 1989; Hasler, 2002).
Ultra hizli vitrifikasyonun ¢ézdiirme asamasinda birgcok arastirmaci vitrifikasyon
gereclerinin havada gegirdigi siireye deginmemistir (Martinez-Rodero ve ark.,
2024; Oliveira ve ark., 2020; Salzano ve ark., 2014). Bununla birlikte vitrifikasyon
gereclerinin 3-4 sn siirelerde havada tutuldugunu ifade eden arastirmacilarda
bulunmaktadir (Caamafio ve ark., 2015; de Camargo ve ark., 2022; Sanches ve ark.,
2013; Valente ve ark., 2024). Bu arastirmacilar ¢ézdiirme sonrasi zona pellusida
kirilma orani bildirmemislerdir. Vitrifikasyon hacmi 1 pl’nin {izerinde oldugunda
vitrifiye edilen damlada kirikliklar gozlendigi, vitrifiye edilen hacmin
azaltilmasiin sogutma hizini arttirdig1 ve buz kristali ¢ekirdeklenme olasiligini
azalttig1 bildirilmektedir (Arav ve ark., 2002). Siv1 azot ile dogrudan temas eden
kiiciik hacimler (0,1- 0,5 pl) ve diisiik KP konsantrasyonlarinin soliisyonda kirilma
riskini azalttig1 bildirilmistir (Arav ve ark., 2002). Klasik payet kullanilarak 10 pl
hacimde vitrifiye edilen embriyolar ¢ozdiiriiliirken 5 sn havada tutulmasina ragmen
%6,78 oraninda zona pellusida kirig1 gozlemlenmistir (Yildiz, 2022). Sunulan
calismada 1-2 sn havada kalma sonrasinda embriyolar ¢ozdiiriildiigiinde hi¢ zona
pellusida kirigr gézlenmemistir. Embriyolarin OPS’de <1 pl ve MP’de ise <0,2 pl
hacimde vitrifiye edilmesine bagli olarak Arav ve ark. (2002)’nin bildirdigi sekilde
cok diisiik hacimlerin kirik hasar1 olugsmasini engelledigi diisiiniilmektedir. Buna
ilaveten vitrifikasyon gereglerinin ¢ozdiiriiliirken 1-2 sn oda sicakliginda kalmasi
da zona kirigini engellemis olabilir. Ultra hizl1 vitrifikasyonda havada kalma siiresi
uzadiginda diisiik hacimlere bagli olarak ¢oziinme gerceklesebileceginden bu
stirenin kisa tutulmasi1 gerekmektedir. Aksi takdirde soliisyonun 1sitma hizi

diiseceginden dolay1 buz kristali olusumu riski ortaya ¢ikacaktir.
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Yeni vitrifikasyon tekniklerinin gelistirilmesine bagl olarak teknikle ilgili
yeni sorunlar da ortaya ¢ikmaktadir. Cryotop yontemi ile vitrifikasyon sirasinda
hatal1 bir dis kuvvetin uygulanmasina bagli olarak catlak kaynakli hasar ad1 verilen
yeni bir embriyo hasar1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2024). Bu hasar tiirti, dis
kuvvetin biikiilme yonii, egriligi ve embriyonun pozisyonuyla ilgilidir.
Vitrifikasyon sirasinda operatdriin hatasi nedeniyle Cryotop’un ucu biikiildiigiinde
vitrifiye olan soliisyonda catlaklar olustugu bildirilmistir. Bu c¢atlaklar zona
pellusidanin kirilmasina ve embriyonik hasarlara neden olmaktadir (Wang ve ark.,
2024). Sunulan ¢alismada cryotop gibi esnek uclu bir gereg yerine inceltilmis 0,25
ml’lik payetler kullanildigindan vitrifikasyon sonrast cam gibi kirilma riski
olusmaktadir. Ik denemelerde OPS payetini goblet igerisinden ¢ikarmaya
calisirken payetin tepesine pensin temasina bagli olarak payet ucunda kirilmalar
olustugu gozlenmistir. Bu sorun seffaf renkteki OPS payetinin LN igerisinde
goriilememesinden kaynaklanmaktadir. Gortilebilirligi artirmak amaciyla OPS

payetin tepesinin asetat kalemle boyanmasi tarafimizca 6nerilmektedir.

Ultra hizli vitrifikasyon yontemlerinin hatching oranlar1 agisindan klasik
payet vitrifikasyonuna gore daha basarili oldugu goze carpmaktadir. Klasik payet
(6 ul) ile 7 M (%39 v\v) EG+ %18 fikol kullanarak (4545 sn) vitrifiye edilen
embriyolarda, ¢ozdiirme sonrasi 24. saatinde re-ekspansiyon orani %77,7, 48.
saatinde hatching/hatched oraninin %16 oldugu bildirilmistir (Barcelo-Fimbres ve
Seidel, 2007). Benzer bir aragtirmada 30 sn vitrifiye edilen ekspanded blastositler
¢Ozdiirme sonrasi 96. saatte %14,07 hatched orani (kontrol %68,37) gOstermistir
(Assumpcao ve ark., 2008). Ayni1 vitrifikasyon medyumu ile klasik payette (10 pl,
30 sn) vitrifikasyon sonrast %10,5 oraninda hatching\hatched belirlenmistir (Y1ldiz,
2022). Klasik payet ile 0,3 M ksiloz + %3 PEG + %20 gliserol + %20 EG
kullanilarak (1 dk) vitrifiye edilen embriyolarda %70,37 re-ekspansiyon, %18,52
oraninda hatching goriilmiistiir (Karasahin, 2019). Sunulan g¢alismada MP ile
vitrifiye edilen embriyolarin ¢ézdiirme sonrasi1 24. saatteki re-ekspansiyon orant
%100 ve hatching\hatched oran1 %48 iken 48. saatteki hatching\hatched orani %60
bulunmustur. Son vitrifikasyon adiminda kriyoprotektan oraninin daha az olmasi

(%30), iki farkl kriyoprotektanin kullanilmasi, embriyolarin yogunlugu diisiik
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kriyoprotektanda 45 saniye boyunca tutulmasi ve vitrifiye edilen hacmin oldukca
minimal (<0,2 pl) olmasi, sitotoksik hasarin azalmasina ve sogutma-isitma hizinin
artmasina neden olabilir. Bu faktorlerin bir araya gelmesi, sunulan ¢aligmada klasik
payet vitrifikasyonu kullanan aragtirmalara kiyasla daha yiiksek hatching/hatched

oranlariin elde edilmesini saglamis olabilir.

Vitrifiye edilen embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi re-ekspansiyon oranlari
canliliklart hakkinda 6nemli fikir vermektedir. Cryotop ile %15 EG+ %15 DMSO
kullanilarak 45-60 sn’de vitrifiye edilen 6. giin embriyolar ¢ozdiirme sonrasi 4.
saatte re-ekspansiyon %58,7 oldugu bildirilmistir (de Oliveira Leme ve ark., 2016).
Arastirmacilar vitrifikasyon 1. adim soliisyonu %7,5 EG+ %7,5 DMSO da
minumum 9 dk tutuldugunu belirtmislerdir. Cryotop ile %15 EG+%15 DMSO
kullanarak 1 dk dolmadan vitrifiye edilen 7. giin ekspanded blastosistler, ¢ozdiirme
sonrasinda 24. saatte re-ekspansiyon oraninin %81,36 oldugu bildirilmistir
(Martinez-Rodero ve ark., 2024). Sunulan ¢alismada 0. ve 24. saat re-ekspansiyon
oranlarimiz OPS (%64 ve %92) ve MP (%72 ve %100) de arastirmacilardan (de
Oliveira Leme ve ark., 2016; Martinez-Rodero ve ark., 2024) yliksek bulunmustur.
Re-ekspansiyonun yiiksek bulunmasinin nedeni, bu ¢alismada embriyolarin %7,5
EG+ %7,5 DMSO igeren soliisyona maruz kalma siiresinin aragtirmacilardan (de
Oliveira Leme ve ark., 2016) daha kisa olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Sigir IVP embriyolarmin KP’lara maruz kalma siiresinin
uzamastyla ¢ozdiirme sonrasi gelisim oranlarinin diistiigii ortaya konulmustur
(Ozdas ve ark., 2012). Martinez-Rodero ve ark. (2024)’dan yiiksek re-ekspansiyon
orani bulunmasinin sebebi embriyolarin 45 sn’de vitrifiye edilmesine ve 0,2 M
siikroz iceren ¢ozdiirme soliisyonunda tek adimda payet i¢cinde ¢ozdiirmesine bagl
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii embriyolarin daha az siirede KP’ya maruz
kalmas1 toksik etkiyi diigiirebilecegi bilinmektedir. Bununla birlikte payet i¢inde
¢Ozdiiriilen embriyolarin canlilik oranlari, petri iginde ¢ozdiiriilenlere kiyasla daha

yuksek bulundugu bildirilmektedir (Oliveira ve ark., 2020).
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Vitrifiye edilen embriyolarda Rios ve ark. (2010) %27,5, Mezzalira ve ark.
(2004) %54, Sanches ve ark. (2013) %63,3 hatching/hatched oranlar1 bildirilmistir.
Bu caligmalarda vitrifiye edilen embriyolar ile kontrol grubu arasinda onemli
istatistiki fark oldugu belirtilmistir. Bazi vitrifikasyon c¢alismalarinda ise %30,46
(Martinez-Rodero ve ark., 2024), %61,7 (Huang ve ark., 2007), %83,1 (Momozawa
ve ark., 2023) vitrifiye edilen gruplarda hatching/hatched oranlar1 bulunmustur. Bu
arastirmalarda kontrol grubu ile vitrifiye edilen gruplarin istatistiki olarak benzer
hatching/hatched oranlarina sahip oldugu goriilmektedir. Sunulan ¢alismada OPS
ve MP ile vitrifiye edilen embriyolarin ¢6zdiirme sonrasi gelisim ve
hatching/hatched oranlar1 vitrifiye edilmeyen embriyolara benzer bulundugu i¢in
bazi ¢caligmalarin (Huang ve ark., 2007; Martinez-Rodero ve ark., 2024; Momozawa
ve ark., 2023) sonucuna paralel oldugu ve bazi calismalardan (Mezzalira ve ark.,
2004; Rios ve ark., 2010; Sanches ve ark., 2013) daha basarili vitrifikasyon
sonuclarina ulasildigi diisiiniilmektedir. Daha 6nce bildirildigi gibi (Arav ve ark.,
2002; Yavin ve Arav, 2007) sunulan ¢alismada OPS veya MP’ye bir embriyo
yiiklenmesi vitrifiye edilecek hacmi diisiirerek sogutma-isitma hizinin artmasina,
diisiitk KP yogunlugu ise embriyolarda olusabilecek sitotoksik etkiyi azaltacagindan
kontrol grubuna benzer hatching oranlari elde edilmesine neden oldugu
diisiiniilmektedir. Hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektan miktart diistiriildiigiinde
olasi toksik etkinin de azaldig: bildirilmektedir (Sz¢Il ve Shelton, 1987). Vitrifiye
edilmeyen gruplarin hatching oranlar1 ¢aligmalar arasinda embriyo Kkalitesi,
embriyolarin iiretildigi irk, embriyolarin hiicresel ve molekiiler yeterliligindeki
farkliliklar1 ortaya koymasi agisindan faydali olmaktadir. Marsico ve ark. (2019)
genotip, oositin kalitesi ve folikiiler mikro ortamui, in vitro iiretim kosullar, lipitler
ve diger belirleyici molekiiller gibi pek cok degiskenin embriyo yeterliligini
bozabilecegini bildirmistir. Bununla birlikte embriyonun morfofonksiyonel,
hiicresel ve molekiiler yeterliligi, embriyonun gelisimine ve kriyoprezervasyonuna
olumlu veya olumsuz etki gosterebilmektedir (Marsico ve ark., 2019). Caligmalarda
hatching oranlar1 embriyo ile ilgili bir¢ok faktdr tarafindan etkilendigi igin
vitrifikasyon  tekniginin  basarisin1  kiyaslamada arastirmalart  birbiriyle
karsilastirmay1 giiclestirmektedir. Bu nedenle vitrifikasyon sonrasi hatching

oranlarinin kontrol gruplari ile karsilagtirilmasi daha saglikli bir yaklagim olacaktir.
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Kontrol gruplarina benzer hatching oranlar1 minimal hasarla embriyo

dondurulabilirliginin 6nemli bir gostergesi oldugu diistiniilmektedir.

Vitrifikasyon islemleri genellikle oda sicakliginda yapilmaktadir. Cryotop
ile %16,5 EG ve %16,5 DMSO (20-25 sn) kullanilarak 37°C’de vitrifiye edilen
embriyolar ¢ozdlirme sonrasi 24. ve 48. saatte hatching oranlar1 %17,1 ve %30,9
oldugu bildirilmistir (Salzano ve ark., 2014). Benzer sekilde %15 EG+ %15 DMSO
kullanilarak (1 dk) 38,5°C’de OPS ile vitrifiye edilen ekspanded embriyolar
¢cozdlirme sonrasi 48. saatte hatching oran1 %28,2 oldugu bildirilmistir (Souza ve
ark., 2018). Arastimacilar vitrifiye edilmeyen embriyolarin 48. saat hatching
oraninin %87,2 oldugunu ve vitrifikasyon grubundan onemli derecede yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Sunulan aragtirmada OPS ve MP ydntemleri,
arastirmacilarin (Salzano ve ark., 2014; Souza ve ark., 2018) vitrifikasyon
asamalarina benzer olmasina karsin bu arastirmacilardan daha yiiksek hatching
oranlar1 bulunmustur. Bunun nedeninin vitrifikasyon islemlerini oda sicakliginda
uygulandig1 i¢in embriyolarin yiiksek sicakliklarda (37°C ve 38,5°C) KP’nin artan
toksik  etkisine maruz kalmamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Kriyoprotektanlar, oda 1si1sindan yliksek sicakliklarda embriyolar i¢in daha toksik
etkili olabilmektedir (Gordon 2003; Hasler 2002). Benzer sekilde diisiik
sicakliklarin yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan toksisitesine karsi koruma

sagladigi bilinmektedir (Wowk, 2010).

Sigirlarda 7. giin ekspanded blastositlerin taze veya kriyoprezerve
olmalarima bakilmaksizin transfer sonrasi yiliksek gebelik oranlart verdigi
bildirilmektedir (Marsico ve ark., 2019). Ekspanded asamasina 7. giinde olusan
embriyolarin diger asamadaki embriyolara gore daha yiiksek gelisim yeterliligine
sahip oldugu diisiiniilmektedir (Marsico ve ark., 2019; Pero ve ark., 2018). Vitrifiye
edilen ekspanded blastositlerin ¢ézdiirme sonrasi 48. saatteki hatching/hatched
oranlart %59,9 (Caamafio ve ark., 2015), %78,1 (Punyawai ve ark., 2015), %82
(Valente ve ark., 2024), %85,9 (Dos Santos ve ark., 2023), %89 (Nunes ve ark.,
2024), %93,2 (Inaba ve ark., 2011) oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte vitrifiye
edilen 6. ve 7. gilin embriyolar (morula, erken blastosist ve blastosist)

cOzdiiriildiikten sonra 48. saatteki hatching orami %77,3 oldugu bildirilmistir
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(Vargas Reyes ve Chacon Jaramillo, 2016). Vitrifiye edilen 7. giin blastosist ve
ekspanded blastosistlerin ¢ozdiiriildiikten sonra 48. saatteki hatching oran1 %74
oraninda oldugu bildirilmistir (Oliveira ve ark., 2020). Sunulan ¢alismada
cogunlugu blastosist ve ekspanded blastosistlerden olusan 1. kalitede 7. ve 8. giin
embriyolarin 48. saat hatching/hatched oranlari, OPS’de %36 ve MP’de %60
bulunmustur. Yukarida ekspanded blastosistleri vitrifiye eden arastirmacilarin
oranindan diisilk bulunmasmin nedeni sunulan g¢alismada sadece ekspanded
blastosistlerin kullanilmadigindan kaynakli olabilir. Diger arastirmacilardan
(Oliveira ve ark., 2020; Vargas Reyes ve Chacon Jaramillo, 2016) diisiik
bulunmasinin nedeni ise bu ¢aligmada 7. ve 8. giin embriyolarin kullanilmasindan
dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. /n vitro iiretilen 8. giin blastosistlerin toplam hiicre
sayis1 ve i¢ hiicre kiitlesi sayilari, 6. ve 7. giin blastosistlere goére dnemli derecede
diisiik bulunmustur (Van Soom ve ark., 1997). Vitrifiye edilen 7. glin embriyolarin
cozdiirme sonrasi hatching oranlari, 8. giin embriyolarina gore daha yiiksektir
(Goémez ve ark., 2020, Martinez-Rodero ve ark., 2021). Yukaridaki tiim
arastirmacilar vitrifiye edilmeyen embriyolarin hatching orani vermedigi i¢in ¢ok
saglikl1 karsilastirmalar yapmak miimkiin olmamaktadir. /n vitro kiiltiir ortaminda
embriyolarin gelisim hizi 6nemli bir kalite gostergesi olmaktadir. Fertilizasyonun
7. gliniinde ekspanded blastosist asamasina gelisen embriyolar vitrifikasyon
sonrasinda da yiiksek canlilik ve gelisim yetenegi gostermektedir (Marsico ve ark.,
2019). Embriyolarin kalite siniflandirilmasinda sadece morfolojik goriiniimleri

degil gelisim hizlar1 da g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde teknolojik gelisimlere paralel olarak IVP embriyolarin {iretim
maliyetlerinin giderek azalmasi hayvancilik alaninda daha yaygin kullanimina
olanak saglamaktadir. IVP embriyolarin klasik yavas dondurmayla basarili bir
sekilde saklanamamasi saha kullanimini sinirlayan en 6nemli faktorlerden biridir.
Yeni ultra hizli vitrifikasyon teknikleri bu soruna giincel bir ¢6ziim sunmaktadir.
Giliniimiizde bir¢ok vitrifikasyon gereci iiretilip ticari olarak satilmaktadir. Bu
gerecler, beseri sisteme uygun olmakla birlikte hayvancilik alaninda kullanim igin
ekonomik bulunmamaktadir. Arastirmamizdaki modifiye payet sistemi bu
gereclere ve kontrol grubuna benzer basari orani saglarken ¢ok daha uygun maliyeti
ile s1g8ir embriyolarinin vitrifikasyonu i¢in uygun bir ¢6ziim olma potansiyeline
sahiptir. Bu MP gerecinin payet i¢inde ¢Ozdiirmeye uygun olmasi gelismis
laboratuvar imkanlarina ihtiyag duymadan saha sartlarinda kullanilabilirligini

artirmaktadir.

-MP gereci OPS’e gore yiizdesel olarak yiliksek hatching sonuclar
vermesine ragmen ¢alismadaki embriyo sayisinin diisiikligline bagl olarak bu fark
istatistiksel olarak ispatlanamamistir. Gelecek calismalarda daha yiiksek sayida
embriyo kullanilarak bu teknigin basarisina dair daha kapsamli ¢aligmalarin
yapilmasi gereklidir. Ayrica vitrifikasyon sonrasi embriyolarin transfer edilerek

gebelik oranlarinin degerlendirilmesi gergek basariy1 ortaya koyacaktir.

-MP tekniginin uygulamas1 OPS’e gbre zor oldugu icin belli bir el becerisi

kazanildiktan sonra kullanilmasi uygun olacaktir.

-Sahada vitrifiye embriyolarin yayginlasmasi i¢in karmasik islemler

gerektirmeyen basarili bir vitrifikasyon tekniginin gelistirilmesi gereklidir.
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