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Ozet

Pet hayvanlarinda biyoteknolojik ¢alismalar son yillarda hiz kazanmaya baglamistir. Kopeklerde basarisiz yardimer tireme teknikleriyle ilgili olusan
sorular, muhtemelen kopek tiirlerinin reproduktif fizyolojisine ait yetersiz bilgiden kaynaklanmaktadir. Fakat diger taraftan pet biyolojisindeki uygu-
lamalar, insan hastaliklar: i¢in model olusturmaktadir. Bunun 6tesinde gamet kriyopreservasyonunun gelismesi, nesli titkenmekte olan tiirlerin
korunmasi ve genetik banka olusturulmast i¢in 6nemlidir. Bu ¢alismada, kopek oositlerindeki diisiik maturasyon oranlarina ragmen, partenogenetik
aktivasyonun etkileri vitrifiye oositlerde test edildi.

Kopek oositleri, Yildirim Belediyesi Sokak Hayvanlar1 Bakim ve Rehabilitasyon merkezinden alinan, 20 adet saglikli kopekten toplandi. Ovaryum-
larin tekrarh par¢alanmasindan sonra, segilen COCs (kumulus oosit kompleksleri), 5% CO?2 inkiibatorde, mineral yagla kaplanmis 500 ul TCM-199
iceren dort-gozlii petrilerde, 39°Cde, 72 saat boyunca maturasyona birakildi. Maturasyondan sonra oositler, 0%, 10%, 20% etilen glikol i¢eren 50
ml PBl i¢inde sirastyla, 10, 10 dakika ve 30 saniye muamele edildi. Oositler, 30 ul VS3 igeren kriyoviallere yerlestirilerek siv1 nitrojende donduruldu.
Bu grubun oositleri (n=257) “itrifiye oosit-VO’ olarak gruplandi. Cézdiirme sonrasinda, oositler ionomisinle 5 dakika ve sikloheksimid ile 3 saat
muamele ederek partenogenetik aktivasyona birakildi. Sonrasinda oositler 72 saat kiiltiire edilerek niikleer maturasyon degerlendirildi. Kontrol
grubu olarak kullanilan oositler (n=257), ‘non vitrifiye oosit-FO’ olarak gruplandirildi. Maturasyondan sonra, oositler direkt olarak ionomisin ve sik-
loheksimid ile muamele edilerek aktivasyona birakildi ve 72 saat kiiltiire edildi. Tiim oositler Hoechst33342 ile 30 dakika boyandiktan sonra niikleer
maturasyon oranlar1 mikroskopta degerlendirildi.

Maturasyon oranlar1 (MI+MII) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (p>0,05). Gruplar arasinda GV, GVBD, MI, ve MII oran-
larinda da istatistiksel fark bulunmadi (p>0,05).

Maturasyon sonrasinda, vitrifiye képek oositlerinde partenogenetik aktivasyona bagli niikleer degerlendirmeye ¢calismasi bulunmamaktadir. Fakat
bu uygulamada elde edilen diisiik maturasyon oranlarinin, ileri molekiiler ¢alismalarla agiklanmasi gerektigi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Kopek oositleri, vitrifikasyon, in vitro maturasyon, partenogenetik aktivasyon

Effect of Parthenogenetic Activation on Vitrified Canine Oocytes
Abstract

Biotechnological research in pet animals has been run up in recent years. Raised questions about unsuccessful assisted reproductive technologies
in canids are probably related to poor information in the reproductive physiology of canids. But on the other hand, applications in pet biology are
accepted as a model for human diseases. Apart from this, the development of gamete cryopreservation is an important tool for genetic banking and
conservation of endangered species. In spite of the low maturation rates of canine oocytes, the results of parthenogenetic activation were tried to
maturated and vitrified-warmed canine oocytes in this study.

Oocytes were collected from 20 healthy bitches at Yildirim Municipality Stray Animals Sterilization and Rehabilitation Center. After slicing of ova-
ries, selected (COCs) cumulus-oocyte complexes were maturated for 72 h at 39°C in four-well petri dishes containing 500 pul TCM-199 under min-
eral oil in a 5%CO2 incubator. After maturation, oocytes were exposed to 50 ml PBI containing 0%, 10%, 20% ethylene glycol for 10, 10 minutes, and
30 seconds, respectively. They were vitrified in cryovials containing 30 pl VS3 in liquid nitrogen. The oocytes in this group (n=257) were grouped as
‘vitrified oocyte-VO. After warming, the oocytes were parthenogenetically activated with ionomycin for 5 minutes and followed by cycloheximide
for 3 h. Oocytes were then cultured for 72 h and assessed for nuclear maturation. The oocytes (n=257), grouped as ‘non-vitrified oocytes-FO’ were
used as the control group. After maturation, oocytes were directly incubated with ionomycin and cycloheximide for parthenogenetic activation and
cultured for 72 h. All oocytes were stained with Hoechst33342 for 30 min and nuclear maturation rates were assessed using a microscope.
Maturation rates (MI+MII) between groups had not been found statistically different (p>0,05). GV, GVBD, MI, and MII rates were also not statisti-
cally different between the two groups (p>0,05).

To our knowledge, there is no information available about the influence of parthenogenetic activation on nuclear maturation after the vitrification of
maturated canine oocytes. However, low maturation rates should be clarified by further molecular studies.
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Giris

Yardimci iireme teknikleri, primatlar, domuz, inek ve kii-
¢iik ruminantlarin dahil oldugu birgok tiirde basari ile ge-
listirilmis ve uygulama alan1 olusturmustur."* Fakat kopek
oositlerinin in vitro maturasyon oraninin diisiik olmasr ile-
ri galigmalarin yapilmasina kisitlamalar getirmektedir. Bu
durumun, diger tiirlerden farkli olarak, kopeklerin repro-
duktif karakteristikleri ile iliskili oldugu diisiinilmekte-
dir.>¢ Kopeklerde morfolojik olarak germinal vezikiil (GV)
olarak tanimlanan immatur oositler ovule olur ve matu-
rasyon ekstraovaryan dokuda, post-ovulasyon 48-60 saat

arasinda tamamlanir.” 1

Kopek oositlerinin maturasyon oranlari tatmin edici dii-
zeyde olmasa da, bu tiirler i¢in gen bankas1 olusturulmasi
ve nesli tiikenen tiirlerin korunabilmesi i¢cin gamet kriyop-
rezervasyonu Onem tagimaktadir®'' Gamet ve embriyo
vitrifikasyonu, uygulama kolaylig1 ve hiicre sag kalim dii-
zeyinin iyi olmasindan dolay: ¢okea tercih edilmektedir.'?
Oositlerin dondurularak saklanmasinin yaninda, ovaryan
korteks ya da ovaryumlarin dondururulmas: da miimkiin-
diir. Bu sayede primer ve primordiyal folikiillerden olusan
biiyiik havuzun fertil oositleri gelecekte kullanilabilmekte-
dir. "> Kopek oositleri germinal vezikiil (GV) asamasinda
dondurulur ve ¢ozdiriilditkten sonra maturasyonu yapila-
bilir ya da metafaz II asamasinda olgun halde dondurulur
ve ¢ozdirildiikten sonra kullanilir. ** Qositler, spermayla
karsilastirildiginda daha biiyiik hiicreler oldugundan fark-
Ii kriyotolerans1 vardir ve kriyoprotektan soliisyonlarla
dondurulmasinda ozmotik basinca ulasabilmesi icin daha
uzun siireye ihtiya¢ duyarlar. Oositler zona pellusida ile
gevrili oldugundan permeabilitesi spermaya gore farkli
olup plazmatik membran yalnizca hiicre ¢evresinde olur.
2 Qositlerin ve ovaryan dokularin dondurulmasinda vit-
rifikasyon yontemi buz kristalleri olusturmaksizin, camsi
katilasmaya neden olarak, hiicrelerin bu siiregte zarar gor-
mesine engel olmaktadir.”

Maturasyon/M-faz destekleyici faktoriin aktivasyonu
(MPF) 6nemli bir mayoz hiicre siklus regiilatorii olup, ger-
minal vezikiil breakdown (GVBD) ve hiicre iskeleti/kroma-
tin olusumu organizasyonlarini indiikler."*'® Mitoz I (MI)
ve mitoz IT (MII) asamalarinda, MPFnin belirgin derecede
artis;, kopek oositlerinin mayotik siireci baslatmasinda
onemli role sahip oldugu agiklanmistir.'* MPF, MII fazinda
yiiksek konsantrasyonda tutulur ve sonraki niikleer gelis-
me sperm iliskili aktivasyona baglidir."”'® Bu da laboratu-
var sartlarinda partenogenetik aktivasyonla taklit edilir.
Fertilizasyon esnasinda spermatozoon penetrasyonundan
sonra oldugu gibi, partenogenetik aktivasyon metotlarinin

71

temel prensibi intraselliiler serbest kalsiyumun salinimina
dayanir.’®" Partenogenetik aktivasyon ve mayotik baglan-
gi¢ laboratuvar ortaminda Ca-EDTA, ionomisin, siklohek-
zimid ve elektrik stimiilasyonu ile kopek oositlerinde test
edilmistir.>'** Fakat in vitro maturasyon sonrasinda vitri-
fikasyonla dondurulan képek oositlerinin, partenogene-
tik aktivasyon testleri yapilmamistir. Bu nedenle sunulan
calismada, in vitro maturasyon sonrasinda vitrifiye edilen
kopek oositlerinin, kalsiyum ionofor ve siklohekzimid ile
partenogenetik aktivasyonu sonrasinda mayotik baglang-
ca etkisinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Materyal ve Metot

Ovaryumlarin ve oositlerin toplanmasi

Yildirim Belediyesi Sahipsiz Hayvan Barmagrnda rutin
ovariohisterektomi sonrasinda melez irk ve yaglar1 or-
talama 4-6 arasinda degisen 20 kopekten toplanan ovar-
yumlar ¢aligmada kullanildi. Ovaryumlarin laboratuvara
transportu, operasyondan sonra ortalama 1 saat icinde,
37°Cde ve PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) i¢inde ger-
geklestirildi. Ovaryumlar, petri kutular: i¢inde tekrarh di-
limlenerek 0.25 mM sodyum piruvat, 3 mg/mL BSA-Frac
V, 100 U/mL penisilin igeren TL-HEPES yikama soliisyonu
(stop soliisyon) ile yikandi ve kumulus oosit kompleksleri
(COCs) elde edilmeye ¢aligildi.

In vitro maturasyon (IVM)

Dort katli kumulus hiicrelere, koyu pigmentli ooplazmaya
ve bozulmamis zona pellusidaya sahip COCs’lar secildi ve
maturasyon kiiltiiriine alind1. In vitro maturasyon, 0.5 ug/
mL FSH (folikiil uyarict hormon), 5 pg/mL LH (luteinize
edici hormon), 0.2 mM sodyum piruvat, 10 % FCS (fetal
buzagi serum) ve 25 pg/mL gentamisin siilfat ile zenginles-
tirilmis TCM 199 medyumunda yapildi. In vitro maturas-
yon medyumu igeren dortlii petri kaplari igine 30-40 oosit
transfer edilerek tizerlerine 500 pl mineral yag eklendi ve
oositler 39 °C ve 5% CO2’lik etiivde 72 saatlik inkiibasyona
birakild1.

In vitro maturasyon sonrasinda, oositler rastgele 2 gruba
ayrildi. Vitrifiye oositler (VO, n=257) in vitro maturasyon
sonrasinda vitrifiye edildi, ¢6zdiiriildii ve partenogenik ak-
tivasyona birakildi. Non-vitrifiye oosit grubu (FO, n=257)
in vitro maturasyon sonrasinda partenogenik aktivasyona
birakild1 ve ¢aligmanin kontrol grubu olarak kabul edildi.

Oositlerin vitrifikasyonu ve ¢ozdiiriilmesi

Oositler, ¢evresindeki kumulus hiicrelerinin uzaklastiril-
mast igin 100 pl TL-HEPES i¢inde hazirlanan 300 IU/ml
hiyaluronidaz ile muamele edildi. Denudasyon i¢in topla-
nan oositler, 5 dakika vortekslenerek, 3 kez TL-HEPES’te
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yikand ve hizlica vitrifikasyon soliisyonlarindan gegirildi.
VS1, VS2 iginde 5er dakika ve VS3 i¢inde 30 saniye bekle-
tilen oositler, hizlica kriyoviyaller igine alinarak siv1 nitro-
jene alindi. Ortalama 7-10 giin boyunca siv1 azotta kalan
kriyoviyaller, ¢ozdiirme islemi i¢in 37°Cde 1 dakika bek-
letildi ve hizlica oositlerin hiicre biiziilmesine engel olmak
i¢in 3 dakika 1 M siikroz soliisyonunda bekletildi.

Partenogenetik Aktivasyon

Cozdiiriilen oositler TL-HEPES iginde 5 uM kalsiyum io-
nofor (ionomycin) ile hazirlanan partenogenetik atktivas-
yon soniisyonunda 5 dakika inkiibe edildi. Takiben 30 mg/
ml BSA (bovine serum albumin) iceren TL-HEPES icinde
5 dakika bekletildi.> Ionomisinle muamele edilen oositler
10 pg/ml siklohekzimide (CHX) iginde 3 saat bekletildi.
Hemen ardindan, 3.3 mg/mL BSA (FAF-fatty acid free),
11.1 pL/mL sodyum piruvat ve 0.5 pL/mL gentamisin-
le zenginlestirilen TCM-199 igine alinarak, 39°C ve 5%
CO2’lik etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakildi.

Nukleer Maturasyon Oranlarinin Degerlendirilmesi
Hoechst 33258 floresans DNA boyasi 10 pg/mL konsant-
rasyonda PBS icinde hazirlandi. Nukleer maturasyon de-
gerlendirilmesi i¢in oositler 1 % v/v Hoechst 33258 dam-
laciklart i¢inde 30 dakika karanlik inkiibatérde bekletildi.
Oositler, dort damla parafin ile desteklenen lamel ile kap-
land1 ve 350/461 nm dalga boyu filtreli (Olympus BX51,
Japonya) floresan mikroskop kullanilarak incelendi. Niik-
leer morfoloji Germinal Vezikiil (GV), Germinal Vezikiil
Breakdown (GVBD), Metafaz I (MI), ve Metafaz II (MII)
olarak siniflandirildi.

Istatistiksel Analiz

[statistik analizleri igin IBM SPSS 23.0 programi kullanild:
ve anlaml farkliliklarin yorumlanmasinda p degeri 0,05
olarak hesaplamalara dahil edildi. Veriler, Mann-Whitney
U yontemi ile analiz edildi.

Sonuglar

In vitro maturasyon oranlarinin (MI+MII) gruplar arasin-
da benzer oldugu ve istatistiksel olarak fark olmadig: be-
lirlendi (p>0,05). Yine gruplar arasinda GV, GVBD, MI, ve
MII oranlarinda istatistiksel fark bulunamadi (p>0,05). Bu
sonuglara ait detayli veriler Tablo 1 ve 2'de verilirken, mik-
roskop altinda oositlerde gozlenen 4 farkli nukleer morfo-
loji goriintiileri Figiir 1'de gosterildi.
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Tablo 1. Gruplar arast GV, GVBD, MI ve MII oranlari (p>0,05)

GV GVBD MI MII
FO 34 (%13,23) 212 (%8249) 9 (%3,50) 2 (%0,78)
VO 50 (%19.46) 193 (%75,10) 13 (%5,06) 1 (%0,39)

VO-Vitrifiye oosit; FO-Non-vitrifiye oosit; GV-Germinal Vezikiil;
GVBD-Germinal Vezikiil Breakdown; MI-Metafaz; MII- Metafaz

Tablo 2. Gruplar arast MI ve MII oranlari (p>0,05)

Grup Non-Vitrifiye Oosit (FO)
11 oosit (%4,28)

Grup Vitrifiye Oosit (VO)
14 oosit (%5,44)

VO-Vitrifiye oosit; FO-Non-vitrifiye oosit

@

D
#
%
¢

Figiir 1: Hoechst 33342 ile boyama sonrasinda mikroskopta gozlenen

kopek oositleri

A: Germinal Vezikiil

B: Germinal Vezikiil Break Down
C: Metafaz I

D: Metafaz I1

Tartisma ve Sonug

Kopek tiirlerinde in vitro embriyo iiretimi, kriyopreser-
vasyon yada nukleus transferi ¢alismalarinin sinirli olarak
devam etmesinin en oénemli nedeni olarak in vitro matu-
rasyonun basarisinin diigitk olmasi gorilmektedir.* In
vitro maturasyon gelistirme ¢alismalar1 devam ederken
reproduktif biyoteknolojinin vazgecilmez bir pargasi olan
oosit kriyoprezervasyonuna iliskin ¢aligmalar da hiz ka-
zanmustir. Bu ¢alismada in vitro maturasyondan sonra vit-
rifiye edilen kopek oositlerinin, partenogenetik aktivasyon
sonrasi nukleus maturasyonu degerlendirilmistir.

Calismada toplanan oositlerin tamamu in vitro maturasyon
siirecine alinmuistir. Rastgele ayrilan oositlerin yarisi vit-
rifikasyondan sonra 7-10 giin icinde ¢ozdiiriilerek parte-
nogenetik aktivasyona birakilmustir, diger yarisi ise direkt
aktivasyona alinmistir. Aktivasyon sonunda (VO) oositle-
rinin %75.10’u (193 adet) GVBD, %5.06%1 (13 adet) MI ve
%0.39u (ladet) MII asamalarina girmistir; %19.46’s1 (50
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adet) GV asamasinda kalmistir. Kontrol grubunun (FO)
oositlerinin %82.49’u (212 adet) GVBD, %3.50%i (9 adet)
MI ve %0.78°%1 (2 adet) MII asamalarina girmistir; %13.23’ii
(34 adet) GV agamasinda kalmistir. Caligmalarda, vitrifi-
kasyonun iki sekilde yapilabilecegi bildirilmistir. Oositle-
rin toplanmasinin ardindan GV asamasinda dondurulup,
¢ozdiriildiikten sonra maturasyona alinmasi yada matu-
rasyon agamasint takiben dondurulup ¢ozdiiriildiikten
sonra kullanilmasidir.”? Calismamizda ikinci metod kul-
lanilarak, maturasyon agsamasindan sonra vitrifiye edilmis
oositler aktivasyonda kullanilmistir.

Calismada partenogenetik aktivasyon ionomisin ve siklo-
heksimid ile yapilmistir. Ionomisin intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonunu artirarak oosit aktivasyonunu baglat-
mak i¢in kullanilir.** Sikloheksimid glutaramid antibiyotik
olup, protein sentez inhibitorii olarak oosit aktivasyonuna
olumlu etkilerinden dolay: kullanilmaktadir.>**** Basitce
MPFnin siklin B alt birimini degrade etmek i¢in kulla-
nilmaktadir.?® Kopek oositlerinde ionomisin ve siklohek-
simidin birlikte kullanimiyla partenogenetik aktivasyon
sonrasi degerlendirilmistir. Ionomisinin tek kullaniminin,
kombinasyondan daha basarili sonu¢ verdigi ve GVBD,
MI, MII asamalarindaki oositlerin istatistiksel olarak an-
lamli oldugu belirtilmistir.> (Song ve ark., 2010). Ionomisin
uygulanan toplam 121 oositten 27’si GVBD, 41’1 MI ve 24
tanesi MII agamasinda belirlenmistir. Ionomisin ve siklo-
heksimid kombinasyonunda ise toplam 112 oositten 45’i
GVBD, 19’u MI ve 13 tanesi MII diizeyinde kalmistir.” Bu
sonuglarin ¢aliymamiz sonuglarina gore oldukga yiiksek ol-
dugu goriilmektedir. Calismanin in vitro maturasyon asa-
masinda maturasyon kiiltiire katilan bitylime faktorlerinin
bu farki yarattig1 diisiiniilmektedir. Inek oositlerinde sik-
loheksimidin mayozu durdurdugu bilgisine paralel olarak,
kopek oositlerinde de benzer etki olabilecegi belirtilmistir
ve ¢alisma sonuglarimiz da bu sonucu desteklemektedir.>*

Oositlerin GV agamasinda vitrifiye edilmesinden sonra
maturasyona birakilan oositlerin nukleus maturasyonu
degerlendirilmis ve sonuglar vitrifikasyonun mayotik ma-
turasyona baslamada olumsuz etkileri oldugu ileri siiriil-
miistiir. Ancak MI ve MII asamalarina ulagan oosit sayisi
arasinda istatistiksel fark bulunamamigtir. Transmisyon
elektron mikroskobu ile vitrifiye oositler incelendiginde
mayozun baslatilmasinda 6nemli olan kortikal raniiller,
mitokondri, diiz endoplazmik retikulum gibi yapilarin
zarar gordigi belirtilmistir.'! Oosit dondurmada en etki-
li yontemi olusturabilmek i¢in hayati gelisme protokolle-
rinin hazirlanmasinin 6nemi vurgulanmistir.! Caligma-
mizda maturasyon sonrasi vitrifikasyon yapildigindan ve
konu ile ilgili bagka literatiir bulunamadigindan sonuglar
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karsilagtirllamaktadir. Ancak disitk MI ve MII oranlarina
ragmen gruplar arasinda anlamli fark olmamasy, vitrifikas-
yonun nukleer maturasyona olumsuz etki yaratmadigini
diisiindiirtmektedir. Buna iliskin olarak, gonadotropinlerle
hazirlanmis maturasyon medyumlar1 kullanilan bu ¢alis-
mada, maturasyon dncesi ve sonrasinda oositlerin vitrifiye
edilmesi, takibinde meydana gelen degisikliklerin molekii-
ler diizeyde degerlendirilmesinin yararl olabilecegi diisii-
niilmektedir.

Ionomisin ve sikloheksimid ile yapilan in vitro maturas-
yon oranlarinin yitksek oldugu dikkati ¢ekmektedir.’ Ca-
lismamizda alinan diisiik oranlarin bu sonuglarla paralel
degerlendirilmesi gerektigi kanisindayiz. Calismada in vit-
ro maturasyon degerlendirilmesi yapilmadan aktivasyon
yapilmistir. Muhtemelen diger ¢aligmalardan farkli olarak,
sadece hormon katkilar1 kopek oositleri igin yeterli olama-
mustir. Gonadotropik hormonlarin in vitro maturasyona
onemli katkis1 oldugu bildirilmistir. Nukleer maturasyo-
nun tamamlanmasinda cAMP konsantrasyonundaki degi-
simler MPF’nin aktivitesini kontrol etmektedir. cAMP’nin
artmas1 FSH ve LH’ya cevap olarak mayotik baglangicini
belirlemektedir.”**>* FSH ayn1 zamanda mayotik yeterlili-
gin 6nemli bir parametre olarak kabul edilen kumulus hiic-
re ekspansiyonuna pozitif etkileri vardir.* FSH ve LH'nin
tek bagina ve birlikte kullanilan medyumlarla yapilan ¢alis-
malardan mayoz baslangi¢ orani en yiiksek %59 oraniyla
en yliksek FSH+LH kombinasyonunda elde edilmistir."
Ancak calisma sonuglarimizdan da anlagilabilecegi gibi,
gonadotropik hormon katkilarinin tek bagina yeterli ol-
madig1 gériilmektedir. Biiyiime faktorleri ve antioksidan-
lar gibi katki maddeleri katilarak maturasyona birakilan
oositlerin aktivasyona alinmalar1 sonucunda daha basarili
oranlara ulagilabilecegi kanisindayiz.

Gamet hiicrelerinin uzun siire saklanabilmesine olanak
saglayan dondurma teknolojisi ilk kez spermatozoon ile
baslatilmistir.** Kriyoprotektanlarin donma esnasinda ge-
lisen soguk sokuna karsi koruma sagladig: ve kriyoprotek-
tanlarin optimum katim oranlar: tiire 6zgii oldugu bildiril-
mistir.”> OQosit ve embriyonun basarili kriyoprezervasyonu,
dondurma-¢ozdiirme siireglerinde meydana gelen kriyo-
injuri oranina baghdir. Sitoplazmadaki yiiksek lipid ice-
riginin islemler esnasinda geri doniigsiiz probleme neden
oldugu inek, domuz ve 6zellikle diger tiirlere gore ¢ok yiik-
sek lipid belirlenen képek embriyolarinda bildirilmistir.**

Kopek oosit vitrifikasyonu i¢in ya ovaryum dokusu ya da
GV asamasindaki oositlerin kriyoprezervasyonu tercih
edilmistir.'"**>* GV asamasinda yapilmis iyi dondurma
ve saklama siireglerinin kopek iiretiminde daha avantajli
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oldugu, kopek oositlerinin fizyolojik farkliliklari ve in vitro
maturasyon oranlarinin diisiik olmasindan dolay1 bu uy-
gulamanin daha iyi sonuglar verebilecegi dikkati cekilmek-
tedir. Ayni vitrifikasyon metodunun oosit igeren ovaryum
dokularinin kullanilmasinda yine ayn1 avantaja sahip oldu-
gu bildirilmigtir.* Inek ve domuz oositlerinde, kromozom-
lar1 tutan aglarin depolimerizasyonu, metafaz-2 asama-
sinda dondurma siirecinde geri doniigsiiz olugsmustur.’”**
Kopek oositlerinde ise boyle bir patoloji bildirilmemistir.
Caliymamizda yukaridaki bilgilerin aksine maturasyon
sonrast oositler vitrifiye edilmistir. Kedilerde maturasyon
sonrasi vitrifiye oositler ile ¢aligmalar bulunmaktadir an-
cak kopek oositleriyle yapilmis bir ¢aligmaya rastlanma-
mustir. % Caligmamizda vitrifikasyonun, non-vitrifiye
oosit oranlariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Ancak maturasyon sonrasit muh-
temel kriyoinjuriye ait bilgilere ulagilabilmesi i¢in ek ¢alis-
malar ihtiyag oldugu kanisindayz.
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