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GiRIS

Ceren Yaman?!, Mehmet Borga Tirpan?

oz

Uluslararasi birgok kurulug nesli tiikenmekte olan ve koruma altina alinan hayvan tirlerinin gen
kaynaklarini koruyabilmek amaciyla, bu konu Uzerine yapilan ¢alismalara destek olmaktadir. Yardimci
treme tekniklerinin gelisen teknoloji sayesinde kullanim alaninin artmasi, bu amagla yirdtilen bilimsel
arastirmalarda genetik ilerlemenin saglanarak genetik c¢esitliligin  korumasinda biyuk ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu baglamda kriobiyoloji alaninda kaydedilen gelismeler dislk sicakliklarda hcrelerin
saklanabilmesine olanak saglamistir._Hucresel bazda membransel yapilar dustik sicakliklara son derece
duyarli olmasina ragmen uygun kriyoprotektanlar kullanilarak yapilan dondurma islemleri son derece
basarili sonuglar elde edilmesini saglamistir. Bunun yaninda dokularin dondurulmasi hicrelerin
dondurulmasina gore kriyoprotektanlar ile direkt temasin saglanamamasi nedeniyle dezavantaja sahiptir.
Ancak kriyobiyolojideki gelismeler sayesinde bu alanda yapilan ¢alismalarda ilerlemeler kaydedilmektedir.
Ovaryum ve testis dokularinin dondurulmasi, 6zellikle ergenlige erismemis gengler, kemoterapi veya
radyoterapi goren hastalar, genetik bir nedenden dolayi tireme organlarinda sorunlar olan bireyler ve nesli
tikenmekte olan hayvanlar agisindan 6nemlidir. Bu amagla aygir, tavsan, fare, koyun, inek, hamster,
domuz, sigir ve ingalarda ¢alismalar yapilmistir. Sonug olarak Greme hicreleri ve dokularinin dondurulma
asamalarindaki bu ilerlemeler ve arastirmalar insanlarin ve hayvanlarin nesillerini devam ettirebilmeleri,
genetik gesitliligin ve ilerlemenin saglanmasi agisindan buyiik 6neme sahiptir.

Anahtar kelimeler: Doku dondurulmasi, kriyobiyoloji, ovaryum, testis

ABSTRACT

International expansion will preserve the genetics of endangered and conserved animal species,
supporting studies on this issue. By using the technology of assisted reproductive techniques, scientific
advances have been made in the field of activation technology, management of this information, and great
progress has been made in conserving genetic diversity by ensuring genetic progress. This sequence is
provided in the field of cryobiology where cells can be stored at a low temperature recorded. Suitable
cryoprotectants suitable for the possibility of being extremely sensitive to low temperatures on the cellular
basis membranous structures are made here, resulting in extremely successful results from a distance. In
addition, freezing of tissues has the disadvantage of establishing direct contact with cryoprotectants
relative to freezing of cells. However, progress has been made in studies in this area of cryobiology.
Freezing ovarian and testicular tissues, accessing the puberty of content, young people, chemotherapy or
radiotherapy, sometimes genetically born individuals with reproductive organs and endangered people. In
this month, stallions, rabbits, mice, sheep, cows, hamsters, pigs, cattle and engineers are found. As a
result, these advances and researches in the reproductive environment and in the freezing stage of the
tissues and the ability of the animals to sustain their generations are the first major characteristics of
genetic diversity and progress.

KEY WORDS: Cryobiology, ovarium, testis, tissue freezing.

Son yillarda birgok hayvan turiinin, yok oldugunun ve/veya
edildigi
arastirmalar yapilmistir. Bu nedenle uluslararasi dogayi

neslinin  tilkenmek (zere oldugunun tespit
koruma birligi (IUCN) hayvan tirlerini koruma komisyonu,
1996 vyili verilerine dayanarak yazdigl raporda, su an
dinyada bulunan tirlerin %25’ inin yok olma tehlikesiyle

karsi karsiya oldugunu, 26 memeli tirlinin 24’ Gnin yok

olmaya cok yakin oldugunu ve gectigimiz 100 yil icerisinde
1000 kadar
Birlesmis milletler (BM) blinyesindeki gida ve tarim orgiiti

tarin  neslinin  tikendigini  belirtmistir®2,
(FAQ) diinyadaki gen kaynaklarinin korunabilmesi igin
mimkin olan en ¢ok sayida evcil hayvan tiriinin

yetistiricilikte kullaniimasi gerektigini agiklamistir.
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Vahsi hayvan tirlerinin korunmasi igin ise, hayvanlarin,
yasadiklari bdlgenin ve g¢evrenin korumaya alinmasi,
dogal yasami koruma parklarinin olusturulmasi ve
mimkin oldugu kadar, sperma ve embriyo dondurulup
saklanmasi gerektigini belirtmistir. Bu amaglaydritilen
bilimsel arastirmalarla, ozellikle yetistiricilikte kullanilan
hayvanlara uygulanan suni tohumlama ve embriyo
transferi yontemleri sayesinde planlanan genetik ilerleme
ve genetik ¢esitliligi koruma g¢alismalarinda biylk
ilerlemeler kaydedilmigtir®4,

icinde bulundugumuz yiizyll Biyoteknoloji Cagi olarak
tanimlanmakta ve suni tohumlama diinyada uygulanmig
ilk reprodiktif biyoteknolojik ydntem olarak kabul
edilmektedir. Biyoteknolojinin bir calisma alani olan
gamet hicrelerinin hijyenik olarak elde edilmesi,
dondurulmasi ve saklanabilir 6zelliklerinin kegfedilmesi
insanlari klonlayabilmeye olanak saglayan bilgi birikimine
ulasmamizi  saglamistir®. Bazi  canh hicrelerin  ve
mikroorganizmalarin cok dasiik sicakliklara
dayanabildikleri ve ¢6zme islemi sonrasinda normal
fonksiyonlarina geri donebildikleri bilgisinden yola ¢ikarak
yapilan biyoteknolojik calismalarla bu bilim dalinin sinir
tanimaz gelisimine katkilar yapilmaktadir®.

Kriyobiyoloji

Kriyobiyoloji, dusuk sicakhgin organizmalar (izerindeki
etkilerini inceleyen bilim dalidir. Kribiyoloji bilim alani
ozellikle dondurma g¢alismalarinda kullanilan gonad
hiicrelerinin ¢6zim sonu fonksiyonel 6zelliklerini daha iyi
anlamamizi saglamistir®’. Kriyoprezervasyon islemi ilk kez
1776 yilinda, italyan fizyolog Spallanzani tarafindan
kurbaga, aygir ve insan spermalari {zerinde
uygulanmistir.  Spermalarin  karda dondurulmasinin
spermatozoonlari  oldirmedigi yalnizca gegici  bir
hareketsizlik yarattigi, bu yontemle dondurulan
spermalarda sicakhk arttikca hareketlilik tespit edildigi
bulunmus, 1938 yilinda da yayinlanmistir®.
Spallanzani’nin  bu bulusu, spermanin saklanmasi
siirecinin  baglangici  olarak nitelendirilmis* ve ilk
dondurulan hiicre spermatozoon olarak
adlandinlmistir™®.  Bu  kesiften sonra  gametlerin
dondurularak saklanmasi kriyoprezervasyon ile yapilmis
ve bu konudaki calismalarda biyik ilerlemeler
kaydedilmistir®. 1947 vyilinda da tavsan oositlerinin
kriyoprezervasyonu gerceklestirilmistir®. Bu dogrultuda
1977 vyilinda dondurulup c¢o6zilen fare oositleriyle
fertilizasyon ve canli dogumlar basariimistir. Vitrifikasyon
teknigi ise ilk olarak fare embriyolarinin dondurulmasinda
kullanilmistir'®. Doku dondurulma ¢alismalarina énciiliik
eden ve krioprezervasyonu bircok hayvan tirinde
basariyla yapilmakta olan spermanin dondurulma islemi
ozellikle genetik materyalin saklanabilmesi icin yogun bir

bicimde  kullaniimaktadir>*2,  Ureme organlarinin
dokularinin dondurulmasinda gelismeler kaydedilebilmesi
icin  Ozellikle sperma  dondurulmasinda  olusan
reaksiyonlar irdelemek énem tagimaktadir.t?
Spermatozoondaki  membransel  yapilar  (plazma
membrani, dis akrozomal membran ve mitokondri
membrani) ile oosit-embriyo membrani,
donma/¢oziinme islemine karsi son derece duyarlidir.
Membran yapilari akici mozaik tarzinda duzenlenmis
protein, glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali
fosfolipit katmanindan  olugmustur. Bu vyapilarin
termodinamik Ozellikte ve ylizde 65-70 oraninda
doymamis fosfolipitlerden (yag asidi) olusmasi,
membranlarin sogutulmalarinin sonucu olarak irreversibl
faz degisimine, sivi fazdan jel fazina ge¢gmesine neden
olmaktadir’®, Gelisen faz degisimi membran igi
enzimlerinin kinetiginde degisime yol agarak, ¢6ziim sonu
canliigini  azaltmaktadir®™®, Bu degisimler sonrasi,
stabilizasyonun bozulmasiyla da hiicrede soguk soku
gelismekte, bu durum terminolojide sogutma zarari
(cryoinjury) olarak adlandiriimaktadir. Ayrica
membranlarin doymamis fosfolipitlerce zengin olmasi,
lipit peroksidasyonuna karsi duyarhligl arttirmakta,
hiicrelerin kisa ya da uzun sireli saklanmasi sirasinda
hiicresel zarari dogurmaktadir!’’®, Qosit ve embriyoda
olusan bozulma ise, sitoplazmanin ve sitoplazmik
membranin fazla oranda lipit icermesinden dolayi
donma/¢oéziinme islemine duyarh olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, sitoplazmalarinda
miyotik aglari olusturan mikrotubul ve mikrofilamanlar,
ortamdaki disen sicakligin etkisiyle destabilize hale
gelerek soguk soku zararina neden olmaktadir®. 1949
yilinda Polge ve ark. gliseroliin kriyoprotektan 6zelligini
bulmasindan sonra bilimsel ve modern anlamda canl
hiicre dondurma calismalari baslamistir®1°,

GunlUmiizde Greme hiicreleri ve dokularinin basarili bir
sekilde dondurulup saklanabilmesi Yardimci Ureme
Tekniklerinin gelisimi agisindan biyilik 6nem tasimaktadir.
Her ne kadar tireme hiicreleri ve bunlari igeren dokularin
kriyoprezervasyonu son 50 yil igerisinde gelistirilmis
temel bilimsel prensiplere bagh olarak gerceklestirilse de,
sonuglari heniiz bilinmeyen ve gelistirilmesi gereken pek
cok teorik teknik de tartisiilma konusu olmaktadir®.
Hicrelere gore organlarin muhafazasinda karsimiza ¢ikan
en 6nemli sorun organlarin, hiicre veya dokulara gore ¢ok
daha kompleks olmalaridir. Viicudun hicreleri veya ¢ogu
dokusu, donmus bir halde muhafaza edilebilir, zira bu
hicrelerin bliyik bir kismi c¢evreyle dogrudan irtibat
halindedir. Bu ylizden hicreler bir bitin halinde
dondurulup ¢ozilebilirler. Organlarin ise ancak bir kisim
hiicreleri cevreyle aracisiz ~ temas halindedir.




Bu sebeple bir taraflari diger taraflardan daha hizli donar
ve sonugta esit zamanli olmayan bu donma yiziinden
bitiin organ tahrip olur 9-12°.

Organin hiicre ve dokulara gore boyutlarinin biyik
olmasi,  koruyucu  kimyevi maddelerin  donma
gerceklesmeden Once batin hiicrelere erismesini
engeller. Ayni sekilde erime aninda organdan bu
maddelerin arindiriimasi da glglesir. Eger bu kimyevi
maddeler bitilin hicrelere ulagsamaz veya siire¢ sonunda
organdan uzaklastirlamazsa organ o6lir. Ayrica bu tir
maddelerle organi muhafaza etmeye calismak da risklidir.
Miktarlarindaki artis hiicreler igin zehirleyici etki
yapabilir. Diger yandan dokular tek tip hiicreden tesekkil
etmistir ve bu hiicrelerin hepsi ayni anda donar. Organlar
ise degisik yapilardaki hicrelerden olusmustur. Her bir
farkh tip hicre, farkh sicakhkta donar. Bu yiizden
kriyobiyologlar gerek dondurma gerekse ¢ozdiirme
sireglerinde gegen sirelere ¢ok dikkat etmek
zorundadirlar®®, En son problem ise en gii¢ olanidir.
Dokular ve hiicreler donduklarinda bilim adamlari, hiicre
zarlarinin disinda bir miktar buzun olusacagi beklentisi
icine girerler. Gergekten de bu buzlar gorilir ve kimse
onlari o kadar fazla énemsemez. Ancak bu buzlar bir
organin icinde ortaya c¢ikarsa ciddi bir durum soz
konusudur. Organlar son derece dizenli yapilardir. Tek
tek hicrelerden meydana gelmis olmasina ragmen bu
hiicreler bir araya gelerek kompleks yapilar olustururlar,
bu yapilar da baska hiicrelerle irtibat halindedir. Buz bu
yapilari bozarak organi tahrip eder®.

Doku Dondurulmasi

Ovaryum ve testis dokularinin dondurulmasi, 6zellikle
ergenlige  erismemis gencler, kemoterapi veya
radyoterapi goren hastalar ve genetik bir nedenden
dolayi Gireme organlarinda sorunlar olan bireyler igin ve
bu bireylerin fertilitelerinin korunabilmesi igin buyuk
onem tasimaktadir. Yapilan c¢alismalar sayesinde doku
dondurulmasi konusunda bilyik asamalar kaydedilmistir.
Doku dondurulmasinin arastirmaya c¢ok acik bir konu
oldugu ve dondurulma prosedirlerinin gelistirilmesi
gerektigi vurgulanmaktadir®. Hayvanlar lzerinde yapilan
hem ovaryum hem de testis implantasyon calismalari
basariyla  uygulanmistir®?l.  Sperma ve embriyo
dondurulmasindaki basarinin ve elde edilen gebeliklerin
yapilacak arastirmalar sonucunda doku dondurulmasinda
da elde edilebilecegi  6ngorilmektedir. Doku
dondurulmasinda yavas dondurma teknigi en c¢ok
kullanilan metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla

birlikte dimetil siilfoksit (DMSO) ve propanediol- siikroz
en ¢ok kullanilan kriyoprotektanlar olarak
belirtiimektedir??.

Ovaryum Dokusunun Dondurulmasi

Ovaryum dokusunun folikulleriyle birlikte dondurulmasi
son zamanlarda galisilan bir yéntemdir. Kanserli hastalar
ya da otoimmun hastaliklari bulunan bireyler igin
fertilitenin korunmasi amaciyla organlarin dondurulma
islemi yapilmaktadir’*. Bu amagla dondurma, graft ve
kiltir ortamlarinin  hazirlanmasinda model olarak
hayvanlar kullanilmistir. Model olarak kullanilan en
basarili hayvan tiri olan farenin elde edilmesi ve
manipllasyonu kolay, foliklilogenezis periyodu
kisadir’®, Diger bir model ise koyundur. Koyun hem
fizyolojik hem de yapisal olarak insana en yakin olan
modeldir?*?>,  Ovaryum  dokusunun  dondurulmasi
oositlerin iginde bulundugu primordial follikillerin
topluca bir doku halinde dondurulmasini saglayan
deneysel bir metottur®2527.2 primordial follikiller
yumurtaliklarin ~ dis  ylzeyini  kaplayan kortekste
bulunmaktadirlar. Heniz olgun olmayan yumurtalar
iceren bu yapilarin dondurulmasi esastir. Primordial
folikiilleri iceren ovaryum korteksinin dondurulmasi,
gametlerin saklanmasi ve fertilitenin korunmasi agisindan
onemlidir. Bu yontem yumurtaligin sadece korteks
kisminin kiiclik pargalar halinde dondurulmasi ya da tim
ovaryumun dondurulmasi  seklinde yapilmaktadir.
Ovaryum dokusunun dondurularak saklandiginda olasi
uygulama alanlari, bu dokunun otograft (bireyin tekrar
kendine nakil edilmesi) veya xenograftidir (baska bir
bireye nakil edilmesi). Bu transplantasyon islemi
hlcrelerin in vivo maturasyonunun saglanmasi igin
gereklidir. Ayrica oositleri olgunlastirmak icin laboratuar
ortaminda, kiltir mediumlari kullanilarak in vitro
maturasyon islemi de yapilabilir?®. Ovaryum dokusunun
dondurulmasinin amaci korteksteki folikulleri
depolamaktir.  ilk  calismalardaki  simirli  basarilar
arastirmacilari, primordial folikiller igindeki immatur
oositlerin dondurulmasina yéneltmistir?®. Metafaz |l
dénemindeki oositlerin dondurulmasi problemlere bagh
olarak bazi deneyler basarisizlikla sonuglamistir?®28,
Fertilizasyon ve embriyonik gelisimlerde karsilasilan, zona
pellusidanin  sertlesmesi sonucu prematiire korteks
granillerinin  disart  dogru  agilmasi  ve  sperm
penetrasyonunun gerceklesmesindeki zorluklar gibi
problemler g¢alismalarin hayal kirikligi ile sonuglanmasina
neden olmustur?®,




Germinal vezikiil oositlerinin dondurulmasi buna bir
alternatif olabilir ancak bu yontemde de zona
pellusidanin kalinlasmasi ve sperm penetrasyonunun
engellenmesi gdzlenmektedir?®2?®, Bu yéntem ile yapilan
arastirmalarda in vitro maturasyon tam anlamiyla
basarilamamistir ve yalnizca bir dogum bildirilmistir2e.
Sinirh basarilar sonrasinda arastirmalar, primordiyal
folikl igerisindeki immatir oositlerin dondurulmasina
yogunlagmistir. Zona pellusidanin ve kortikal graniillerin
olmamasi, oositlerin farklilagsmalarinin oldukga az olmasi
ve organellerin sayisinin az olmasi nedeniyle bu yontemin
daha basarili olacagl diisiinilmiistiir®. Ovaryum dokusu
dondurulmasinda en o6nemli faktor sogutma derecesi,
kriyoprotektanin konsantrasyonu ve sogutma sicakhgidir.
ilk dondurma islemi 1950’ lerde yapilmis ve fare
ovaryumu gliserol kullanilarak -79 °C’ de saklanmistir®.
Arastirmacilar %5’ lik bir folikiil canhhk orani elde
ettiklerini belirtmisler; fakat sicaklik distsiini kontrolli
yapmamiglardir. Candy ve ark. bunun Uzerine yaptiklar
arastirmada sicaklik distisiini kontrolli yapmislar ve %20
foliklil canliligi orani elde etmislerdir3l. Giinimiizde uzun
sureli saklama islemi -196 °C’ de vyapilmaktadir. Bu
derecede hiicre igi kimyasal reaksiyonlar durmus bir
haldedir. Yavas dondurma yonteminin kullaniimaya
baslanmasi ile hiicre canhlik orani artmistir. Standart
protokol, sicakhgin dakikada 0.3°C dustrildigi embriyo
dondurma protokoliinden kéken almaktadir?2. Koyun ve
fare icin en cok kullanilan kriyoprotektan DMSQO’ dur.
DMSO daha az toksik olan etilen glikol, propilen glikol
(PROH) ve gliseroller ile karsilastirilirken koruyucu etki,
sogutma derecesi ve canlilik degerlendirmeleri bir arada
degerlendirilmelidir. Kriyoprotektanlar standart
protokolde oldugu gibi 1.5 M katilarak ve dakikada 0.3 °C
sicakhk dustasi ile sogutma uygulamasi yapilarak
karsilastinildiginda, canlilik oraninin DMSO, propilen glikol
ve etilen glikolde daha iyi oldugu insan3® ve farede
gézlenmistir®!. Bu calismayla benzer olarak baska bir
arastirmada ise propilen glikol ve DMSO arasinda kayda
deger bir fark bulunmadigi da belirlenmistir?®. Demirci ve
ark., kriyoprotektanlarin toksisitelerinin ve optimal
dondurma kosullarinin belirlenmesi amaciyla koyunlarda
vaptiklari  ¢alismada, ovaryum  kortekslerinden 2
milimetrelik  kesitler  kullanmiglardir.  Arastirmada
kriyoprotektanlarin toksisitelerinin belirlenmesi amaciyla
1M, 1.5 M, 2 M, DMSO ve PROH kontrol grubu olarak da
kriyoprotektan  katilmamis  kesitler  kullanmislardir.
Dondurma islemi dncesi yapilan kontrollerde folikiil 6lim
orani en iyi %3.8 ile 2 M PROH ve %.6 ile 2M DMSO
olarak belirlemislerdir. Yari otomatik dondurma cihazinda
kesitleri dondurmuslar ve sonucunda folikll 6lim orani
en iyi %8,4 ile 2 M DMSO ve %1.4 ile 2 M PROH’ de
oldugunu, doku morfolojisinin ise en iyi 1.5 M DMSO ve

PROH’ de korundugunu belirtmislerdir. Optimal
dondurma kosullarinin belirlenmesi amaciyla ise iki
dondurma protokoli uygulamiglar, seeding yapilmadan
dakikada 2°C disurilerek dondurulan dokuyla, standart
protokol olan ve seeding yapilarak dakikada 0.3 °C
disirilerek dondurulan dokular arasinda bir farkliliga
rastlamamislardir3?. Fertil oosit elde etmenin iki yéntemi
vardir. Bunlar ovaryum dokusunun grafti veya in vitro
maturasyondur. Ovaryum dokusu iki gsekilde graft
edilebilir; ortotopikal olarak alindigi yerin yakinina veya
cevresine Ornegin; ovaryum dokusunun bursa ovarikaya
transplantasyonu ya da heterotopikal olarak viicudun bir
baska yerine transplantasyonu, 6rnegin; sirt bdlgesine
subkutan olarak yerlestirilmesi olarak tanimlanabilir.
Transplantasyon  islemleri,  transplante  ovaryum
dokusunda folikiilogenezisi olusturmak, in vivo ortamda
oositleri gelistirmek igin yapilmaktadir. Bu g¢alismalar ise
in vitro fertilizasyonda kullanilmak amaciyla yapilir®3,
Ovaryum dokusunun otografti ilk olarak 1950’ de
yapiimistir. ilk gebelik ise 1960’ ta farede elde
edilmistir?®. Koyunda ilk gebelik ise, Gosden ve ark.,
tarafindan 1994’ te dondurulmus-¢ézdirilmis ovaryum
dokusu kullanilarak ortotopik graft ile elde edilmistir.?*
Dondurulmus ve graft yapilmis ovaryum, farelerde 11 ay,
koyunlarda 22 ay hormonal olarak aktivite gdsterebilir3?.
Koyunda dondurulmus ovaryum dokusunun grafti sonucu
tekrar folikller blylime baslangici saglanmistir. 7 hafta
sonra, preantral folikiil 80 um c¢apinda, 10 hafta sonra,
antral folikil 250-300 um c¢apinda ve 13 hafta sonra da,
ovulatorik folikiil gdriilmiistiir®. Benzer sonuclar Baird ve
ark., tarafindan koyunlarda yapilan galismadada rapor
edilmistir. Antral folikilden primer folikile kadar
gelisimin graftin yapilmasindan 80 giin sonraya kadar
gorildigi belirtilmistir3®. Ovaryum dokusunun
xenografti ise, ovaryum dokusunun baska tirdeki
bagisikhk sistemi baskilanmis hayvanlara naklidir. Bu
yontem de in vivo maturasyon i¢in basarili bir modeldir.
Ayrica  folikilogenezisin  gergeklestirilebilmesi  de
mimkiindiir. Ancak preovulatorik asamasina gelmek
mimkiin degildir. Bunun nedeni endojen
gonadotropinlerin grafti desteklemeye yetecek miktarda
olmamasi olabilir. Burada onemli olan graftlarda
damarlasmanin  yeniden  saglanmasidir.  Ovaryum
anjiyogenic faktorler Uretir, bunlar grafttaki endotelyal
hicrelerin  salgl  olusturmasini  saglar®”. Baird ve
ark.(1999), vyaptiklari  bir g¢alismada, primordiyal
foliktllerin sayisinin diistiglint gézlemlemistir.




Galismada, taze dokunun grafttinda %65 primordiyal
foliktil kaybi olurken, dondurulmus graftta %72 kayip
orani gorialmustar, %7’ lik folikil kaybinin dondurulma
asamasinda oldugunu ve en bilytuk kaybin yeniden
damarlagsma ©Oncesinde dokuda olusan iskemiden
kaynaklandigini vurgulanmistir®®. in vitro maturasyon,
grafta alternatif bir yéntem olarak kullanilabilir. in vitro
folikllogenezisin olusturulmasi ilk olarak 1965 vyilinda
farede vyapilmistir3”. Folikiilogenezisin tiim asamalari
Eppig ve O'Brien tarafindan vyalnizca farede
yapilabilmistir. Folikiilogenezisin tamamlanmasi igin bir
slreg gerekir, bu koyunlarda 6 aydan fazladir farelerde
ise 22 giin siirmektedir®®. Ancak heniiz bu tiirlerde tam
bir folikiilogenezis gergeklestirilememistir. Bu silre¢ (g
ana bolime ayrilabilir; blyliimenin baslamasi, sekonder
ya da primer folikiillerden antral folikillerin olusmasi ve
oositin  metafaz Il asamasindaki  fertilizasyonu
yapilabilecek oosite dénismesidir®®. Graft yapilmis
ovaryum dokusunda buyimenin baslamasi yani primer
folikilden primordiyal folikil olusmasi inekte, babunda
ve insanda basarilmistir?”4%, 2003 yilinda Demirci ve ark.,
yaptiklari  ¢alismada, koyunda uyguladiklari  doku
kiltirintn ilk glininde %72.9 oraninda primordiyal
foliktl varken, 4. giininde % 18,9 oraninda primordiyal
foliktl oldugunu saptamislar, primordiyal folikil sayisinda
énemli azalma oldugu belirtmislerdir33. Ayrica doku
kaltirinin ilk dort glini ele alindiginda intermediate
foliklllerin % 13.7’den % 30.3’ e, primer folikillerin %
3.8'den %27'ye, atretik folikillerin %9.4'ten %22.9’a
ciktigini bildirmislerdir®2. Yapilan diger calismalarda ise
preantral  folikillerin  enzimatik veya  mekanik
izolasyondan sonra gelistigi’®, kemirgenlerde sekunder
foliktilden baslayarak, metafaz Il asamasindaki oositlerin
14 gin sonra belirlendigi, bunlarin dollenebilirliginin
kontrol grubu ve uterusa baglanmis blastositlerle benzer
oldugu gézlemlendigi’® ve wuzun siiren bir in vitro
olgunlagsma sirecinden sonra metafaz Il asamasina
geldigi  aciklanmistir3®.  Fareler iizerinde vyapilan
arastirmalarda, sadece birkag¢ arastirmaci, yaptiklari in
vitro maturasyon c¢alismalari ve kiltir yontemi
sonucunda gebelik ve dogum elde edebilmislerdir®.
Farenin folikilogenezis silrecinin kisa olmasi bu
calismalarda kullanilmasinda énemli bir faktdrdir*?3,
Koyunda yapilan galismalarda ise antral foliklller ve az
sayida metafaz Il asamasindaki oositler belirlenmis ve bu
belirleme sadece preantral folikil kiltiriinden elde
edilebilmistir?®>. Ovaryum korteksinin dondurulma amaci
disi gen bankasi yaratmak, tirleri yok olma tehlikesinden
korumak ve genetik cesitliligi saglamaktir. Ancak hala
kullanimda bazi sorunlarin olmasi folikiil gelisim
asamalarinin  kontrol altinda tutulmasina neden
olmustur,

Testis Dokusunun Dondurulmasi

Testis dokusu dondurulmasinda, farkh
dondurma/¢6zdirme protokolleri denenmektedir.
Yapilan hayvan deneylerinde, testis dokusundan alinan
hicreler siispansiyon haline getirilip donduruldugu ve
tekrar transplante edildiginde, testisler dejenere oldugu
halde, spermatogenezisin tekrar olustugu
gdzlemlenmistir?>*, Testis dokusunun ¢dzdirildiikten
sonra seminifer tubullere geri implante etme metodu
spermatogenezisin yeniden olusturulmasi icin kullanilan
bir yéntemdir®*. Kemoterapi veya radyoterapi goren
hastalar icin tedavi sonrasi yeniden fertilitelerini
kazanmalari igin 6nemlidir. Bu yontem (zerinde
¢alismalar hayvanlar Uzerinde denenmis, kemirgenlerde
basarili olmustur®. Ozellikle farelerde yapilan galismalar
sonucunda, en basarili ¢éziim sonu canlilik orani elde
edilen yo6ntemin programli yavas dondurma teknigi
oldugu belirtilmektedir®. Kriyoprotektanlar arasinda
yapilan karsilastirmada ise, karsilastirilan DMSO, GL, EG
ve propanediol-siikroze arasindan en iyi olaninin
propanediol-siikroze ve gliserol oldugu bildirilmektedir?®.
Avarbock ve ark.(1996), farede yaptiklari ¢alismada, testis
dokusundan elde ettikleri hilcre slispansiyonunu
dondurmuslardir. Kriyoprotektan olarak DMSO
kullanmiglar, dondurma islemini ise ilk 6nce — 70 °C’ ye
soguttuklari hiicre stispansiyonunu 12 saat bu derecede
beklettikten sonra sivi nitrojen igine birakmislardir.
Coziim sonu incelemelerde hiicrelerin 1/3 oraninda
canliliklarini koruduklarini gézlemlemislerdir®®. Yaptiklari
transplantasyon islemi sonrasi spermatogenezisin tekrar
olustugunu belirtmisler ancak fertilizasyon ile ilgili bir
aciklama getirmemislerdir®®. Ogawa ve ark., hamsterlarda
1999°da  vyaptiklari  ¢alismada, testis  dokusunu
dondurmuslar ve ¢dziim sonu % 43 canlilik elde ettiklerini
bildirmislerdir. Ancak bir farenin seminifer tubullerine
yaptiklari transplantasyon islemi sonrasl
spermatogenezise rastlamamiglardir®>. Abrishami ve ark.,
2010 vyilinda yaptiklari ¢alismada, testis immatir
dokusunu dondurmak ve saklamak igin etkili stratejiler
gelistirmek  ve  dokunun potansiyel  gelisimini
sirdirmesini saglamak amaciyla, bir haftalik domuz
yavrularindan alinan testis dokusunu 3 farkli grupta farkh
dondurma protokolii uygulayarak dondurmuslardir?’. ilk
grupta tim testis DPBS’ nin iginde 4 °C’ de 24, 48, 72 saat
bekletilerek sogutulmus. incelemeler sonucunda 72 saat
4 °C' de sogutulan testis dokusu morfoloji ve in vitro
hiicre yasama kabiliyeti temel alindiginda, ayrica in vivo
bliyime, spermatogenezisin olusmasinin saglanmasi,
hicre yasam kabiliyeti, hicrenin yapisal bitunligu
degerlendirildiginde, 72 saatlik kontrol grubuyla
karsilastiriimasi sonucu, belirtilen degerleri yakin olarak
strdirebildigi gérulmustir3®,




ikinci grupta yavas dondurma protokolii uygulanmustir. 5
- 15 — 20 - 30 mg’ lik testis doku pargalari farkl
dondurma ortamlarinda, farkli  kriyoprotektanlarla
karistinlmis,  DMSO,  gliserol ve etilen glikol
kriyoprotektan olarak kullanilarak dondurma islemi
yapilmistir. Beraberinde 0.4 ml dondurma mediumu
bulunan testis pargalari, oda sicakliginda, 0.5 ml’ lik mini
payetlere cekildikten sonra programh yavas dondurma
uygulanmistir. Payetler 22 °C’ de 10 dakika bekletilmis,
sonra dakikada 1 °C’ lik disus saglanacak sekilde 4 °C’ ye
kadar sicakhk dustralmistir. Bu derecede 5 dakika
bekletilmistir. Sicaklik, dakikada 0.3 °C azalacak sekilde 4
°C’ den -8 °C’ ye duslirilmis ve bu derecede 10 dakika
bekletilmistir. Daha sonra dakikada 0.5 °C disecek
sekilde -8 °C’ den -50 °C’ ye dustrilmis, son olarak da
dakikada 10 °C diisecek sekilde -50 °C’ den -90 °C’ ye
sogutulmus ve bu derecedeki payetler sivi nitrojen igine
atilmistir. Dokularin ¢éziilmesi igin 37 °C suda yaklasik 11
saniye, buzlari ¢dziinene kadar bekletilmis. Sonra payetin
uglari kesilerek doku 2 ml’ lik ilk ¢6zdlrme solisyonunun
icine bosaltilmistir. 37 °C’ de 1 dakika inkube edilmis,
daha sonra ikinci ¢dzdiirme sollisyonunda hiicreler yine
37 °C’ de 1-2 dakika yikanmis ve analizleri yapilmistir.
Sonug olarak dondurulmus-¢ézdirilmis testis dokular
karsilastinldiginda, yasam kabiliyeti olan dokular
bakimindan, programh yavas dondurma uygulanmis ve
gliserol kullanilmis olanin daha fazla yasam kabiliyeti olan
hiicre igerdigi gézlenmistir®®. Uclincli grupta ise, siikroz,
etilen glikol, DMSO ve gliserol kryoprotektan olarak
kullanilmis ve 5-15-30 dakikalik stirelerde vitrifikasyon
yapilmasi tasarlanmistir. 5 mg’ lik testis doku gruplar
DMSO veya gliserol iceren bir vitrifikasyon sollisyonunda
ekulibrasyona, sollsyonlarin  etkilerini  belirlemek
amaciyla, birakilmistir. 22 °C’ de 10 dakika bekletildikten
sonra denenecek kriyoprotektanlari iceren ikinci
vitrifikasyon sollisyonuna aktarilmis ve 5-15 ve 30 dakika
bekletildikten sonra dokular cryovial adi verilen kaplarda
vitrifiye edilmislerdir. Cozllme asamasinda, Vvitrifiye
dokular tanktan cikarilmis ve oda sicakliginda 30 saniye
bekletilmistir. Daha sonra cryovialin igine ¢6zim
sollisyonu doldurulmus, dokular ayni ¢dziim sollisyonuna
aktarildiktan sonra 37 °C ‘de 1 -2 dakika bekletilmis, bu
islemin ardindan mediumlarin icinde 1-2 dakika
yikanmustir. Vitrifiye gruplar karsilastinildiginda, 5 dakika
DMSO ile vitrifikasyon yapilmis olan grup en iyi sonucu
vermistir. Trypan blue ile yapilan boyama sonucunda bu
grup en yliksek hicre yasam kabiliyetine sahip olan grup
olarak belirtilmistir®®>. U¢ grupta da yapilan dondurma
islemi sonucunda ¢ozilen testis dokulari graft edilmeleri
icin buzda bekletilmis ve bagisiklik sistemleri baskilanmis
farelere aktarilmistir. Farelere 16 hafta sonra Otenazi
yapilmis ve fareler incelemeye alinmistir. Birinci grubun

xenograft dokulari incelendiginde, bitiin hepsinde Greme
hicrelerinin gelistigi ve spermatogenezisin olustugu
gdzlemlenmistir. ikinci grup icin yapilan incelemelerde,
gliserol  kullanilarak  programli  yavas dondurma
uygulanmis testis dokusu grubunda spermatogenetic
hicrelerin tam olarak farkhlastigl gézlemlenmis, bununla
birlikte DMSO kullanilan grupta sadece bir ka¢ graft
dokusunda hicreler canhliklarini  sirdirebilmis, EG
grubunda ise higbir hiicrenin canli  kalamadig
gozlemlenmis bu nedenle bu grup istatistiksel analizden
cikarilmistir.  Uglinci  grupta ise, yapilan histolojik
degerlendirme sonucunda, gliserol ile 5 ve 15 dakikada
vitrifikasyon yapilan ve DMSO ile 5 dakika vitrifikasyon
yapilan gruplar en iyi doku gelisimi gosterdikleri
bildirilmistirt’. Redden ve ark., 2009 yilinda yaptiklari
calismada sigir testis hicrelerini lg¢ farkli paketleme
metodu ile dondurmuglardir. 5 ml payet, 20 ml
dondurma posetleri ve 1.5 ml’ lik cryoviallar kullanarak
yaptiklari ¢calismada, hiicre yogunlugunu 3, 9, 15 milyon
olarak belirlemislerdir. Dondurma sirelerini 10 ve 20
dakika sivi nitrojen buhari olarak tasarlamislardir.
Yalnizca 20 ml’ lik dondurma posetlerini 3 ve 9 milyon
yogunlukta ve 10 dakika azot buharinda dondurma
yaparak incelemislerdir. Her dokuyu dondurma
mediumlariyla  zenginlestirip yikayarak 10 dakika
ekulibrasyona birakmislar daha sonra azot buharinda
dondurarak azot sivisinin iginde saklamislardir. Cozim
sonu yapilan incelemede 5 ml’ lik payetlerdeki hiicre
yasam kabiliyetinin diger 1.5 ml ve 20 ml’ lik olanlara
gore daha yuksek oldugunu gozlemlemislerdir. 5 ml’ lik
payetler icin 20 dakika dondurma zamaninin 10
dakikaliga gore daha iyi oldugunu ve hiicre yogunlugunun
¢6zUm sonu yasam kabiliyetine bir etkisinin olmadigini
gozlemlemislerdir. Sonug olarak 5 ml’ lik payetlerde, 3-18
milyon  yogunluktaki testis hcrelerinin  nitrojen
buharinda 20 dakika dondurulmasini en basarili ve en
pratik sonuc olarak belirlemislerdir®*.

SONUC VE ONERILER

Sonug olarak Greme hiicreleri ve dokularinin dondurulma
asamalarindaki bu ilerlemeler ve arastirmalar insanlarin
ve hayvanlarin nesillerini devam ettirebilmeleri, genetik
cesitliligin ve ilerlemenin saglanmasi acgisindan biyik
6neme sahiptir. Her ne kadar (reme hicrelerinin
dondurulmasinda  kullanilan yavas dondurma ve
vitrifikasyon tekniklerinde biiyik ilerlemeler katedilmis
olsa da Ureme dokularinin dondurulmasin amaciyla
yapilan calismalar istenilen seviyelere ulasamamistir. Bu
baglamda o6zellikle tireme dokularinin dondurulmasi ile
ilgili daha genis caph c¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

KAYNAKLAR

IUCN. The World Conservation Union. Red list, Gland,
Suisse (1996).

FAO. Food and Agriculture Organization, United
Nations, Rome. Press communication 00/66 (2000).
Hansen LB. Consequences of selection for milk yield
from a geneticist’s viewpoint. J. Dairy. Sci. 83:1145-50
(2000).

Yavasg T. Alternatif dondurma ve saklama yontemlerinin
boga spermasi Uzerine etkisi. Doktora Tezi, Ankara
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii (2009).

Bozkurt, E., Tekin, N. Boga spermalarinin farkl
sulandiricilar  ile  dondurulmasi  ve in  vitro
degerlendirilmesi. Lal. Hay. Arast. Enst. Derg. 42(2):1-
17 (2002).

Polge C, Smith A, Parkes A. Revival of spermatozoa
after vitrification and dehydration at low temperatures.
Nature. 164:166 (1949).

Leibo SP, Brandley L. Comparative cryobiology of
mammalian spermatozoa. In: C Gagnon (Ed). The Male
Gamet. Cache River Pres. St Louis. sf:502-515 (1999).
Arthur HG, Noakes DE, Pearson H, Parkinson TJ.
Veterinary Reproduction and Obstetrics. 7th edition.
WB Sounders Company Limited. London. England.
sf:634-659 (1996).

Balaban B. Gamete, Embryo  And Tissue
Cryopreservation-Thawing Turk. Klin. J. Surg. Med. Sci.
3(13):65-71 (2007).

Cetin Y. immatiir Sigir Oositlerinin Vitrifikasyon Teknigi
ile Etilen Glikol Ve DMSO Kullanarak Payetlerde
Dondurulmasi. Doktora Tezi, Ankara Universitesi Saglk
Bilimleri Enstitiisi (2004).

Tirpan MB, Ozgéray ED, Aalemdar H, Akcay E.
Cryopreservation of seabream (Sparus aurata) semen
and fertility. Turk J. Vet. Anim. Sci. 40: 200-206 (2016).
inang M, Tekin K, Olgac KT, Tirpan M, Alemdar H, Cil B,
Kaya U, Stelletta C, Daskin A. Ankara Kegilerinde
bolgesel ve bireysel ozelliklerin sperma
dondurulabilirligine etkisi. Veteriner Hekimler Dernegi
Dergisi. 88(1): 39-31 (2017).

Tirpan MB, Olga¢ KT, Gurler H, Kaya U. Effects of
Different Equilibration Conditions on Cryopreserved
Bovine Sperm Quality. Kocatepe Veterinary Journal.
10(2) 57-62 (2017).

Oktay K, Karlikaya G. Ovarian function after autologous
transplantation of frozen, banked autologous ovarian
tissue. N. Engl. J. Med. 342:1919 (2000).

Tirpan MB, Glrler H, Olga¢ KT, Daskin A. Effects of
boron added bull semen extender on post-thaw
spermatological parameters. Veterinariy Journal of
Ankara University 65(2),123-128 (2018).

Tirpan MB, Glrler H, Olga¢ KT, Daskin A. Effects of
sodium pentaborate added extenders on post-thaw
bovine semen kinetic parameters. Animal Reproduction
Science. 169: 115-116 (2016).

Holt WV. Basic aspects of frozen storage of semen.
Anim. Reprod. Sci. 62:3-22 (2000).

Tirpan MB, Tekin N. Effects of Boron (sodium
pentaborate), added instead of Tris Components, on
Freezing and Post-Thaw Quality of Angora Buck Semen.
Veterinariy Journal of Ankara University 62,295-302
(2015).

Yurtaydin N. Theriogenology. Bolim 9. Nurol
Matbaacilik A.S. ANKARA (1990). sf:83-87

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Anonim Erisim Adresi:
http://www.genetikbilimi.com/genbilim/kriyo. htm.
Erisim Tarihi: 08.09.2009.

Hovatta O. Cryobiology of ovarian and testicular tissue.
Res. Cli. Obstet. Gynecol. 17(2):331-342 (2003)
Gunasena KT, Villines PM, Critser ES, Critser JK. Live
births after autologous transplant of cryopreserved
mouse ovaries. Hum. Reprod. 2:101-6 (1997).

Parrott DMV. The fertility of mice with orthotopic
ovarian grafts derived from frozen tissue. J. Reprod.
Fertil. 1:230-41 (1960).

Gosden RG, Baird DT, Wade JC, Webb R. Restoration of
fertility to oophorectomised sheep by ovarian
autographs stored at -196 °C. Hum. Reprod. 9:597-603
(1994).

Cecconi S, Barboni B, Coccia M, Mattioli M. In vitro
development of sheep preantral follicles. Biol. Reprod.
60:594-601 (1999).

Tucker MJ, Wright G, Morton PC, Massey JB. Birth after
cryopreservation of immature oocytes with subsequent
in vitro maturation. Fertil. Steril. 70:578-9 (1998).
Hovatta O, Silye R, Abir R, Krausz T, Winston RML.
Extracellular matrix improves survival of both stored
and fresh human primordial and primary ovarian
follicles in long-term culture. Hum. Reprod. 12:1032-6
(1997).

Cortvrindt R, Smitz J, Van Steirteghem AC. In vitro
maturation, fertilization and embryo development of
immature oocytes from early preantral follicles from
prepubertal mice in a simplified culture system. Hum.
Reprod. 11:2656-66 (1996).

Trounson AO, Kirby C. Problems in the
cryopreservation of unfertilized eggs by slow cooling in
dimethylsulfoxide. Fertil. Steril., 52(5):778-86 (1989).
Oktay K, Newton H, Aubard Y, Sahla O, Gosden RG.
Cryopreservation of immature human oocytes and
ovarian tissue: an emerging technology. Fertil. Steril.
69:1-7 (1998).

Candy CJ, Wood MJ, Whittingham DG. Restoration of a
normal reproductive lifespan after grafting of
cryopreserved mouse ovaries. Hum. Reprod. 15:1300—
4. (2000).

Demirci B, Lornage J, Salle B, Franck M, Frappart L,
Guerin JF. Follicular viability and morphology of sheep
ovaries  after  cryoprotectant  exposure  and
cryopreservation with different freezing protocols.
Fertil. Steril. 75:754-62. (2001).

Demirci B, Lornage J, Salle B, Poirel MT, Guerin JF,
Franck M. The cryopreservation of ovarian tissue: uses
and indications in veterinary medicine. Theriogenology.
60:999-1010 (2003).

Newton H, Aubard Y, Rutherford A, Sharma V, Gosden
R. Low temperature storage and grafting of human
ovarian tissue. Hum. Reprod. 11:1487-91 (1996).
Aubard Y, Piver P, Cognie Y, Fermeaux V, Poulin N,
Driancourt MA. Orthotopic and heterotopic autografts
of frozen thawed ovarian cortex in sheep. Hum.
Reprod. 14:2149-54 (1999).

Baird DT, Webb R, Campbell BK, Harkness LM, Gosden
RG. Long-term ovarian function in sheep after
ovariectomy and transplantation of autografts stored
at -196 °C. Endocrinology. 140:462-71 (1999).

Blandau RJ, Warrick E, Rumery RE. In vitro cultivation of
fetal mouse ovaries. Fertil. Steril. 16:705-15 (1965).




Ureme Organi Dokularinin Dondurulmasi

38. Rone JD, Halvorson LM, Goodman AL. Ovarian
angiogenesis in rabbit: endotheliotropic
chemoattractant activity from isolated follicles and
dispersed granulosa cells. J. Reprod. Fertil. 97:359-65
(1993).

39. Eppig JJ, O'Brien MJ. Development in vitro of mouse
oocytes from primordial follicles. Biol. Reprod. 54:197-
207 (1996).

40. Hovatta O, Wright C, Krausz T, Hardy K, Winston RML.
Human primordial, primary and secondary follicles in
long term culture: effect of partial isolation. Hum.
Reprod. 14:2517-24 (1999).

41. Smitz J, Cortvrindt R. Follicles culture after ovarian
cryostorage. Maturitas. 30:171-9 (1998).

42. Cortvrindt R, Liu J, Smitz J. Validation of a simplified
culture system for primary mouse follicles by birth of
live young. In: Proceedings of the XI international
workshop of development and function of reproductive
organs. Ares Serono Symposium. Amsterdam. The
Netherlands (1998).

43. Eppig JJ. Mouse oocyte development in vitro with
various culture systems. Dev. Biol. 60:371-88 (1977).

44. Redden E, Davey R, Borjigin U, Hutton K, Hinch G, Hope
S, Hill J, Herrid M. Large quantity cryopreservation of
bovine testicular cells and its effection enrichment of
type A spermatogonia. Cryobiology. 58:190-5 (2009).

45. Ogawa T, Dobrinski I, Avarbock MR, Brinster RL.
Xenogeneic spermatogenesis following transplantation
of hamster germ cells to mouse testis. Biol. Reprod.
60:515-521. (1999).

46. Avarbock MR, Brinster JB, Brinster RL. Reconstitution of
spermatogenesis from frozen spermatogonial stem
cells. Nature. Med. 2:693-696 (1996).

47. Abrishami M, Anzar M, Yang Y, Honaramooz A.
Cryopreservation of immature porcine testis tissue to
maintain its developmental potential after xenografting
into recipient mice. Theriogenology 73(1):86-96 (2010).

Balikesir Saglik Bil Derg Cilt:8 Sayi:3 Aralik 2019




