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In vitro iiretilmis sigir blastosistlerinin ¢capi ve hiicre sayis1 arasindaki
korelasyon
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Ozet: in vitro iiretilmis blastosistlerin hiicre sayisi, blastosist kalitesi ve canliliginin dnemli bir gostergesidir. Bu ga-
lisma in vitro iiretilmis sigir blastosistlerinin ¢ap1 ve hiicre sayis1 arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilmis-
tir. Sig1r ovaryumlarindan elde edilen oositler, %10 FCS eklenmis doku kiiltiir medyumunda (TCM-199) 22 saat sii-
reyle 38.5°C’de, %5 CO, ve yaklasik %95 oraninda nem igeren ortamda in vitro olgunlastirildiktan sonra, modifiye
Tyrode’nin albumin laktat piruvat fertilizasyon medyumunda 22 saat siireyle benzer ¢evre kosullarinda in vitro fertilize
edilmislerdir. Elde edilen muhtemel zigotlar SOFaa embriyo kiiltiir medyumunda 38.5°C’de, %5 CO,, %5 O, ve yak-
lasik %95 oraninda nem igeren ortamda 7 giin boyunca kiiltiir edilmislerdir. Embriyo kiiltiiriniin sonunda blastosist
asamasina ulagsmig embriyolarin (n=45) ortalama ¢aplar1 187.1 + 5.4 ve i¢ hiicre kitlesi hiicre sayis1 33.2 + 0.9, trophek-
toderm hiicre say1s1 59.1 & 2.2 ve toplam hiicre sayis1 92.3 & 2.1 olarak tespit edilmistir. Elde edilen blastosistlerin ¢cap1
ile i¢ hiicre kitlesi hiicre say1s1 arasinda bir iligki saptanmazken, ¢ap1 ile trophektoderm ve toplam hiicre sayis1 arasinda
yiiksek oranda bir iligki saptanmistir (P<0.01). Ayrica trophektoderm hiicre sayist ile i¢ hiicre kitlesi hiicre sayis1 ara-
sinda bir iliski saptanmazken, toplam ve trophektoderm hiicre sayis1 (P<0.01) ve toplam ve i¢ hiicre kitlesi hiicre sayist
(P<0.05) arasinda yiiksek oranda bir iligki saptanmistir. Calismanin sonuglari in vitro iiretilmis blastosistlerin ¢ap1 ile
hiicre say1smin yiiksek oranda iligkili oldugunu gostermistir. Dolaysiyla blastosist capinin belirlenmesi blastosist kalite-
sinin degerlendirilmesinde bir arag olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimler: Sigir, In vitro, Embriyo, Hiicre sayis1, Blastosist capi

Correlation between the cell number and diameter of in vitro produced bovine blastocysts

Abstract: Cell numbers of in vitro produced blastocysts is an importance indicator of quality and viability of blas-
tocysts. This study was conducted to determine the correlation between the cell number and the diameter of in vitro
produced bovine blastocysts. Oocytes obtained from bovine ovaries were matured in tissue culture medium (TCM-199)
supplemented with 10% FCS for 22 hours in 95% humidified air with 5% CO, at 38.5°C and fertilized in modified
Tyrode’s albumin lactate pyruvate fertilization medium for 22 hours at similar environmental conditions. The putative
zygotes were cultured in SOFaa for 7 days in 95% humidified atmosphere with, 5% CO, and 5% O, at 38.5°C. At the end
of the culture period, average diameter and inner cell mass, trophectoderm and total cell number of blastocysts (n=45)
werel87.1 £ 5.4 um, 33.2 £ 0.9, 59.1 + 2.2 and 92.3 + 2.1, respectively. Although there was no significant correlation
between diameter and inner cell mass cell numbers of blastocysts, a significant correlation have determined between
diameter, trophectoderm and total cell number of blastocysts (P<0.01). Additionally there was no significant correlation
between trophectoderm and inner cell mass cell numbers of blastocysts, but there was a significant correlation between
total and trophectoderm cell numbers (P<0.01) and total and inner cell mass cell numbers (P<0.05) of blastocysts. The
results of present study show that highly correlation between diameter and cell number of in vitro produced blastocysts.
Therefore, determination of blastocysts diameter may be used as a tool for evaluation of blastosist quality.
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Giris

In vitro {iretilen sigir embriyolarinin canliligi emb-
riyo yasi, embriyonik gelisim asamasi ve embriyo
kalitesi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilmektedir

[3]. Blastosist asamasindaki embriyolarin canlilig
yaygin bir sekilde kullanilan morfolojik gézlemler

ile degerlendirilmektedir [21]. Ancak bu morfolojik
gbzlemler embriyo canliliginin kesin bir gostergesi
olmamakla birlikte in vitro {iretilen blastosistlerin
sahip olduklar1 hiicre sayisi embriyo canlili§inin
gecerli bir gdstergesidir [22]. Jiang ve ark., [15] in
vitro retilen sigir blastosistlerinin sahip olduklar1
hiicre sayisinin morfolojik derecelendirmeye gore

Yazisma adresi / Correspondence: Ugur Sen, Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Kirsehir

Tiirkiye  E-posta: ugur.sen@ahievran.edu.tr



2 Udgur Sen. In vitro iiretilmis sigir blastosistlerinin ¢api ve hiicre sayisi arasindaki korelasyon

farklilik gdsterebildigini ve blastosist asamasina
gec ulasan embriyolarinda zayif kaliteli olarak si-
niflandirildigini bildirmistir.

Blastosist ¢ap1 blastosist kalitesinin degerlen-
dirilmesinde tam bir gosterge olmasa da, Hazeleger
ve ark. [12] in vivo veya in vitro iretilmis genis
capli blastosistlerin transferinden daha kiigiik ¢ap-
I1 blastosistlerin transferlerine gore yiiksek oranda
gebelik ve ¢oguz dogum elde edilebilecegini bildir-
mislerdir. Kidson ve ark. [18] in vitro tiretilmis blas-
tosist asamasindaki embriyolarin beklenenden kii-
¢lik ¢apa sahip olmalarinin, hiicre ¢ogalma etkinli-
ginde veya blastomer olusumunda gerceklesen salgi
aktivitesinde gerceklesmis olan anormalliklerin bir
gostergesi olabilecegini bildirmislerdir. Dolayisiyla
blastosist agamasindaki embriyolarin ¢api ile hiicre
sayist arasindaki iligkinin yiiksek olmasi blastosist
capmin embriyo kalitesinin belirlenmesinde bir
ara¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
sebeple, mevcut ¢alismada in vitro dretilmis sigir
blastosistlerinin ¢api ile hiicre sayisi arasindaki ilig-
kinin belirlenmesi amag¢lanmastir.

Materyal ve Metot

Mezbahadan temin edilen sigir ovaryumlari, 30-
35°C deki 0.1 pg/ml gentamisin siilfat ilave edi-
len %0.9’luk serum fizyolojik igerisinde kesimden
en fazla 3 saat sonra laboratuara ulastirilmistir.
Ovaryumlar iizerindeki 2-8 mm ¢apindaki folikiiller
10 mI’lik siringanin igerisine 18 g’lik igne kullani-
larak toplanmistir. Toplanan oositler %1 antibiyo-
tik antimikotik soliisyon eklenmis (Sigma, A5955;
10000 1U penisilin, 100 mg streptomisin ve 25 pg
amfoterisin B/mL) hepes tamponlu doku kiiltiir
medyumunda (H-TCM-199; Sigma, M7528) 2 defa
yikandiktan sonra etrafinda 3-4 sira kumulus hiicre
kitlesi bulunan homojen sitoplazmaya sahip oositler
in vitro olgunlastirma i¢in se¢ilmistir. Secilen oosit-
ler 2 defa olgunlagtirma medyumunda yikandiktan
sonra 4 kuyulu kiiltiir kabina her bir kuyuda yak-
lasik 30-40 adet oosit olacak sekilde {izeri mineral
yag ile kaplanmis olgunlasma medyumuna (500 pl)
aktarilmistir. Daha sonra oositler 38.5 °C’de, %5
CO, ve yaklagik %95 oraninda nem igeren ortam-
da 22 saat in vitro olgunlastirilmaya birakilmistir.
Olgunlastirma medyumu bikarbonat tamponlu doku
kiiltir medyumuna (TCM-199; Sigma, M4530)
%10 fotal kalf serum, 27.5 pg/ml sodyum piruvat,

0.5 pg/ml FSH, 5.0 pg/ml LH ve 10.0 ng/ml epider-
mal biiylime faktorii ve %1 antibiyotik antimikotik
soliisyon ilave edilmesiyle hazirlanmigtir [5].

Olgunlastirma siiresinin sonunda tam kumulus
hiicre genislemesi sergilemis oositler olgunlasmig
oositler olarak in vitro fertilizasyon i¢in secilmis ve
2 defa H-TCM-199°da 2 defa da fertilizasyon med-
yumunda yikanmiglardir. Yikama isleminden son-
ra oositler lizeri mineral yagla kaplanmis 46 pl’lik
fertilizasyon damlaciklarina damlacik bagina 10-15
oosit diusecek sekilde aktarilmistir. Her bir fertili-
zasyon damlasina perkol gradient yontemi [23] ile
ayrilip konsantrasyonu belirlenmis (2x10° sperm
hiicresi/ml) olan dondurulup ¢ozdiirilmis boga
spermasindan 2 pl ve 2 pl penisilamin (20 mM) hi-
potaurin (10 mM) ve epinefrin (1 mM) karisimindan
eklenerek damlacik hacmi 50 pl’ye tamamlanmistir.
Daha sonra oositler 38.5°C’de, %5 CO, ve yaklagsik
%95 oraninda nem igeren ortamda 22 saat in vit-
ro fertilizasyona birakilmustir.In vitro fertilizasyon
medyumu Tyrode’nin albumin laktat piruvat ferti-
lizasyon medyumuna 10 pg/mL Heparin (Sigma,
H3149), 250 ug/ml ticari kafein (Kafedif; kafein
250 mg/ml), 22.5 pg/ml sodyum piruvat, 1ul/ml an-
tibiyotik antimikotik soliisyon ve 8 mg/ml yag asidi
igermeyen sigir serum albumini (BSA-FAF, Sigma,
A6003) eklenerek hazirlanmistir [4].

In vitro fertilizasyondan sonra muhtemel zi-
gotlar, etrafin1 ¢evreleyen kumulus hiicrelerinden
vorteks islemi ile kumulus hiicrelerinden tamamen
ayrilmigtir. Daha sonra muhtemel zigotlar 2 defa
H-TCM-199°da 2 defa da SOFaa embriyo kiiltiir
medyumunda yikanmiglardir. SOFaa embriyo kiil-
tiir medyumu standart SOF embriyo kiiltiir medyu-
muna [19] 8 mg/ml BSA-FAF, 10 ul/ml esansiyel
olmayan amino asit soliisyonu (MEM 100X, Sigma,
M7145) ve 20 pl/ml esansiyel amino asit soliisyo-
nu (BME 50X, Sigma, B6766) ve %1 antibiyotik
antimikotik soliisyon eklenmesiyle hazirlanmistir
[4].Y1ikama isleminden sonra zigotlar lizeri mineral
yagla kaplanmis 50 pl’lik embriyo kiiltiir damla-
ciklarma damlacik bagina 10-15 zigot diisecek se-
kilde aktarilmistir. Daha sonra zigotlar 38.5°C’de,
%5 CO,, %5 O, ve yaklagik %95 oraninda nem ige-
ren ortamda 8 giin boyunca kiiltiire birakilmiglar-
dir. In vitro kiiltiire alinan embriyolarin gelisimleri
fertilizasyondan sonraki 3, 5 ve 7. giinlerde stereo
mikroskop kullanilarak 10x biiyiitmede gézlemlen-
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mistir. Erken donemde bdliinen embriyolarin hiicre
sayilarinin dogru olarak tespit edilmesi i¢in embri-
yolarin pozisyonlari degistirilerek sayim gercekles-
tirilmigtir. Caligma boyunca embriyolarin boliinme,
morula ve blastosist safthasina ulasma oranlar1 de-
gerlendirilmistir.

Embriyo kiiltiiriiniin sonunda elde edilen blas-
tosistlerin c¢aplart Kuran ve ark. [19]’in bildirdi-
&i sekilde (zona pellusida dahil) 200% biiylitmede
okiiler mikrometre eklenmis floresan mikroskop
(Nikon, ECLIPSE, TS100) altinda o6l¢iilmistiir.
Caplar1 belirlenen blastosistlerin i¢ hiicre kitlesi ve
trophektoderm hiicre sayilari ise Van Soom ve ark.
[24]’in bildirdigi sekilde diferansiyel boyama yon-
temi ile belirlenmistir. Boyama sonrasinda blasto-
sistler 400x biiyiitmede UV filtre eklenmis floresan
mikroskop altinda fotograflanmis ve i¢ hiicre kitlesi
ve trophektoderm hiicre sayilar1 Imagel 1.19Z go-
rintli analiz programi kullanilarak belirlenmistir.
Boyanan blastosistlerin orta bolgesinde yer alan ig
hiicre kitlesi hiicreleri mavi renkte trophektoderm
hiicreleri ise kirmizi renkte goriinmektedir (Sekil 1).
Blastosistlerin toplam hiicre sayisi i¢ hiicre kitlesi
ve trophektoderm hiicrelerinin toplanmasiyla elde
edilmistir.

Sekil 1. Diferansiyel boyanmis blastosist. Mavi renkte
olan hiicreler i¢ hiicre kitlesi hiicreleri ve kirmizi renkte
olan hiicreler trophektoderm hiicreleridir.

Elde edilen verilerin tanimlayici istatistikleri
ve korelasyon analizleri SPSS 19.0 istatistik paket
programinda yapilmis olup blastosistlerin i¢ hiicre
kitlesi, trophektoderm, toplam hiicre sayisi ve cap1
arasindaki iliski %95 giiven araliginda Pearson ko-
relasyon analizi ile belirlenmistir.

Bulgular

Calismada kullanilmak {izere mezbahaneye kesim
icin getirilen 29 bag sigirdan elde edilen toplam 58
adet ovaryum laboratuvara getirilmistir. Bunlardan
9 tanesi folikiiler ve liiteal kistli yapilar icerdigin-
den veya oosit elde etmek i¢in uygun folikiiler yapi-
ya sahip olmadigindan deneme dis1 birakilmis olup,
calismada toplam 49 adet sigir ovaryumu kullanil-
mustir. Caligmada kullanilan ovaryumlardan toplam
196 adet oosit elde edilmis olup ovaryum basina or-
talama 4 adet oosit diismektedir. Calismada in vit-
ro olgunlastirmaya alinan oositlerden %93.4 (183
oosit)’ti tam kumulus genislemesi sergilemis olup
bu oositler olgunlasmis olarak kabul edilip in vitro
fertilizasyona alinmislardir.

In vitro fertilizasyon sonrasinda embriyo kiil-
tiirtine alinan muhtemel zigotlarin embriyonik ge-
lisim asamalarimin oranlar1 Tablo 1’de sunulmustur.
Embriyo kiiltliriniin 3. giliniinde yapilan kontrol-
lerde muhtemel zigotlarin %70.5’inin bolinmiis
oldugu tespit edilmistir. Kiiltiiriin 5. gliniinde yap1-
lan kontrollerde zigotlarin %30.6’sinin morula asa-
masina ulastig1 tespit edilmistir. Embriyo kiiltiiri-
niin 7. giiniinde yapilan kontrollerde ise zigotlarin
%?24.6’s1min blastosist agamasina ulagtigi tespit edil-
mistir. Ayrica embriyo kiiltiiriine alinan zigotlardan
blastosist agamasina ulasanlarin yariklanma goste-
renlere orani ise %34.9 olarak tespit edilmistir.

Embriyo kiiltiirii sonunda blastosist agamasina
ulagmis embriyolari ortalama capi, i¢ hiicre kitlesi,
trophektoderm ve toplam hiicre sayilar1 Tablo 2’de
sunulmustur. Embriyo kiiltiirii sonunda blastosist
asamasina ulagsmis toplam 45 embriyonun ortalama
capt 187.1 = 5.4 pm, ortalama i¢ hiicre kitlesi hiicre
say1st 33.2 £ 0.8, ortalama trophektoderm hiicre sa-
yis1 59.1 £ 2.2 ve ortalama toplam hiicre say1s1 92.3
+ 2.1 olarak belirlenmistir.
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Tablo 1. Embriyo kiiltiiriine alinan muhtemel zigotlarin embriyonik gelisim agamalarinin oranlari.

Elde edilen Kiiltiire aktarilan Boliinme Morula Blastosist Blastosist/
oosit (n) muhtemel zigot (n) orani (%) orani (%) orant (%) boliinme orani
196 183 129/183 (70.5) 56/183 (30.6) 45/183 (24.6) 45/129 (34.9)

Tablo 2. Embriyo kiiltiirii sonunda blastosist asamasina
ulasmis embriyolarin ortalama ¢ap, i¢ hiicre kitlesi, trop-
hektoderm ve toplam hiicre sayilari.

Blastosist Blastosist
say1s1 gap1 um
45 187.1£5.4 33.2+0,8 59.1£2.2 92.3+2.1

[HK TRP THS

IHK = i¢ hiicre kitlesi hiicre sayisi, TRP = trophektoderm hiicre sayisi,
THS = toplam hiicre sayisi.

Embriyo kiiltiir sonunda blastosist asamasina
ulasmis embriyolarin ¢api, i¢ hiicre kitlesi hiicre
sayisi, trophektoderm hiicre sayisi ve toplam hiicre
sayilar1 arasindaki Pearson korelasyon katsayilari
Tablo 3’de sunulmustur. Elde edilen blastosistle-
rin ¢api ile i¢ hiicre kitlesi hiicre sayis1 arasinda bir
iliski saptanmazken (r = 0.497; P > 0.05), cap ile
trophektoderm (r=0.785; P <0.01) ve toplam hiicre
sayis1 arasinda yiiksek oranda bir iligki saptanmistir
(r =0.821; P < 0.01). Ayrica trophektoderm hiicre
sayisi ile i¢ hiicre kitlesi hiicre sayist arasinda bir
iliski saptanmazken (r = 0.238; P > 0.05), toplam
ve trophektoderm hiicre sayisi (r=0.918; P <0.01)
ve toplam ve i¢ hiicre kitlesi hiicre sayis1 (r=0.701;
P < 0.05) arasinda yiiksek oranda bir iligski saptan-
mistir.

Tablo 3. Embriyo kiiltiir sonunda blastosist agamasina
ulagmis embriyolarin ¢api, i¢ hiicre kitlesi hiicre sayisi,
trophektoderm hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayilari ara-
sindaki Pearson korelasyon katsayilar1 (%95 giiven ara-
liginda).

THS [HK TRP
Cap 0.821™ 0.497 0.785™
TRP 0.918™ 0.238
[HK 0.701"

* P<(.05, ** P<0.01, Cap = blastosit cap1, IHK = i¢ hiicre kitlesi hiicre
say1si, TRP = trophektoderm hiicre sayisi, THS = toplam hiicre sayisi.

Tartisma ve Sonug¢

Sigirlarda in vitro embriyo iiretimindeki basar1 ora-
n1 laboratuvar sartlarina, kiiltiir sartlarina, kullani-
lan kiiltiir medyumlari ile ¢esitli katki maddeleri ve

bilesimlerine bagli olarak degismekle birlikte in vit-
ro oosit olgunlagsma oranindaki basar1 %60 ile %90
arasinda degisiklik gosterebilmektedir [1]. Dahasi
in vitro fertilizasyona alinan in vitro olgunlastiril-
mis oositlerin %20 ile %50’si Morula-Blastosist
agsamasina ulasabilmektedir [1,10]. Mevcut ¢alis-
mada elde edilen in vitro olgunlagma orani ve in
vitro fertilizasyon sonrasindaki embriyonik gelisim
asamalariin oranlar1 genel olarak literatiirde belir-
tilen degerler ile uyum gostermekte olup blastosist
asamasina ulagmis embriyo orani yaklasik %25 ola-
rak gergeklesmistir.

B6 ve Mapletoft [2] in vitro iiretilmis blastosist
sathasindaki sigir embriyolarinin ortalama 150 ile
190 pm (zona pellusidanin 12-15 pm’lik kalinlig:
dahil) arasinda degisen genisliklerde ¢apa sahip ola-
bilecegini bildirmistir. Mevcut ¢alismada da emb-
riyo kiiltiiriiniin 7. giinlinde blastosist asamasina
ulamig embriyolarin ¢ap1 (yaklagik 187 pum) bu ¢a-
lismadakine benzerlik gostermektedir.

Yapilan bazi ¢aligmalar in vitro iiretilmis blas-
tosist sathasindaki sigir embriyolarmin 80 ile 120
arasinda hiicreye sahip olduklarin1 gostermistir
[10,21]. Ayrica in vitro sartlarda blastosist agamasi-
na ulagmis embriyolarin i¢ hiicre kitlesi hiicre say1-
siin toplam hiicre say1isinin yaklasik %37’sini olus-
turdugu bildirilmistir [11,24]. Mevcut caligmada
blastosist asamasina ulagmis embriyolarin i¢ hiicre
kitlesi hiicre sayis1 toplam hiicre sayisinin ortala-
ma %35’ini olusturmakta olup bu deger literatiirle
uyum gostermektedir.

Fotiisiin nihai yapilarmin olustugu, embriyob-
last olarak da bilinen i¢ hiicre kitlesi memeli hay-
vanlarin ¢ogunda erken embriyogenesis asamasin-
da blastosistin i¢ kisminda olusan hiicre yigimidir
[6]. I¢ hiicre kitlesi zamanla embriyonun govdesini
olusturmakta ve embriyonun uterus endometriumu-
na baglanmasindan 6nce gelisimini tamamlamakta-
dir [24]. I¢ hiicre kitlesi blastosist boslugu olarak
bilinen blastoselin tabaninda katmanlasmis veya
kompaklasmis durumda ve trophektoderm dokusu
(trofoblast hiicreleri) ile gevrilmis olarak bulunmak-
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tadir [24]. Yapilan caligsmalar embriyoda “tight-jun-
ctions” adi verilen embriyo i¢i hiicre sikigmasi
(kompaktlagma) sonucu olusan yapinin trophekto-
derm ve i¢ hiicre kiitlesi hiicre popiilasyonlarinin
farklilagmasi i¢in mutlak surette gerekli oldugunu
gostermistir [20,24].

I¢ hiicre kitlesi fetiis organlarmin ve yapilarmmn
meydana gelmesi i¢in gerekli germ tabakalarimin
olusacagi tek kaynaktir [6]. Embriyoda germ taba-
kalarinin olusmasindan hemen sonra embriyonun
dis zarlar1 kdken aldig1 trophektoderm dokusundan
gelismeye baslamaktadir [11]. Trophektoderm do-
kusu embriyonun uterus endometriumuna baglan-
masint ve plasentasyonun gergeklesmesini sagla-
makla gorevli olup, plasentanin amniyon, allantois
ve koriyon zarlarmin kéken aldigi embriyonik ya-
pidir [11].

In vitro ¢evre sartlari embriyonun blastosist
asamasina ulasincaya kadarki hiicre gelisimini ve
farklilasmasini etkileyebilmektedir. Yapilan calis-
malar in vitro sartlarda tiretilmis sigir blastosistle-
rinin in vivo tretilmiglere gore daha diisiik oranda
i¢ hiicre kitlesi hiicresine sahip oldugunu bildirmis-
lerdir [7,14 ]. Giritharan ve ark. [9] in vitro sartlar-
da tiretilmis fare embriyolariin in vivo iiretilenlere
gore daha az sayida trophektoderm ve i¢ hiicre kit-
lesi hiicre sayisina sahip oldugunu ve in vitro kiiltiir
sartlarinin blastosist sathasina ulagsmis embriyola-
rn i¢ hiicre kitlesi ve trophektoderm hiicrelerinde-
ki transkriptom seviyesini etkiledigi bildirilmistir.
Embriyo kalitesini belirleyen en énemli faktorler-
den birisi i¢ hiicre kitlesinin sahip oldugu hiicre sa-
yisidir. Ganeshan ve ark. [8] i¢ hiicre kitlesi hiicre
hatt1 gelisiminin, embriyo kiiltiir sartlarinin olus-
turdugu strese karsi, trophektoderm hiicre hattindan
cok daha fazla hassas oldugunu bildirmistir. Ayrica
in vitro sartlarin embriyonun transferinden sonra
uterus endometriumuna tutunmasi ve canli fetiis
olusturabilmesi kapasitesi tizerine ¢ok biiyiik etki-
leri oldugunu da bildirmislerdir. Biitiin bu durumlar
in vitro sartlarin embriyolarin hiicresel farklilagmasi
ve embriyo kalitesi lizerine etkili olabilecegini gos-
termektedir.

Van Soom ve ark. [24] in vitro {iretilmis blas-
tosist sathasindaki embriyolarin i¢ hiicre kitlesinde
az sayida hiicre bulunmasimin transferden sonra
embriyonun gebelik olusturmasi i¢in gerekli emb-
riyonik gelisimi saglayamacagini, dolayisiyla bu

embriyolardan elde edilecek gebelik oranin diisiik
olabilecegini bildirmistir. Ganeshan ve ark. [8] ise
fetiisiin olusacag i¢ hiicre kitlesi hiicre hatt1 gelisi-
minin, embriyo kiiltlir sartlarinin olusturdugu strese
karsi, plasentanin olusacagi trophektoderm hiicre
hattindan ¢ok daha fazla hassas oldugunu ve in vit-
ro sartlarin embriyonun transferinden sonra uterus
endometriumuna tutunmasi ve canli fetiis olustu-
rabilmesi kapasitesi lizerine de ¢ok biiyilik etkileri
oldugunu da bildirmislerdir. Biitiin bu durumlar
embriyonun sahip oldugu i¢ hiicre kitlesi hiicre sa-
yisinin ileriki embriyonik veya fotal gelisim i¢in ne
derecede 6nemli oldugunun bir gostergesidir. Fakat
giiniimiizde embriyonun sahip oldugu i¢ hiicre kit-
lesi hiicre sayis1 diferansiyel boyama teknigi ile be-
lirlenmekte ve boyama isleminden sonra embriyo
Olmektedir. Dolayisiyla blastosist asamasina ulag-
mis embriyolar1 6ldiirmeden i¢ hiicre kitlesi hiicre
sayisin1 dolayisiyla kalitesi belirleyecek alternatif
ve Oliimle sonuglanmayan metotlara ihtiya¢ duyul-
maktadir.

Ju ve ark. [16] embriyo cap1 ile blastomer (hiic-
re) biiylikligli ve sayist arasinda pozitif bir iliski
oldugunu ve blastosist agamasindaki embriyolarin
hiicre sayis1 arttikga caplarinin da arttigini bildir-
miglerdir. Ayrica, Mori ve ark. [21] in vitro Uretilmis
sigir blastosistlerinin hiicre sayisi, gelisim asamast
ve ¢api arasinda yliksek oranda bir iliskinin oldugu-
nu ve blastositin gelistikce capinin ve hiicre sayisi-
nin artacagini bildirmisler. Blastosist cap1 blastosist
kalitesinin degerlendirilmesinde tam bir gosterge
olmasa da, Hazeleger ve ark. [12] in vivo veya in
vitro tretilmis genis capli blastosistlerin transfe-
rinden daha kiigiik capli blastosistlere gore yiiksek
oranda gebelik ve coguz dogum elde edilebilecegini
bildirmislerdir. Kidson ve ark. [18] in vitro liretilmis
blastosist asamasindaki embriyolarin beklenenden
kiigiik capa sahip olmalarin, hiicre ¢ogalma et-
kinliginde veya blastomer olusumunda gerceklesen
salg1 aktivitesinde gerceklesmis olan anormallikle-
rin bir gostergesi olabilecegini bildirmislerdir. Jung
ve Fischer [17] ve Kidson ve ark. [18] blastosistler
gelistikce cap1 ve metabolizma hizinin artabilecegi-
ni bildirmislerdir.

Mevcut c¢aligmada embriyo kiiltiir sonunda
blastosist agamasina ulagmis embriyolarin ¢api ile
i¢ hiicre kitlesi hiicre sayisi arasinda bir iliski sap-
tanmazken, cap ile trophektoderm ve toplam hiicre
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sayis1 arasinda yiiksek oranda bir iliski saptanmustir.
Bu calismanin sonuglarina benzer olarak, Hoelker
ve ark. [13] in vitro tiretilmis sigir blastosistlerinin
capt ile toplam hiicre sayisi ve trophektoderm hiicre
sayis1 arasinda dnemli bir iligskinin oldugunu bildir-
mistir. Yine ayni ¢aligmada blastosist cap1 arttik¢a
toplam hiicre sayist ve trophektoderm hiicre sayi-
larinin da arttig1 ve blastosistlerin gelisim asamala-
11 (orta, genislemis ve hatch yada yariklanmis) ile
hiicre ¢ap1 arasinda yiiksek oranda bir iliskinin var
oldugunu bildirilmistir.

Sonug¢ olarak mevcut ¢aligmamizda embriyo
kalitesinin temel gostergelerinden biri olan i¢ hiicre
kitlesi hiicre sayisinin blastosist ¢api ile bir iligkisi
saptanmasa da toplam hiicre sayisi ile ve trophekto-
derm hiicre sayisinin blastosist ¢api ile olan iliskisi
blastosist ¢apinin kalite belirlemede bir kriter olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.
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