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OZET

Bu ¢alismanin amaci, birgok arastirici tarafindan kullanilmakta olan CR 1aa kiiltiir
medyumunda protein kaynagi olarak kullanilan sigir serum albumininin (BSA) yerine sentetik
bir madde olan polivinilpirolidon (PVP) maddesinin kullanilip kullanilamayacaginin
belirlenmesi ve normal sartlarda 4. giinde kiiltlir ortamina katilan fotal buzagi serumunun
(FCS) embriyonik gelisim lizerindeki etkisinin incelenmesidir.

Bu amagla lokal bir mezbahadan elde edilen ovaryumlardan toplanan oositler in vitro
sartlarda mature ve fertilize edildi. Fertilizasyondan 24 saat sonra, embriyolar rasgele iki gruba
boliindiikten sonra grubun birinde embriyolar i¢erisinde 3 mg/ml oraninda BSA bulunan
CR1aa medyumunda kiiltiir edilirken, digerinde embriyolar i¢erisinde 3 mg/ml oraninda PVP
bulunan CR1aa medyumunda kiiltiir edildi. Kiiltiiriin 4. giintinde (fertilizasyon 0. giin) de
ayrica her iki grupta yer alan embriyolarin bir kismina %10 oraninda FCS ilave edilirken,
geriye kalan embriyolarin bulundugu ortama FCS ilavesi yapilmadi. Embriyolarin gelisimleri
takip edildi ve 6zellikle embriyolarin 2 hiicre asamasina ulastiklar1 donemde (kiiltiirtin 2. giinii)
ve blastosit agamasina ulastiklar1 7. giinde embriyolar sayilarak gelisim oranlar1 belirlendi.

Iki hiicreye boliinme ve morulaya gelisim oranlar1 FCS ilavesi yapilan grup igin
sirastyla BSA’l1 grupta %61,60 ve %32,32 iken, PVP’li grupta %55,56 ve %25,40 bulundu;
FCS ilavesi yapilmayan grup i¢inse BSA’l1 grupta %60,95 ve %27,89 iken, PVP’li grupta
%55,73 ve %21,34 bulundu. Ikiye béliinme oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
fark bulunmamus olsa da (P>0,05), BSA’l1 gruplarin PVP’li gruplardan daha yiiksek oranda
bolinme gozlendigi tespit edildi. Morula gelisim oranlari bakimindan da gruplar i¢inde sadece
FCS katilan BSA’l1 ve FCS katilmayan PVP’li gruplar arasinda istatistiksel fark bulundu
(P<0,01).

Sonug olarak, CR1aa embriyo kiiltlir ortaminda BSA kullanilmasinin gelisim oranlarini
olumlu yonde etkiledigi sonucuna varildi. Ayrica, kiiltiiriin 4. giiniinde kiiltiir ortamina FCS
ilavesinin yapilmasinin embriyonik gelisimi pozitif yonde etkiledigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Sigir, embriyo kiiltiirii, CR1aa, BSA, PVP, FCS

II



SUMMARY

Effects of the protein sources added to the bovine embryo culture medium on

embryonic development

The purpose of this study was to investigate the effect of fetal calf serum (FCS) added
to the culture milieu under normal conditions and the possibility of using a synthetic chemical,
polyvinylpyrrolidone (PVP), instead of bovine serum albumin used as protein source in CR1aa
culture medium used by many researchers.

For this purpose oocytes collected from ovaries obtained from a local slaughterhouse
were matured and fertilized. Twenty-four hours after fertilization, fertilized oocytes were
randomly divided into two groups. Embryos in one group were cultured in CR1aa medium
containing 3 mg/ml BSA and embryos in the other group were cultured in CR 1aa medium
containing 3 mg/ml PVP. On fourth day of culture (fertilization day = 0) some embryos from
both groups were supplemented with 10% FCS, and remaining embryos from both groups were
not supplemented with FCS. Embryonic development was observed and their developmental
ratios were determined on days which embryos reach two-cell stage (second day of culture) and
blastocyst stage (seventh day of culture).

Cleavage rates and development rates to morula stage for group supplemented with FCS
were found 61.60% and 32.32% in BSA group and 55.56% and 25.40% in PVP group,
respectively; for group not supplemented with FCS they were 60.95% and 27.89% in BSA
group and 55,73% and 21.34% in PVP group. Even there was no statistical difference among
groups in terms of cleavage rate (P>0.05), the cleavage rates of BSA groups were higher than
the cleavage rates of PVP groups. In terms of development rates to morula there was a
significant difference only between the BSA group supplemented with FCS and the PVP group
not supplemented with FCS (P<0.01).

As aresult, it was concluded that using BSA in CR1aa embrio culture milieu affects the
development rate in a positive way. Moreover, FCS supplementation to the culture medium
also affects the development rate in a positive way.

Key Words: Cattle, embryo culture, CR1aa, BSA, PVP, FCS
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GIRIS

Biyolojik bilimler alanindaki gelismeler 20. yiizyil igerisinde hizla ilerlemistir. Bu
alanlar igerisinde biyoteknolojinin yeri ise ayr1 bir dneme sahiptir. Ozellikle reprodiiktif
biyoteknoloji alanindaki gelismelerle hayvansal iiretimin iyilestirilmesi konusunda biiyiik yol
almmistir. Diinyada bu alanda uygulanan ilk yontem olan suni tohumlama uygulamasina
ikinci baglayan iilke olmamiza karsin, bu yontemin tam anlamiyla uygulamasinda ortaya ¢ikan
bazi nedenlerden dolayi, alinan yol arzu edilenin ¢ok gerisinde kalmistir (1). Bunu hayvan
sayimizla hayvansal liretimimizi karsilastirarak en iyi bicimde gosterebiliriz. Reprodiiktif
biyoteknoloji alanindaki gelismeler 6zellikle sigirlarda in vitro maturasyon (IVM), in vitro
fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiiltiir (IVC) yontemlerinin basarili sekilde gerceklestirilmesine
olanak saglamistir. Bu gelismelere paralel olarak, embriyolarin cinsiyetlerinin 6nceden
belirlenmesi, transgenik hayvan {iretimi, ikiz yavru elde edilmesi ve klonlama gibi konularda
da biiyiik gelismeler saglanmistir (2-4).

Sigirlarda in vitro embriyo iiretimindeki asamalar 6zetlenecek olursa; ilk olarak
mezbahalardan elde edilen ovaryumlar iizerindeki mature olmamis oositler toplanir ve bunlar
in vitro sartlarda mature edilir. Mature olmus oositler yaklasik 22 saat sonra dondurulmus
sperma ile in vitro fertilize edilir. Fertilizasyon sonucu elde edilen embriyolar in vitro sartlarda
kiiltiir edilerek blastosit asamasina kadar in vitro sartlarda gelistirilirler (2).

S1g1r embriyolarmin in vitro kiiltiirii i¢in degisik yontem ve medyumlar kullanilmigtir.
In vitro embriyo iiretiminin basladig ilk yillarda embriyolar in vivo sartlarda kiiltiir edilmistir.
Bu amagla ayni tiirden ya da baska tiirden bir hayvanin uterusuna transfer edilen embriyolar
blastosit donemine kadar gelistikten sonra toplanmistir. Giiniimiizde bu yontem hem c¢ok
pahali olmas1 hem de in vitro sartlardaki iyilesmeler sonucunda yaklasik tiimiiyle terk
edilmistir (2).

In vitro kiiltiir isleminde ise, embriyolar &zel sartlarin saglandigi inkiibatorlerde kiiltiir
edilmektedir. In vitro kiiltiir isleminde baslica iki farkli yontem kullanilmaktadir. Ko-kiiltiir
yonteminde, embriyolar ovidukt epitel, fibroblast ve granuloza gibi farkli hiicre kiiltiirlerinin
yapildig kiiltiir ortamina aktarilirlar ve hiicreler ile birlikte kiiltiir edilirler. Buradaki temel
ilke, kiiltiir edilen hiicrelerin salgiladigi biiylime faktorlerinden embriyolarin da yararlanmasini
saglamaktir. Diger yontemde ise, icerigi tiimiiyle bilinen maddelerden hazirlanmig medyumlar
kiiltiir islemi i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemde diger yontemden farkli olarak, ayrica bir
hiicre kiiltiiriine gereksinim yoktur. Bundan dolay1 da daha kolay bir uygulamadir (2, 5). Sigir
embriyolarinin in vitro kiiltiirlinde, en yaygin olarak kullanilan medyumlardan birisi de CR1aa

diye adlandirilan kiiltiir medyumudur. Ancak, embriyolar kiiltiir edilirken 4. giinde yapilacak



fotal buzagi serumu, ilavesi embriyolarin geligimi tizerine olumlu etkide bulunmaktadir (6).
Son yillarda gelismekte olan embriyo gereksinimlerinin tam olarak anlagilmasina yonelik
olarak yapilan ¢aligmalarda, kiiltiirde kullanilan medyumu olusturan unsurlarin tiimiiniin
bilinmesi ve kontrol edilebilir olmasina dikkat edilmektedir. Medyumlarin protein kaynaklari
ile desteklenmesinin embriyo kiiltiirii tizerindeki olumlu etkileri bir ¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir (5-8). Sigir serum albumini ve FCS in vitro kiiltiir isleminde kullanilan baslica
protein kaynaklaridir. Bunlar ayni firma tarafindan olsa bile, degisik donemlerde
tiretildiklerinde ayn1 nitelikleri gostermeyebilmekte ve bunun sonucunda da kullanildiklarinda
elde edilen sonuglarin farkli ¢ikmasina neden olmaktadirlar. Bu nedenle de, embriyo
gereksinimlerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda protein kaynagi olarak kullanilan bu
maddelerin kullanilmamasinin daha uygun olacagi 6ngdriilmektedir (2).

In vitro embriyo iiretimi iilkemizde son yillarda ¢alisilmaya baslanmis yeni bir
konudur. Bu alandaki eksikliklerin hizla tamamlanmasi ve hayvan popiilasyonu bakimindan
hedeflerin ¢ok gerisinde bulunan iilkemizde hayvan popiilasyonunun genetik agidan
iyilestirilmesinde etkili olacak in vitro embriyo iiretimi ve buna baglh diger yontemlerin
kullanilmasi saglanarak yeterli bir ivmenin kazandirilmasi gerekmektedir. Caligmada IVF yolu
ile elde edilmis embriyolarin in vitro kiiltiiriinde dnceden Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi IVF laboratuarinda da basarili sonug alinmis olan CR1aa medyumu kullanilmistir.
Ancak bu calismada protein takviyesinin embriyo gelisim orani itizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla, normalde CR1aa (Charles Rosenkrans1 amino acids) medyumu
icerisinde bulunan bovine serum albumin (BSA)’ nin yerine sentetik bir madde olan
polivinilpirrolidon (PVP) kullanilmistir. Sonrasinda ise, embriyo kiiltiiriiniin 4. giiniinde
yapilan %10 FCS takviyesi de yapilmayarak, bu degisikliklerin embriyo gelisimi {izerindeki
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada BSA’nin ve FCS’un
embriyolarin gelisim oranlarini arttirdig1 bildirilmistir (5-9). Ancak, herhangi bir protein
takviyesi yapilmadan da embriyolarin elde edilebilecegi baz1 arastiricilar tarafindan
gosterilmistir (7, 10). Sonug olarak, calismanin yapildigi IVF laboratuarinda baslatilmis olan
in vitro embriyo tiretim ¢aligmalarinin gelistirilmesi ve bilimsel arenada hala 6énemli bir konu
olan protein takviyesinin arastirilmasina olanak saglanmistir. Bu ¢alismada elde edilecek
veriler yontemin gelistirilmesi ve sonraki ¢aligmalara 151k tutmasi bakimindan da biiyiik

yararlar saglayacaktir.



GENEL BIiLGILER

In vitro embriyo iiretiminde &zellikle 20. yiizyilin son geyreginde oldukg¢a énemli
gelismeler kaydedilmis olmasina karsin tilkemizde bu konu ile ilgili calismalar heniiz
baslangi¢ asamasindadir. Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda in vitro embriyo iiretimiyle ilgili
calismalar Istanbul Universitesi, Uludag Universitesi ve Ankara Universitesi Dolerme ve
Suni Tohumlama Anabilim Dallarindaki mevcut laboratuarlardan bildirilen ¢alismalarla
kisith kalmistir. Ayrica, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni
Tohumlama Anabilim Dalinda koyunlarin ve TUBITAK Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii’'nde sigirlarin klonlanmasina iliskin ¢aligmalar
baslamistir. Ulkemizde konu ile ilgili yetismis uzman sayisinda da énemli yetersizlik
oldugu gozlenmektedir. Dolayisiyla, konu ile ilgili ¢alismalarin artabilmesi i¢in uzman
arastirici sayisinin da artmasinin 6nemi biiytiktiir. Calismanin yapildigi IVF laboratuari
bilinyesinde daha dnceden yapilan embriyo kiiltiir calismasinda dort farkl kiiltiir medyumu
icerisinde CR1aa medyumu ile en yliksek oranda blastosist gelisimi elde edilmistir.
Dolayistyla, calismada CR1aa medyumunun kullanilmasina karar verilmistir.

Fertilizasyondan sonra embriyolarin gelisimlerinin siirdiiriilebilmesi i¢in uygun
sartlarda kiiltiir edilmeleri gerekmektedir. Embriyolarin degisik gelisim donemlerinde
gereksinim duyduklar1 besin maddelerinin degistigi bilinmektedir. Ancak icerigi tiimiiyle
tanimlanmis olan maddelerden olusan bir medyumun tam anlamiyla gelistirilmemis olmasi
embriyolarin besinsel gereksinimlerinin belirlenmesini giliglestirmektedir. Bilindigi iizere,
en yaygin olarak kullanilan protein kaynaklar1 BSA ve FCS’dur. Bunlardan BSA CR1aa
medyumu igerisine hazirlanirken 3 mg/ml dozda katilmaktadir. FCS ise fertilizasyon 0.
giin kabul edildiginde 4. giinde %10 oraninda ilave edilmektedir. Bu iki maddenin gelisim
tizerindeki etkilerinin incelenmesiyle konu ile ilgili yiritiilecek sonraki ¢aligmalar i¢in

bilgi birikimi saglanacaktir.

In Vitro Embriyo Uretiminin Tarihcesi

Fertilizasyona iliskin bilgilerin ¢ogu, Gregory Pincus ve arkadaslarinca
memelilerde 1930’1u yillarda arastirilmis olmasina karsin, 6zellikle 1940’11 yillarda deniz
kestanelerinde yapilmis ¢aligmalara dayanmaktadir. Memelilerde fertilizasyon olayinin
daha iyi anlagilmasi, 1950’11 yillarda sperma kapasitasyonunun bulunmastyla olmustur.

Tavsanlarda, yavruyla sonuglanan ilk basarili IVF ¢alismasi 1959 yilinda



gerceklestirilmistir. Tavsanlardaki bu ilk caligmalarda, ciftlesmeden 12 saat sonra,
uterustan elde edilen sperma kullanilmistir. Yine 1968°de, farelerde uterustan elde edilen
sperma ile yapilan basarili in vitro fertilizasyon ¢aligmasi bildirilmistir. Chang ve
arkadaslar1 1986°da ilk kez hamsterlerde ve onu takiben de farelerde epididimal spermanin
IVF i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir. Farelerde ve ratlarda, epididimisden elde
edilen spermanin in vitro kapasitasyonu 1970’11 yillarin basinda gerceklestirilmistir (2).

Sigirlardaki caligmalar da bu siire icerisinde yogun bigimde siiregelmistir. in vitro
mature edilmis sigir yumurtasinin ilk bagarili fertilizasyonu, 1977°de Iritani ve Niwa (11)
tarafindan bildirilmistir. {lk kez ovule olmus yumurtanin in vitro fertilizasyonu sonucu
canli bir buzagi elde edilmesi de 1981°de gerceklestirilmistir (12). Yine Kanada’da
Lambert ve arkadaslarinca (13) laparoskopik yontemle elde edilen sekonder oositlerden, 6
adet buzagi in vitro fertilizasyon yapilarak elde edilmistir. Bu islemde laparoskopi ile
ovulasyona yakin zamanda toplanan yumurtalar in vitro fertilize edilip tavsan oviduktunda
in vivo kiiltiir edilmistir. In vitro mature edilmis yumurtalardan ilk buzagi, 1986 yilinda
Japonya’dan Hanada ve arkadaslar tarafindan (14) bildirilmistir. Bu ¢alismada,
embriyolar blastosit agamasina dek tavsan oviduktunda in vivo kiiltiir edilmis ve
transferden 6nce dondurulup ¢oziindiiriilmiislerdir. Transfere kadar tiimiiyle in vitro
sartlarda tiretilmis embriyolardan ikiz yavrunun elde edildigi calisma da Dublin’den Lu ve
arkadagslar tarafindan 1987°de (15) bildirilmistir.

Diger tiirlerde de basarili IVF galismalari yapilmustir. Ozellikle diinyada bazi
tilkelerde koyun ve keg¢i yetistiriciligi biiyiik dneme sahiptir. Ciftlik hayvanlari arasinda ilk
olarak IVF c¢alismalarinda kullanilan hayvan koyun iken, in vitro maturasyon ve
fertilizasyon sonucu elde edilen kuzularin dogumunu bildiren ¢aligmalar ¢cok sonralari
gerceklestirilebilmistir (2). S6z konusu ¢alismada in vitro mature edilen koyun oositlerinin
in vitro fertilizasyonundan sonra in vitro kiiltiir edilmis ve kiiltiir sonrasinda gelisen
embriyolar tastyict anne koyunlara transfer edilmistir. Transferden sonra gelisen
gebeliklerden canli kuzular elde edilmistir.

Domuzlarda ise, ilk in vitro fertilizasyon ¢alismasi in vivo mature olmus oositlerin
kullanilmas1 yoluyla 1986 yilinda Cheng ve arkadaglar tarafindan (16) bildirilmis
olmasina karsin, tiimiiyle in vitro sartlarda iiretilmis embriyolarin blastosist agamasina dek
gelistirilmeleri ve canli yavrulari elde edilmesi, italya’da 1989 yilinda Mattioli ve

arkadaslar tarafindan (17) gerceklestirilmistir.



Atlarda ise, ilk canli yavru, in vivo mature olmus yumurtalarin in vitro
fertilizasyonu sonucu Palmer ve arkadaglar1 (18) tarafindan 1991 yilinda

gergeklestirilmistir.

In Vitro Embriyo Uretimi

I¢inde bulundugumuz yiizyilin en dnemli bilimsel gelismelerinin oldugu
biyoteknoloji alanindaki ilerlemeler 6zellikle son ¢eyrek yiizyilda gergeklesmistir.
Reprodiiktif alanda kaydedilen gelismeler dikkate alindiginda, elde edilen basarilar bag
dondiiriiciidiir ve her gecen giin de bu gelismelere yenileri eklenmektedir. Gamet
hiicrelerinin gelisim ve fizyolojilerinin daha iyi anlasilmaya baslanmasiyla bu siire¢ daha
da hizlanmistir. Gamet fizyolojisinin ve fertilizasyon olgusunun daha iyi anlagilmasi,
ancak bu islemlerin in vitro sartlarda uygulanabilmesiyle olas1 hale gelmistir. Bunun igin;
bu alanda ilk olarak, embriyolarin in vitro sartlarda gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
calismalar genellikle farelerle ve c¢iftlik hayvanlarindan da 6zellikle sigirlarda yogun
bicimde uygulana gelmistir. Ayrica, elde edilen sonuglar beseri alanda da 6nemli
uygulama olanaklart bulmustur.

Suni tohumlama metoduyla baslayan reprodiiktif biyoteknoloji daha sonra, embriyo
transferi ile yeni bir boyut kazanmistir. Bununla da yetinmeyen biyoteknoloji, in vitro
fertilizasyon teknigiyle ayr1 bir ivme kazanmustir (19). In vitro fertilizasyon tekniginde,
anneden elde edilen yumurta, babadan elde edilen spermatozoonlar ile laboratuar
sartlarinda birlestirilir (20). Bunun saglayacag yararlar bilindigi {izere ¢ok cesitlidir. In
vitro embriyo iiretimi insanlarda reprodiiktif sorunlarin ¢6ziimii ile hayvanlarda 6zellikle
genetik ilerlemenin saglanmasi bakimindan énemli bir biyoteknolojik yontemdir. Ayrica
maturasyon, fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim gibi baz1 olgularin anlagilmasina
yardimce1 olmasi bakimindan da bilimsel ¢alismalar acisindan ayri bir 6neme sahiptir (21,
22). Belirtmeden gegilemiyecek hususlardan birisi de, gen transferi ve klonlama gibi ileri
diizeydeki uygulamalarin in vitro embriyo iiretiminde yapilan gelismeler sayesinde
gergeklestirilebilmig olmasidir (23). Bu teknigin hayvanciliga sagladigi bazi yararlar; besi
sigirlarinin niteliklerini iyilestirmek, ikiz gebelikler icin embriyo saglamak, iistiin
niteliklere sahip ineklerin infertilite sorunlarini ¢c6zmek, transgenik ve klon hayvanlar

tiretmek ve cinsiyetleri bilinen embriyolar saglamak olarak 6zetlenebilir.



Bu genel yararlardan baska, iistiin 6zellik tasiyan hayvanlarin 6liimlerinden sonra
dahi elde edilecek yumurtalar, in vitro fertilizasyon uygulanarak kullanilabilirler ve bu
yontemle iistiin genetik yapidan sonuna kadar yararlanma firsat1 elde edilebilir.

In vitro embriyo iiretimindeki baslica asamalar; oositlerin elde edilmesi ve
maturasyonu, in vitro fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii olarak 3 asamaya ayrilabilir. Bu
asamalara gecilmeden Once lilkemiz agisindan in vitro embriyo iiretim teknolojisinin
onemine deginmek yararli olacaktir. Sigir embriyolarinin tiretimi sematik olarak Sekil

1’de 6zetlenmistir.

Ulkemiz Acisindan Sigir IVF Teknolojisinin Onemi

Ozellikle OPU/IVF (Ovum Pick Up/In Vitro Fertilizasyon) sonucu elde edilecek
embriyolarin sigir 1slahinda kullanilmasi iilkemiz acgisindan oldukga énemlidir. Sigir 1slah
caligmalari, gelismis lilkelerde uygulanan diizenli kayit sistemi ve erkek hayvanlarin
projeni teste tabi tutulmalar1 sonucu son 50 yil i¢erisinde oldukga biiyiik ilerleme
saglanmustir. Ulkemiz diinyada suni tohumlama uygulamasina baslayan ikinci iilke
olmasina karsin, 1slah ¢aligmalarinda istenilen diizeyin oldukg¢a gerisinde kalmigtir. Bunun
bir ¢ok nedeni bulunmaktadir. Bu kayb1 kisa zaman igerisinde kapatmak ancak ileri
biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi ile olasidir (24, 25).

Bilindigi iizere, reprodiiktif biyoteknoloji son yillarda diinya ¢apinda biiyiik
ilerlemeler sergilemistir (klonlama, transgenik hayvan tiretimi vs). Gelisen bu teknolojiler
ozellikle 1slah ¢caligmalarinda geri kalmis gelismekte olan iilkelere, aciklarin1 kapamak i¢in
biiyiik firsatlar sunmaktadir. Ayrica, iilkemizde son yillarda hayvansal iiriin iiretiminde
(0zellikle et ve siit) biiyiik yatirimlar yapilmistir. Yapilan bu yatirimlarin etkin sekilde
degerlendirilebilmesi, ancak ham madde ihtiyacinin istenilen kalite ve miktarda saglanmasi
ile olasidir. Bunun dogal sonucu olarak yatirimei firmalarin ham madde miktar ve

kalitelerini artiracak her tiirlii projeye destek saglamalar1 zorunlu bir durum arz edecektir.
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Sekil — 1 Sigir embriyolarinin in vitro liretimi (Gordon, 1994 (2)’den alinmigtir).

Yukarida sozii edilen OPU/IVF tekniklerinin kullanilmasi sonucu, Tiirkiye'de var
olan az sayidaki elit ineklerden en iist diizeyde yararlanma ve tlilkemiz sartlarina adapte
olmus bu ineklerden elde edilecek yavrularin ¢ekirdek damizlik siiriilerin olusturulmasinda
kullanilmas1 saglanarak, 1slah ¢alismalarinin hizlandirilmasi olasidir. Ancak, tiim bu
islemleri rutin uygulayabilecek bir kurum ya da laboratuar iilkemizde tam anlami ile
bulunmamaktadir. Uygulanacak bu yontemlerle dis alim i¢in harcanan milyonlarca
dolarlik 6z kaynagin iilkemizde kalmasi saglanacaktir. Bunun i¢in 6ncelikle yapilmasi
gereken, mezbahadan saglanacak ovaryumlardan elde edilecek oositlerle deneysel
caligsmalara baglanmasi ve in vitro embriyo tiretimini laboratuar i¢in standartlastirdiktan
sonra, hazirlanacak bir proje ile OPU/IVF sonucu elde edilecek embriyolarin 1slah

amaciyla kullanilmalarinin saglanmasidir. Son yillarda iilkemizde in vitro embriyo iiretimi



ile ilgili ¢alismalara baglanmis olmasina karsin istenilen diizeyde gelismeler elde
edilememistir (22, 26-28).

Bunun disinda, sigir in vitro embriyo iiretiminin laboratuarda standardize edilmesi
sonucu klonlama ve transgenik sigir iretim ¢aligmalarina gegilerek, biyofarming i¢in temel

adimlarin atilmas1 da saglanmalidir.

Oositlerin Elde Edilmesi ve Maturasyonu

Gametlerin farklilasmasinda primer oosit asamasina, ¢ogu disi memeli tiirlerde
primordial germ hiicrelerinin ve oogonianin mitozla proliferasyonunu takiben bunlarin
mayoza girisleri ile fétal yasamda ulasilir (2, 29, 30). Birinci mayozun profaz asamasinda
gelisimi durdurulmus oosit tek katli yassi epitel follikiil hiicreleri ile kusatilmistir. Bu
asamadaki follikiiller primordial follikiiller olarak adlandirilmaktadir. Primer oositler
hayvanin reprodiiktif iiretkenligi boyunca kullanilacak gametojenik materyaldir ve bu
asamadan sonra herhangi bir mitoz ¢ogalmaya ugramazlar. Disi hayvanin hayatinin
degisik zamanlarinda, uygun hormonlarin in vivo varliginda primordial follikiillerden bir
kismi gelismeye ve farklilasmaya baslar ki; bunun sonucunda da genellikle tek bir mature
ve ovulasyona hazir Graaf follikiilii sekillenir. Primordial follikiillerin gelisme asamasina
girmeleri fotuslarda, ergenlige ulasmamis hayvanlarda, menstrual ve strus sikluslari
boyunca ve hatta gebelik siiresince dahi gozlemlenebilir. Ancak, fertilizasyona hazir
yumurtay1 iceren mature follikiil, uygun sartlar altinda sadece reprodiiktif agidan olgun
hayvanlarda reprodiiktif siklusun spesifik donemlerinde ve mevsime bagl Gstrus gosteren
hayvanlarda da ¢iftlesme mevsimi boyunca bulunabilir. Gelismekte olan follikiillerden
dominant 6zellik kazananlarin; baska bir deyisle, ovulasyon i¢in sec¢ilenlerin disindaki
follikiiller dejenerasyon sonucu ortadan kaybolurlar (29). Iste bu sebepten dolayi,
calismalar 6zellikle gelismekte olan tersiyer follikiillerden elde edilen oositlerin dominant
follikiiliin etkisi olmaksizin in vitro sartlarda mature edilmesinde yogunlagsmistir. Boylece
in vivo sartlarda dejenere bir¢ok yumurtadan yararlanmanin yolu agilmistir. Ayrica, bu
islem icin oositlerin toplanma zamani da ¢ok biiyiik onem tagimamaktadir.

Follikiil tinitesindeki biiylime ve farklilasma bagladiginda, primordial fazdan
ayrilan follikiillerin igerisindeki primer oosit hacimce biiylimeye baslar ve bunu kusatan
somatik hiicreler ¢ogalarak tek katli kiibik ya da prizmatik yapiya doniisiirler. Morfolojik
olarak bu yap1 primer follikiil olarak adlandirilir. Gelismeye baslayan follikiille birlikte

oositin cansiz hiicre dis1 katmanini olusturan zona pellusida sekillenmeye baglar. Follikiil



hiicrelerinin proliferasyonu ¢ok katl epitel yap1 sekilleninceye kadar devam eder ve
follikiil hiicrelerinin etrafi tek katli yass1 hiicreler ile kusatilir. Bu sekilde sekonder follikiil
gelismis olur. Ayni zamanda sekonder follikiildeki primer oosit de gelismesine devam
eder. Follikiil hiicrelerinin biiylimesi ve teka eksterna ve interna olarak iki ayr1 yapiya
farklilagsmasindan sonra follikiiliin igerisi s1v1 ile dolmaya baslar. Bu donemde oosit
follikiil duvarinin bir tarafinda hiicrelere tutunmus durumdadir ve follikiil hiicreleri bu
asamadan itibaren granuloza hiicreleri olarak adlandirilir. Cok az memeli tiiriinde
(Madagaskar kirpisi, Moon faresi gibi) antrum hi¢bir zaman sekillenmez. Cogu memelinin
tersiyer ya da antral follikiiliinde oosit, kumulus ooforus diye adlandirilan tepecik
seklindeki yap1 ile kusatilmis durumdadir. Kumulus ooforus, granuloza ve kendi kumulus
hiicreleriyle birlikte ayn1 zamanda oositle de temas halindedir. Kumulus hiicrelerinden
oositi ¢epecevre kusatan ve oositin plazmalemmasiyla iliskide olan parmak seklindeki
villuslara sahip hiicreler korona radiata olarak adlandirilirlar. Bazi memelilerde oosit
maksimum ¢apina ulagsmistir ve gelisimini de tamamlamistir. Bu duruma daha ¢ok kisa
siklusa sahip rodent gibi tiirlerde rastlanir. Evcil hayvanlar ve primatlar gibi uzun siklusa
sahip tiirlerde ise oositin gelisimi devam eder. Tersiyer follikiil i¢cerisinde, oldukca genis
bir follikiille sonu¢lanan, granuloza hiicrelerinin proliferasyonu ve lumendeki sivi
sekresyonu ovulasyon anina kadar devam eder (2, 29, 30). Disi gamet hiicrelerinin yasam
asamalar1 Sekil 2'de 6zetlenmistir.

Yukarida da s6z edildigi gibi, follikiiler gelisim siiresince gelismekte olan birgok
oositin dejenerasyona ugramasi ve ayrica siiperovulasyon prosediiriinde de oosit
vericilerine yapilan hormon uygulamalarinda, oositlerin toplanmasinda ve fertilizasyon
yeteneklerindeki degiskenlikler IVF uygulamasinda ¢esitli aksakliklarin dogmasina ve
ozellikle deneysel ¢caligmalar i¢in oosit sayisinin yetersiz olmasina neden olmaktadir.
Bundan dolay1 ve 6zellikle oosit sayisindaki artig1 saglamak i¢in, aragtirmacilar
mezbahalardan kolayca toplanabilen ovaryumlar iizerindeki 7-8 mm'den daha kiigiik
follikiillerin aspire edilmesiyle elde edilen olgunlasmamis oositlerin olgunlastirilabilmeleri
icin yeni prosediirler gelistirmiglerdir (22, 31, 32). Bunun yaninda, OPU ad1 verilen ve
vajinadan ultrason yardimuiyla follikiillerin aspire edilmesini kapsayan yontem de 6zellikle
beseri sahada ve sigir IVF uygulamasinda basariyla kullanilmakta olan bir yontemdir (33-

35).
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Sekil — 2 Disi gamet hiicrelerinin yasam dongiisii (Austin ve Short, 1976 (36)’dan
alinmistir)

Mezbahadan ovaryumlar ¢ogunlukla yaklasik 30°C'lik fizyolojik tuzlu su bulunan
termoslar igerisinde getirilir. Bazi laboratuarlar fizyolojik tuzlu su yerine doku kiiltiir
medyumu-199 (tissue culture medium-199, TCM-199) veya fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(phospate buffered saline, PBS) gibi degisik medyumlar1 da kullanmaktadir. Oositlerin
maturasyona birakilmalarina kadar olan siirenin 6 saati gegmemesi dnerilmektedir. Bazi
durumlarda, kontaminasyonu 6nlemek amaciyla antibiyotik eklemenin yararli olacagi
sOylense de, IVF i¢in bunun yapilmasi zorunlu degildir. Laboratuara getirilen ovaryumlar,
oositlerin elde edilmesinden dnce, mutlaka 1lik cesme suyu (30-35°C) ile yikanmalidir.
Boylece mantar kontaminasyonu biiyiik 6l¢iide onlenmektedir. Mezbahadan getirilen
ovaryumlardan oositlerin elde edilmesinde degisik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar;
aspirasyon yontemi, mincing (dilimleme) yontemi ile follikiillerin diseksiyonu ve

patlatilmas1 yontemidir (2, 37, 38).

Aspirasyon Yontemi: Bu yontemde, genellikle 2-8 mm ¢apindaki tersiyer
follikiiller, bir enjektore ya da vakum sistemine bagli 18 ga'luk bir enjektor ignesi ile aspire
edilirler. Boylece follikiil s1visi ile birlikte oositler de aspire edilmis olur. Elde edilen

follikiiler igerik 50 ml’lik konik santrifiij icerisinde biriktirilir. Toplanan follikiil s1vis1
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sedimentasyon i¢in bir siire bekletildikten sonra, dipteki sediment bir pastor pipeti
yardimiyla oositlerin ve embriyolarin yikanmasi i¢in hazirlanan vasat icerisine aktarilarak
stereo mikroskop altinda incelenerek oositler toplanir. Yikama vasati olarak PBS veya TL-
HEPES [tyrode lactate-2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethanesulfonic acid] gibi pH’s1
7.2-7.4 arasinda sabitlenmis degisik soliisyonlar kullanilabilir. Giinlimiizde en yaygin

kullanilan oosit toplama yontemidir (2, 22).

Mincing (Dilimleme) Yontemi: Bu yontemde, ovaryumlara iizerlerindeki
follikiillerden gececek sekilde cesitli kesitler yapilir. Daha sonra ovaryum yikama vasati
igerisinde iyice yikanarak, oositlerin yikama vasatina gegmesi saglanir. Yikama sonunda,
petri igerisinde toplanan igerik ya direkt olarak stereo mikroskop altinda oositler i¢in
arastirilir ya da yikanan ovaryum ¢ok fazla ise yikamadan sonra, yikamada kullanilan
soliisyon 50 mI’lik konik santrifiij tiip i¢erisine aktarilir. Daha sonra, dipteki sedimentte

oositler yukarida tanimlandig gibi arastirilir (2).

Follikiillerin Diseksiyonu ve Patlatilmas1 Yontemi: Bu yontem i¢in dncelikle
follikiiller ovaryumlardan diseksiyon yoluyla ayrilirlar. Ayrilan bu follikiiller yikama
vasati i¢erisinde patlatilarak, oositlerin disar1 ¢ikmasi saglanir. Sonrasinda oositler stereo
mikroskop altinda arastirilir (2).

Bunun yaninda, basarili bir in vitro fertilizasyon i¢in, vajinadan ultrason yardimiyla
follikiillerin aspire edilmesi de 6zellikle beseri sahada basariyla uygulanmakta olan bir
yontem iken, glinlimiizde hayvancilikta, 6zellikle elit ineklerden yasam siireleri boyunca en
iist diizeyde yararlanabilmek amaciyla yaygin sekilde ¢alisilan ve kullanilan bir yontem
haline gelmistir. OPU yontemiyle, primer oositler aspire edilebilir ve goreceli olarak kisa
araliklarla iglem tekrarlanabilir (haftada bir ya da iki kez gibi). Yontem, sigir
embriyolarinin laboratuar sartlarinda iiretilmesindeki gelismelerle birlestirilince,
konvansiyonel siiperovulasyon ve cerrahi olmayan embriyo toplamayla embriyo elde
edilmesine alternatif ve uygulanabilir bir durum gdstermektedir. Bu durum o6zellikle
embriyo toplama yonteminin uygulanamadigi listiin nitelikli vericiler ve goreceli olarak
kisa zamanda ¢ok sayida embriyonun elde edilmesinin amaglandigi durumlarda 6zel bir
onem tasimaktadir. Konvansiyonel yontemle gen¢ hayvanlardan embriyolarin toplanmasi
ya ¢ok gli¢ olmakta ya da ¢ogu zaman olanaksiz bir hal almaktadir. Ydntem verici
hayvanlarda ultrason araciligi ile tersiyer follikiilerin transvaginal aspirasyonuyla

gerceklestirilir (20, 23, 33-35). Bu yontemle elde edilen oositler in vitro maturasyona tabi
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tutulur ve in vitro embriyo iiretimi i¢in kullanilirlar. Uygulama follikiil stimiile edici
hormon (FSH) ile sitliimiile edilen veya edilmeyen verici ineklerde haftada bir ya da iki kez
yinelenebilir. Sirard ve arkadaslari1 (20) 1989'de yaptiklari bir ¢alisma ile embriyo
tiretiminin ti¢ giinlitk FSH uygulamasindan sonra FSH'dan yoksun birakmakla
tyilestirilebilecegini ifade etmislerdir. Bousquet ve arkadaslar1 (23) ise, kisa bir zaman
araliginda ¢ok sayida disi embriyo iiretmek istenildiginde in vitro embriyo iiretiminin
konvansiyonel siiperovulasyon prosediiriiyle karsilastirildiginda daha etkili bir yol
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, konvansiyonel siiperovulasyonda, uygulamaya verilen
yanitlar bireyler arasinda degiskenlik gostermektedir. Genellikle siiperovulasyon sonucu
toplanan embriyo sayis1 2-20 arasinda degisebilmektedir. Uygulanan hormonlar peptid
yapili oldugundan hayvanlarda immun reaksiyon gelismesine neden olabilmekte ve
yinelenen uygulamalardan elde edilen basar1 oran1 azalmaktadir. Ilag fiyatlarinin da pahali
olmasi ayr1 bir maliyete neden olmaktadir.

Basaril1 bir bigimde gergeklestirilecek in vitro embriyo liretimi i¢in, laboratuarda,
kaliteli oositlerin se¢iminin 1yi yapilabilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Oositi kusatan,
biitiinliigli bozulmamis kumulus hiicrelerinin varligi ile birlikte, oositin homojen
goriinlimlii ooplazmaya sahip olmasi, mature olmamais oositlerin mature olabilecekleri ve
embriyonik gelisimi siirdiirebileceklerini gosteren en dikkate deger konudur (2, 22).

Sig1r oositlerinin in vitro maturasyonu i¢in en yaygin bi¢imde kullanilan
maturasyon medyumu kompleks doku kiiltiir (TCM 199) medyumudur. Bunun disinda
Ham’s F10, MEM (minimum essential medium) gibi diger medyumlar da bu amagla
kullanilmaktadir. Maturasyon medyumlar1 %10 FCS, gonadotropik hormonlar [FSH ve
luteinlestirici hormon (LH)], biliylime faktorleri [epidermal biiyiime faktorii (epidermal
growth factor, EGF) veya insiilin benzeri biiylime hormonu-I (insulin like growth factor-I,
IGF-I)] ve ostradiol-17f3 gibi bir steroid hormonla desteklenmektedir. Bunlarin timii
yerine degisik kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Memeli oositlerinin [IVM'u sirasindaki
kiiltiir sartlarina bagimli olarak, IVF ve sonraki embriyonik gelisim oranlarinin énemli
derecede etkilendigi yapilan bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (22, 39, 40).

IVM'da, primer oosit I. mayozu tamamlayarak mature olur ve II. mayozun metafaz
asamasinda gelisimi tekrar duraklamis olan ve canli yavru verebilecek yetenekte sekonder
oositler gelisir. Bu sirada oosit I. kutup hiicresini de atmistir. Ayrica, oositi kusatan
kumulus hiicre toplulugunda hacimce bir genisleme olusur ve yapiskan bir durumda

birbirlerine daha gevsek bicimde tutunur bir hal alirlar. Bu islem i¢in oositlerin 20-24 saat
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stireyle belirli 1s1 derecesinde (sigirlarda 38,5-39°C) %5 CO; ve %100'e yakin oranda nem

igeren etliv sartlarinda kiiltiir edilmesi gereklidir.

Sperm Kapasitasyonu ve In Vitro Fertilizasyon

Maturasyona birakilan oositler yaklasik 22 saat sonra yikama medyumlarinda
yikanarak fertilizasyon medyumu igerisine aktarilir ve aktarma isleminden sonra,
fertilizasyon medyumu igerisine sperm hiicreleri eklenir. Sperma kapasitasyonu ve
akrozom reaksiyonu, fertilizasyon igleminin baslatilabilmesi i¢in, sperm hiicresinin oositin
zona pellusidasindan penetre olmasini saglayan fizyolojik olaylardir. Kapasitasyon sperm
hiicresinin dis membraninda morfolojik olarak gézlemlenebilen akrozom reaksiyonunun
sekillenmesine olanak saglayan biyokimyasal degisiklikleri igerir. Inegin genital kanali
icerisinde bulunan glukozaminoglikanlar sperm membraninin destabilizasyonuna neden
olarak kapasitasyonu da etkilerler. Bir tiir glukozaminoglikan olan heparin glinlimiizde
IVF'de kullanilan boga sperm hiicrelerinin kapasitasyonu icin yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Kalsiyuma kars1 sperm membran gegirgenliginde sekillenen degisikligin
kapasitasyondan sonra gelisen akrozom reaksiyonunun baglamasi i¢in primer uyarim
oldugu goriilmektedir. Bu degisiklige sebep olan fizyolojik uyarimi doguran bilesenin,
zona pellusidanin peptid bir bileseni oldugu diistiniilmektedir. Akrozom reaksiyonuna
sperm plazmalemmasi ve akrozomun dis membraninin vezikiilasyonu ve flizyonu neden
olur. Boylece akrozom igerigi serbest hale gecmis olur. Akrozom igeriginde zona
pellusiday1 sindirebilen litik enzimler mevcuttur. Akrozom reaksiyonu ile birlikte sperm
hiicresinde zona pellusida yakinlarinda hiperaktif bir motilite de sekillenir (41-44).

Yukarida sozii edilen heparinden bagska, sigirlarda, kafeinle birlikte veya kafein
olmaksizin kalsiyum iyonofor da kapasitasyon i¢in basarili bigcimde kullanilmaktadir. Ca
iyonoforla yapilan 1 dakikalik bir muamele sonucunda Ca diizeyinde artig sekillenmektedir
(45-47).

IVF'de sigirlar baz alindiginda, kullanim kolaylig1 bakimindan genellikle
dondurulmus sperm hiicrelerinin kullanildig1 goriilmektedir. Coziindiirme islemi 35°C'da
bir dakika bekletilerek yapilabilir. Kullanilacak sperm hiicrelerinin canli ve iyi nitelikte
sperm hiicreleri olmasi gereklidir. Bu islem i¢in genellikle iki farkl: sistem kullanilir.

Bunlar swim-up ve Perkol separasyon yontemleridir (2, 22, 44).
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Swim-up:

Bu yontemde esas amag, hareketli sperm hiicrelerinin hareketsiz olanlardan
ayrilmasini saglamaktir. Swim-up prosediiriinde genellikle ¢oziindiiriilmiis payet
igeriginin iizeri uygun miktarda bu is i¢in hazirlanmig medyum ile kaplanir. Motil
durumdaki sperm hiicreleri hareket ederek vasat icerisine gecerler. Daha sonra iistteki
soliisyon dipteki sedimenti bozmadan alinarak santrifiij edilir. Santrifiij isleminden sonra,
motil spermatozoitler pelet halinde dipte kalir. Ustteki kisim atildiktan sonra, dipteki pelet
tizerinde kalan medyumla karistirilir ve spermatozoit yogunlugu belirlendikten sonra
sperm hiicreleri IVF isleminde kullanilir. Bu yolla motilitesi ¢ok iyi olan sperm
hiicrelerinin elde edilmesi olasi ise de, elde edilen sperm hiicre miktarinin az olacagi

gercegi Ozellikle pahali spermanin kullanildig1 durumlarda g6z ardi edilmemelidir (2, 44).

Perkol Separasyonu:

Bu yontemde ise, canli sperm hiicrelerinin, 6lii olanlardan ayrilmasi temel amagtir.
Olii sperm hiicrelerinin agirliklarinin canli olanlardan az olmasi nedeniyle, yogunluklar
farkli tabaka olusturmus iki farkli ortamda bunlar1 ayirmak olasidir. Bu amagla, konik bir
santrifiij tlipline katman olusturacak bigimde, %90 Perkol tabana ve bunun iizerine de %45
Perkol esit miktarlarda konur. En iist kisima da yine katman olusturacak bicimde sperma
eklenir ve dakikada 700 x g.de 10-15 dakika siireyle santrifiij edilir. Olii sperm hiicreleri
iki Perkol katmani1 arasinda ve canlilarda tabanda sekillenen pelet icerisinde toplanirlar.
Santrifiij tiipiinde olabildigince pelete zarar vermeden diger kisimlar tiimiiyle uzaklagtirilir.
Elde edilen pelet uygun bicimde dozlanip sulandirildiktan sonra IVF i¢in kullanilir. Bu
yontemle elde edilen sperm hiicrelerinin tiimiiniin motilitesinin iyi olmasin1 beklemek
yanlis olur, ancak elde edilecek sperm hiicre sayisi swim-up yontemine gore daha
yiiksektir. Fertilizasyon i¢in de maturasyonda kullanilan etiiv sartlarinin aynisi kullanilir
(2,22, 44).

IVF’da genel olarak oosit bagina 10.000-20.000 sperm hiicresi kullanilmaktadir.
Diger bir deyisle IVE’da kullamlan sperm hiicre yogunlugu 1-2 x 10° spermatozoon/m!’dir.
Yukarida da deginildigi gibi sperm kapasitasyonu amaciyla heparin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, sperm hiicrelerinin motilitesini artirmak amaciyla penisilamin,
hipotaurin ve epinefrin karisimi da IVF isleminde oldukga sik kullanilmaktadir (22, 48,
49).
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Fertilizasyonla birlikte, oositte duraklamis olan metafaz II'den baslanarak, mayozun
II. boliinmesi tamamlanir ve bu sirada II. kutup hiicresi de perivitellin bosluga atilir.
Fertilize olan bir oositte erkek ve disi pronukleuslar sekillenir. Daha sonra bu
pronukleuslar birleserek zigot olarak adlandirilan tek hiicreli embriyonun nukleusunu
olustururlar. Pronukleuslarin birlesmesi olgusuna singami ad1 verilir. Sonraki agsamalarda
ise, embriyoda boliinmeler sekillenir. Sperm hiicrelerinin katilmasindan yaklasik 48 saat
sonra 2, 60 saat sonrada 8 hiicre asamasindaki embriyolar goriilebilir. Fertilizasyon vasati
icerisindeki embriyolar duruma gore 24 ya da 48 saat sonra, yikama vasatinda yikanip

kiiltiir ortamina aktarilirlar (2, 29, 30).

Embriyo Kiiltiirii

Fertilizasyondan sonra, embriyolarin gelisebilmeleri i¢in daha uygun ortamlara
aktarilmalar gerekmektedir. Genellikle, embriyolar in vivo ya da in vitro olarak iki ayr1
yontemle kiiltiir edilirler.

In vivo kiiltiir sisteminde embriyolar senkronize edilmis ayni tiirden ya da farkli
tiirden hayvanlarin oviduktlarina aktarilirlar. Belirli bir siire i¢in gelisimlerini tamamlayan
embriyolar tekrar toplanirlar. Genellikle 7 ya da 8 giin embriyolar bu sekilde kiiltiir
edilirler. Bu yontem giiniimiizde terk edilmis bir yontemdir. Ciinkii, hayvanlarin bakimu,
senkronizasyonu ve kiiltlir amaciyla alikonulmalar1 gibi ekstra maliyetleri gerektirmektedir
(2,50, 51).

In vitro kiiltiir sisteminde ise, iki farkli sistem kullanilmaktadir. Bunlar; ko-kiiltiir

ve igerigi bilinen medyumlar igerisinde embriyolarin kiiltiir edilmesidir.

Ko-kiiltiir:

Bu yontemde, embriyolar ovidukt epitel, fibroblast ve granuloza gibi farkli hiicre
kiiltiirlerinin yapildig: kiiltiir ortamina aktarilirlar ve hiicreler ile birlikte kiiltiir edilirler.
Bunun diginda yukarida belirtilen hiicrelerin kiiltiir edildigi medyum hiicrelerden
arindirildiktan sonra da kiiltiir amaciyla kullanilmaktadir. Her iki durumda da temel ilke,
kiiltlir edilen hiicrelerin salgiladig1 biiyiime faktorlerinden embriyolarin da yararlanmasini

saglamaktir (52-56).

Kimyasal Olarak Tamimlanmis Medyumlar Icerisinde Kiiltiir:
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Bu yontemde ise, ayrica bir hiicre kiiltiiriine gereksinim yoktur. Bundan dolay1 da
daha kolay bir uygulamadir. Sigir embriyolarinin in vitro kiiltiiriinde, en yaygin olarak
kullanilan bu gruptaki vasatlardan birisi de CR1aa denilen vasattir. Ancak embriyolar
kiiltiir edilirken 4. glinde yapilacak FCS katkis1 embriyolarin gelisimi tizerine olumlu
etkide bulunmaktadir. Bu yontemle kiiltiir edilen, [IVM'la mature edilip fertilize edilmis
oositlerden yaklasik %25-50 arasinda blastosist asamasinda embriyo elde edilebilmektedir
(7,22, 55, 57-59).

Embriyolarin kiiltlir edilmesi amaciyla kullanilan kimyasal olarak tanimlanmis
medyumlarin hemen hepsi genellikle BSA gibi bir protein kaynagini igermektedir.
Giiniimiizde erken embriyonik gelisim déoneminde proteinlerin veya amino asitlerin ne rol
oynadiklari tam olarak bilinmemektedir. Flood ve Shirley (60) in vitro kiiltiir ortaminda
bulunan BSA gibi bir protein kaynaginin baglica fonksiyonunun embriyolar {izerinde
toksik etkisi olan maddelerin olumsuz etkilerinin ortadan kaldirilmasi olma olasiligini
arastirmigtir. Yaptiklar1 calismada sadece medyumlarin en diisiik kalitedeki saf suyla
hazirlanmas1 durumunda BSA katilmis medyumlardaki embriyonik gelisimin herhangi bir
protein kaynaginin katilmadig1 medyumlardaki embriyonik gelisimden daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir. Elde edilen boylesi bir sonug proteinlerin kiiltiir siiresince
embriyolari toksik etkilerden korudugu goriisiinii desteklemektedir.

FCS’un embriyo gelisimi lizerinde bifazik bir etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.
Bildirilen ¢aligmada in vitro sigir embriyo geligimi tizerinde serum katkili medyumlarin
embriyolarin birinci béliinme asamasinda inhibitdr bir etkiye sahipken, morula/blastosit
asamasinda gelisimi stimiile edici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (61).

IVF sonucu elde edilen embriyolar 7. ya da 8. giinde senkronize edilmis inek veya
diivelere transfer edilmelidirler. Ciinkii, hazirlanacak alict hayvanlarin maliyetleri oldukca
yiiksektir ve elde edilecek en yiiksek gebelik sans1 blastosit agamasindaki embriyolarin
transferinden elde edilmektedir. Ayrica, bu embriyolarin daha sonraki kullanimlar i¢in

dondurularak saklanmalar1 da olanaklar dahilindedir (2, 62).

Sigir Embriyolarinin Morfolojik Degerlendirilmesi

Embriyolarin degerlendirilmesi, embriyo transfer uygulamalarinin basarisinda
onemli bir agamadir. Embriyolarin morfolojik degerlendirilmesi embriyolarin transfer
edilmesinden sonra elde edilecek gebelik oraninin tahmin edilmesi bakimindan faydali olsa

da, bireysel olarak her bir embriyonun gelisimine devam edip etmeyeceginin
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belirlenmesinde sinirli bir 6neme sahiptir. Boyama testi (boya kabul etmeme testi), enzim
aktivitelerinin 6l¢iilmesi, glukoz alimi ve kullaniminin belirlenmesi ile 6lii-canli boyama
tekniklerinin morfoloji ve transfer sonu embriyolarin gelisimlerini siirdiirebilmelerinin
belirlenmesinde yakindan iliskili olduklar bilinmektedir. Bu metotlardan bazilari, ya
kompleks veya uzun siireli in vitro kiiltiir periyotlarini, ya da her ikisini birlikte
uygulamay1 gerektirmektedir. Bundan dolay da, bu testler ¢iftlik sartlarindaki embriyo

transfer uygulamalar1 agisindan 6nemli dezavantajlara sahiptir (7, 56, 63-67).

Morfolojik degerlendirme, embriyolarin kalitelerini tayin etmek i¢in yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Embriyolarin kalitelerinin degerlendirilmesi i¢in, bazi yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemlerin tiimii, ger¢ek gebelik oranlar1 baz alindiginda, esit
derecede giivenilir yontemlerdir. Embriyo kalitesinin degerlendirilmesinde yaygin
bicimde kullanilan parametreler; sekil, renk, hiicrelerin sayis1 ve kompaktligi, perivitellin
boslugun genisligi, ihra¢ edilmis ve dejenere hiicrelerin sayisi ile vezikiillerin say1 ve
hacmi olarak siralanabilir (63). En ideal embriyodan, en zayif kalitedeki embriyoya
kadarki siniflandirma, islemi uygulayan uzmanlar arasinda degiskenlik gosterir. Bazilari
embriyolar iyi ve zayif diye siiflandirirken, digerleri daha kompleks siniflandirma
sistemleri kullanmaktadirlar. Embriyolari iyi, orta ve zayif diye siniflara ayiran sistemler
en basit ve glivenilir sistemler olarak dikkat cekmektedir. Sigir embriyolarinin kalite
degerlendirmesinde en yaygin bicimde kullanilan kriter, embriyolarin uygun gelisme
asamalarina ulasip ulasmadiginin kontrol edilmesidir (2). Giinlimiize degin, embriyolarin

degerlendirilmesi, embriyo transfer uygulamasindaki 6nemini kaybetmemistir.

Sigir Embriyolarinin Morfolojisi

S1g1r embriyolarinin ¢ap1 yaklagik olarak 12-15 pm kalinliktaki zona pellusida ile
birlikte 150-190 um arasinda degismektedir. Capin biiyiikliigii, zigot doneminden,
blastosistin genisleme donemine kadar yaklasik hi¢ degismez. Erken boliinme
donemindeki embriyolar, zigot, iki hiicreli (blastomerli) ve dort hiicreli 6rneklerinde
oldugu gibi 16 hiicre asamasina dek genellikle mevcut sayilabilen hiicrelerin sayilariyla
tanimlanirlar. On alt1 hiicreden fazla sayida hiicreye (blastomere) sahip canli embriyolarin
yapilan mikroskobik muayeneleri ile ancak mevcut hiicrelerin tahmini sayisi ortaya
konabilir (Sekil 3). Bunun sonucu olarak da, diger morfolojik kriterlerin kullanilmasi

zorunludur. Yaygin bigimde, cerrahi olmayan yolla siiperovulasyona tabi tutulan verici
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ineklerden elde edilen farkli gelisme donemindeki embriyolarin gelisim donemlerine gore

listesi asagida siralanmis ve kisaca aciklanmistir (2, 68).

Normal olarak $strustan sonra

Mumara: Tarumlama: bulundugu giinler:

| 1 Hiicrell 0-2

2 2 Blastomerii 1-3

3 4 Blastomerli 2.3

4 8 Blastomerli 3-5

5 16 Blastomerli 4-5

3 Morula 5-7

7 Kompakt Morula 5-7

8 Erken Blastosist 7-8

9 Blastosist 7-9
10 Geniglemis (Expanded) Blastosist §-10
11 Hatching Blastosist LES T

Sekil — 3 Normal goriiniimdeki embriyolarin sematik goriintimleri, isimlendirilmesi
ve strustan sonra hangi giinlerde bulunduguna iliskin bilgiler (Ileri ve arkadaslar1 1998

(68)’den alinmustir).

Morula: Hiicreler yumagi olarak tanimlanan bu dénemde, bireysel blastomerleri,

digerlerinden ayirt etmek giictiir. Embriyolarin hiicresel y1gin1 perivitellin boslugun biiytik

cogunlugunu kaplamaktadir (Sekil 4a).
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Kompakt Morula: Bireysel blastomerler birleserek, tek viicut olmustur ve kompakt
bir y1gin sekillendirmistir. Embriyo yigini perivitellin boslugun yaklasik %60-70’in1
kaplamaktadir (Sekil 4b).

Sekil — 4 Farkli gelisme donemlerindeki sigir embriyolari: a) morula, b) kompakt
morula, ¢) erken blastosit, d) blastosit, e) genislemis blastosit ve f) yariklanmig blastosit

(Lindner ve arkadaslar1 1983 (63)’ten alinmustir).

Erken Blastosit: Bu donemdeki embriyo, blastosdl olarak adlandirilan sivi ile dolu
bir bosluga sahiptir ve miihiir yiiziigii seklinde genel bir goriiniim gosterir. Embriyo
perivitellin boslugun yaklasik %70-80’ini kaplar (Sekil 4c). Trofoblast hiicreleri ile i¢
hiicre y1gini (inner cell mass) arasindaki goriilebilir fark, bu donemde gozlemlenebilir hal

almaya baslar.
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Blastosit: Distaki trofoblast kat ile daha koyu ve kompakt olan i¢ hiicre yigininin
belirgin farki tam anlamiyla gozlenebilir hale gelir. Perivitellin boslugun biiyiik

cogunlugunu dolduran embriyo ile blastosdl olduke¢a gdze carpar bir sekil alir (Sekil 4d).

Genislemis (Expanded) Blastosit: Embriyonun ¢api ¢arpici bigimde artarken (1,2-
1,5 kat), zona pellusida orijinal kalinliginin yaklasik 1/3 oranina kadar incelir (Sekil 4e).
Genislemis blastosit doneminde iken elde edilen embriyolar siklikla kollapse olmus
bicimde goriiniirler. Bu durum ya tiimiiyle ya da kismen blastoséliin kaybindan
kaynaklanmaktadir. Buna karsin, zona pellusida nadiren orijinal kalinligina tekrar

donebilir.

Yariklanan /Yariklanmis (Hatching /Hatched ) Blastosit: Gelisimin bu déneminde
iken elde edilen embriyolar, ya yariklanma islemini siirdiiriiyor, ya da zona pellusiday1
tiimiiyle terk etmis durumdadirlar. Yariklanmis blastositler, ya blastosdlle iyi bigimde
siirlanmis sekilde kiiresel (Sekil 4f), ya da kollapse olmus goriinlimdedirler. Bu

donemdeki embriyolarin identifikasyonu deneyimsiz uzmanlar i¢in giigtiir.

Sigir Embriyolarimin Degerlendirilmesi

Bireysel embriyolarda kalite siniflamasi agsagida belirtilen kriterlere gore

yapilmaktadir (63).

Cok iyi: ideal embriyo kalitesidir. Kiiresel bi¢imli, ayn1 hacim, renk ve yapiya

sahip hiicreler ve bu hiicrelerin simetrik dagilim ile karakterizedir (Sekil 5a).

Iyi: Birkag tane ihra¢ edilmis blastomer, diizensiz sekil ve ¢ok az oranda

vezikiillesme gibi 6nemsiz kusurlarla karakterizedir (Sekil 5b).

Orta: Smirly, fakat Snemli sorunlar goze carpar. Ihrag edilmis blastomerlerin

varligi, vezikiilasyon ve ¢ok az dejenere hiicrelerle karakterizedir (Sekil 5c).

Zawyif: Ciddi sorunlar, ¢ok sayida ihra¢ edilmis blastomer, dejenere hiicreler, cok

sayida genis vezikiillere kargin, canli gorlinlimiiyle karakterizedir (Sekil 5d).

Gelisim asamalarina gore sigir embriyolariin tahmini yaslari1 Tablo 1°de

verilmistir.
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Tablo — 1 Gelisim asamalarina gore sigir embriyolarinin tahmini yaslari

GELISIM ASAMALARI | TAHMINI YAS
Morula 5 giin
Kompakt Morula 6 glin
Erken Blastosit 7 glin
Blastosist 7 gilin
Genislemis Blastosit 8 giin
Yariklanmig Blastosit 9 giin

Yapilan ¢aligmalarda, ¢ok 1yi ve iyi kalite grubundaki embriyolarin transferleri
sonucu gebelik oranlar1 arasinda fark gozlenmemistir. Dolayisiyla, degerlendirme

yapilirken iyi, orta ve zayif olmak iizere yapilacak bir siniflandirma daha yararl olacaktir.
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Sekil — 5 Morula doneminde degisik kalite siniflamasi a) ¢ok iyi, b) iyi (ihrag
edilmis blastomer ve hafif bigimdeki diizensiz sekil dikkat ¢ekici), ¢) orta ihra¢ edilmis
blastomerler ve dejenere bazi hiicreler dikkat ¢ekici), d) zayif (¢cok sayidaki ihrag edilmis
blastomerler ve hiicresel dejenerasyona karsin yasiyor goriinen embriyo y1gin1 dikkat
cekici) kalitedeki kompakt morulalar (Lindner ve arkadaslar1 1983 (63)’ten alinmistir).

Sekil 6°da ise degisik gelisme donemindeki dejenere embriyolara cesitli 6rnekler

sunulmustur.
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Numara: Tamimiarna:
12 Oval gekilde zonasi bulunan kompakt morula
K] Pargalanmg blastomerli bir.mornila
14 Diizensiz biastomerlar
15 Hasar ggl'.‘)rmiis bir morula
16 Daginik blastomerler
17 Driizensiz hiicre y1gim
1% Valcuolibs ' :
19 Dejenere olmus bir hiicre (zigot)
20 Dejenere obmus bir hiicre (zigot)
21 _ Dejenerd olmus bir hitcre (zigat)
22 Dejenere olmug bir hiiere (zigot)
23 Dejenere olmus bir hilere (zigot)
24 Catlak bos zona

Sekil — 6 Degisik gelisme donemindeki dejenere embriyolar (ileri ve arkadaslar
1998 (68)’den alinmistir).
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GEREC VE YONTEM

Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Medyumlar

Calismada ovaryumlarin mezbahadan laboratuara taginmasi i¢in kullanilan serum
fizyolojik piyasada satilan iyotsuz mutfak tuzuyla hazirlanmistir. Bu amagla 4,5 gr tuz 500
ml ¢cesme suyuna karistirildi. Ayrica, stok soliisyonlardan hazirlanan medyumlar igerisine
katilan piruvat stok soliisyonu da giinliik olarak taze hazirlandi. Piruvat stok soliisyonu 1
ml stok TL-HEPES soliisyonu igerisine 2,2 mg piruvat (Sigma P-5280) eklenerek
hazirlandi. Bunun disinda yine medyumlar hazirlanirken kontaminasyonu 6nlemek
amaciyla gentamisin stok soliisyonu hazirlandi. Bu amagla 50 mg gentamisin (Sigma G-
3632) 1 ml steril serum fizyolojik igerisine katild1 ve ¢aligma boyunca +4°C’da saklandi.

Caligmanin her asamasinda oosit ve embriyolarin yikanmasi amaciyla TL-HEPES
yikama medyumu kullanildi (69). TL-HEPES yikama medyumunu hazirlamak i¢in

oncelikle stok TL-HEPES hazirlandi. Stok soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan

formiilasyon Tablo 2’de verilmistir.

Tablo — 2 Stok TL-HEPES’in hazirlanmasi

Kimyasal Madde Sigma Final mM Miktar
Katalog No

NaCl S-5886 114 3330 mg
KCl P-5405 3,2 120 mg
*CaCl,.2H,0 C-7902 2 150 mg
*MgCl,.6H,0 M-2393 0,5 50 mg
NaHCO; S-5761 2 84 mg
NaH,P0O4.H,O S-9638 0,4 28 mg
Na-laktat (% 60 surup) L-4263 10 0,930 ml
Penisilin P-3032 100 TU/ml 32,5 mg
Fenol Kirmizisi P-4663 - 5mg
Hepes H-4034 10 1200 mg
Deiyonize-bidistile H,O - - 500 ml

* Bu ikisi soliisyona en son eklendi.
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Hazirlanan TL-HEPES stok soliisyonunun pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra,
osmolaritesi Ol¢tildii. Osmolaritesi 255-270 mOSM arasinda olan stok TL-HEPES’ler
calisma amactyla kullanildilar.

Maturasyon amaciyla TCM-199 (Sigma M-5017) diye adlandirilan doku kiiltiir
medyumu kullanildi. TCM-199 igerigi olduk¢a kompleks olan bir medyumdur. Stok
TCM-199 medyumu 100 ml olarak hazirlandi. Stok TCM-199’un hazirlanis1 Tablo 3’de

verilmistir.

Tablo — 3 Stok TCM-199 soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Madde Sigma Miktar
Katalog No

TCM-199 M-5017 990 mg

NaHCO; S-5761 220 mg

Deiyonize-bidistile H,O - 100 ml

Calismada in vitro fertilizasyon amaciyla kisaca TL (Tirod-Laktat) stok soliisyonu

hazirlandi (43). Stok soliisyonun hazirlanisit Tablo 4’te verilmistir.

Tablo — 4 TL Stok soliisyonunun hazirlanisi

Kimyasal Madde Sigma Final mM Miktar
Katalog No

NaCl S-5886 114 666 mg
KCl P-5405 3,2 23,5 mg
*CaCl,.2H,0 C-7902 2 30 mg
*MgCl,.6H,O M-2393 0,5 10 mg
NaHCO; S-5761 25 210,4 mg
NaH,PO4.H,0O S-9638 0,4 5,5 mg
Na-laktat (% 60 surup) L-4263 10 0,186 ml
Penisilin P-3032 100 IU/ml 6,5 mg
Fenol kirmizisi P-4663 - 1 mg
Deiyonize-bidistile H,O - - 100 ml

* Bu ikisi soliisyona en son eklendi.
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Hazirlanan TL stok soliisyonunun osmolaritesi 6l¢iildii. Osmolaritesi 280-300
mOSM arasinda olan TL stok soliisyonlar1 ¢aligma amaciyla kullanildi.

Yukarida tanimlanan TL-HEPES, TCM-199 ve TL stok soliisyonlar1 hazirlandiklar
miktarlar da g6z onilinde bulundurularak steril 100 veya 500 ml’lik steril cam siseler
icerisine filtre edildi. Stok soliisyonlarinin sterilizasyonu saglamak amaciyla 0,22 pm
capindaki filtreler (Corning) kullanildi. Hazirlanan stok soliisyonlar +4°C’ta 2-3 hafta
boyunca saklandi.

Hazirlanan stok soliisyonlardan gerekli olan medyumlar kullanim giinlerinde
hazirlanarak kullanildilar. TL-HEPES yikama medyumu, TCM-199 maturasyon medyumu
ve TL fertilizasyon medyumunun hazirlanis bi¢cimleri sirasiyla Tablo 5, 6 ve 7’de

verilmistir.

Tablo — 5 TL-HEPES yikama medyumunun hazirlanisi

Bilesen Sigma Miktar
Katalog No

PVP P-0930 150 mg

Piruvat stok soliisyonu - 500 pl

Gentamisin stok sollisyonu - 25 ul

Stok TL-HEPES soliisyonu - 50 ml

Tablo — 6 TCM-199 maturasyon medyumunun hazirlanisi

Bilesen Sigma Miktar
Katalog No
FCS P-9665 0,5 ml
Piruvat stok soliisyonu - 50 ul
LH L-5269 25 ug
FSH F-8174 2,5ug
Gentamisin stok sollisyonu - 2,5 ul
Stok TCM-199 soliisyonu - Sml
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Tablo — 7 TL fertilizasyon medyumunun hazirlanisi

Bilesen Sigma Miktar
Katalog No

BSA A-6003 30 mg

Piruvat stok soliisyonu - 50 pul

Gentamisin stok sollisyonu - 2,5 ul

Stok TL fertilizasyon soliisyonu - Sml

In vitro fertilizasyonda kullanilmak iizere ayrica hazirlanan heparin ile Penisilamin
(Sigma P-4875), Hipotaurin (Sigma H-1384) ve Epinefrin (Sigma E-4250) maddelerinin
karisimindan hazirlanan ve kisaca PHE adi verilen iki farkli soliisyon kullanim giiniine dek
-20°C’ta saklandu.

Heparin sollisyonunu hazirlamak i¢in 1 mg heparin (Sigma H-3149) 2 ml TL
HEPES igerisinde eritildi. Iki pg/ml yogunluk i¢in hazirlanan bu soliisyondan alinan 100
ul soliisyon TL HEPES ile 1 ml.ye tamamlandi. Giinliik kullanim miktarlar1 hesap
edilerek kiiciik hacimlerde tiiplere aktarilarak donduruldu. Bu soliisyondan fertilizasyon
damlasina (44 pl olarak hazirlanmis) 2 pl eklendiginde istenilen yogunluk (2 pg/ml) elde
edilmis oldu.

PHE ise ii¢ ayr1 maddenin ayr1 ayr1 hazirlanmasindan sonra belirli oranlarda bu
sloiisyonlarin karistirilmastyla hazirlandu. 11k olarak, hipotaurinin 1 mM’lik soliisyonu
hazirlandi. Bu amagla 1.09 mg hipotaurin 10 ml %0,9 NaCl igerisinde ¢oziindiiriildii.
Penisilamin soliisyonu 2 mM olacak bigimde hazirlandi. Bu amagla 3 mg penisilamin 10
ml %0,9 NacCl igerisinde ¢oziindiiriildii. Epinefrinin ise 250 uM’lik soliisyonu hazirlandi.
Bu amagla oncelikle 165 mg Na laktat surubu (Sigma L-4263) ve 50 mg Na metabisulfit
(Sigma S-1516) 50 ml bidistile su icerisine eklendi. Hazirlanan karistmin pH’s1 HCI1
sollisyonu ile 4’e kadar asitlestirildi. Daha sonra, asitlestirilen bu karisimin 40 ml’sinde
1,83 mg epinefrin ¢oziindiiriildii. Hazirlanan bu soliisyonlardan 10 ml hazirlamak i¢in; 2,5
ml penisilamin, 2,5 ml hipotaurin ve 1,0 ml epinefrin soliisyonlar1 ile 4,0 ml %0,9 NaCl
kanistirildi. Giinliik gereksinim yaklasik olarak hesaplandiktan sonra, kiiciik tiipler
icerisine aktarilan giinliik kullanim dozlar1 derin dondurucuda saklandi. Epinefrinin
kolayca okside olmasindan dolay1 PHE tiipleri Aliminyum folyoya sarilmis sekilde

korundu. Dondurulmus soliisyon direkt 151k almayacak sekilde ¢oziindiiriilerek
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fertilizasyon damlasina (44 pl olarak hazirlanmis) 2 ul eklendiginde hedeflenen final

konsantrasyonlar (20 uM penisilamin, 10 uM hipotaurin ve 1 uM epinefrin) saglandi.
Bunun disinda IVF amaciyla kullanilan spermanin hazirlanmasi i¢in kullanilan

Perkol (Sigma P-1644) soliisyonu da ¢alismaya baglamadan 6nce hazirlanip +4°C’da

saklanmigtir. Perkol soliisyonun hazirlanis sekli asagida kisaca 6zetlenmistir.

80 mM final konsantrasyonlu 10X %90’11ik Perkol Soliisyonu:

Perkol stok soliisyonu: Asagida verilen | 45 ml Perkol + 5 ml 10X Perkol stok

miktarlarda hazirlanan tuzlar konsantre sollisyonu iizerine asagidaki kimyasallar

stok olarak +4°C’ta saklandilar. CaCl,, eklenerek hazirlandi.

MgCl, ve NaHCOj; eklenmemelidir.

Aksi takdirde ¢okerler. Kimyasal madde /50 ml
CaCl, 14,5 mg

Kimyasal madde /100ml MgCl,(6H,0) 4,0 mg

KCl 0,230 gr Lactic asit (%60 surup) 0,184 ml

NaH,PO4 0,035 gr NaHCO; 104,5 mg

NaCl 4,675 gr Osmolarite spermin canlilig1 ve

HEPES 2,380 gr fonksiyonu i¢in yagsamsal oneme sahiptir,

pH 7,3e ayarlandi. ve 280-300 mOsm olmalidir.

Fertilize edilen oositlerden gelisecek embriyolarin kiiltiir edilmesi amaciyla CR1aa
kiiltiir medyumu (4, 70) kullanildi. Bu medyum fertilizasyondan sonraki giiniin sabahi taze
olarak hazirlanarak kullanilmistir ve normalde protein kaynagi olarak BSA bulunan
medyumdur. Ancak c¢aligma siiresince hem BSA igeren rutin hem de BSA yerine PVP
iceren modifiye CR1aa kiiltiir medyumlar1 hazirlandi. Boylece BSA’ya alternatif olarak
PVP’nin bu medyum igerisinde kullanilmasinin etkileri arastirildi. CR1aa medyumunun
hazirlanis1 Tablo 8’de verilmistir.

Caligmada in vitro maturasyon, fertilizasyon ve kiiltiir amaciyla kullanilan
medyumlardan sirastyla 50, 44 ve 50 ul’lik damlalar petri kutular1 igerisinde hazirlandi ve
tizerleri mineral yag (Sigma M-8410) ile kaplandi. Bdylece damlalar buharlagma ve
kontaminasyon riskinden korunmus oldular. Hazirlanan tiim soliisyonlar igerisine oosit
veya embriyo aktarilmadan en az 4 saat dncesinde inkiibator icerisine gazlanmasi amaciyla
konuldular. Calismanin her asamasinda kiiltiir ortami olarak %5 CO,, 39°C sicaklik ve

yiiksek nemli inkiibator ortami kullanildi.
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Tablo — 8 CR1aa kiiltiir medyumunun hazirlanigi

Kimyasal Madde Sigma Miktar
Katalog No | BSA’lh | PVP’li
NaCl S-5886 67 mg 67 mg
KCl P-5405 23mg | 2,3mg
NaHCO, S-5761 22 mg 22 mg
BSA A-6003 30 mg -
PVP P-0930 - 30 mg
L-glutamin G-3126 1,5 mg 1,5 mg
Na-piruvat P-5280 0,4mg | 0,4 mg
L-laktat L-4388 55mg | 55mg
Gentamisin G-3632 Sul Sul
MEM amino asit’ M-7145 100 pl 100 pl
BME amino asit’ B-6766 200 ul | 200 pl
Deiyonize-bidistile H,O - 10 ml 10 ml

Ovaryumlarin Elde Edilmesi ve Laboratuara Tasinmasi

Calismada kullanilan oositler Bursa Et-Ba mezbahasinda kesilen inek ve diivelerin
ovaryumlarindan elde edilmistir. Ovaryumlar toplanirken kesilen hayvanlarin yaslari,
irklart ve gebe olup olmadiklarina dikkat etmeden, sadece gozle goriiniir saglik problemi
olmayan tiim inek ve diivelerin ovaryumlari toplanmistir. Ovaryumlar toplandiktan hemen
sonra igerisinde yaklasik 35°C’daki fizyolojik serum (%0,9 NaCl) bulunan termos
igerisinde biriktirildi. Ovaryumlar laboratuara termos igerisinde getirildi ve aspirasyona
baslanana kadar termos igerisinde bekletildiler. isleme baslarken yapilan 6l¢iimlerde

termos sicakliginin 30°C’1n altina inmedigi gézlendi. Kesimden isleme baglayana kadar

gecen silirenin 6 saati gegmemesine dikkat edildi.
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Oositlerin Elde Edilmesi ve In Vitro Maturasyon

Laboratuara getirilen ovaryumlar 35°C ¢esme suyunda 3 kez yikandi. Boylece
cesitli kan ve diger kalintilar temizlenmis oldu. Daha sonra 10 ml’lik enjektér ucuna takili
18 ga’lik enjeksiyon ignesi ile ovaryumlar {izerindeki 2-6 mm c¢apinda goézle goriiniir tiim
follikiiller enjektor igerisine aspire edildi. Enjektor icerisinde biriken follikiiler igerik
zaman zaman 50 ml’lik konik santrifiij tiip igerisine aktarildi. Aspirasyon islemi
tamamlandiktan sonra 50 ml’lik konik santrifiij tiip icerisinde toplanan follikiiler igerik 5-
10 dakika bekletildikten sonra dipte toplanan sediment pastor pipeti yardimiyla 10 cm’lik
petri kabi icerisine aktarildi. Daha sonra sedimentin iizerine TL-HEPES yikama medyumu
(69) eklenip karistirild1 ve oositler stereo mikroskop altinda arastirildilar. Calisma icin en
az 3-5 sira kumulus hiicresiyle ¢epecevre kusatilmis, homojen bir sitoplazmaya sahip ve
morfolojik olarak herhangi bir bozuklugu bulunmayan oositler ucunda 20 ul’lik unopet
takili olan 100 pl’lik Hamilton marka enjektorle i¢erisinde TL-HEPES yikama medyumu
bulunan 30 mm’lik petri kutusuna aktarildilar. Arama islemi tamamlandiktan sonra
oositler yine i¢lerinde TL-HEPES yikama medyumu bulunan 2 ayr1 30 mm’lik petri
kutusuna aktarilarak toplam 3 kez yikanmis oldu. Yikama isleminden sonra maturasyona
aliacak oositler 60 mm’lik petri kutusundaki 50 pl’lik TCM-199 maturasyon damlalari
icerisine her bir damlaya ortalama 10 oosit diisecek sekilde transfer edildiler ve %5 CO,,
39°C ve yiiksek oranda nemli inkiibatdrde yaklagik 24 saat siireyle kiiltiir edildiler.
Sonraki tlim asamalarda da ayni inkiibator sartlar1 kullanilmistir. Sekil 7°de mature

olmamig ve mature olmus sigir oositleri goriilmektedir.

ature
olmus
sitler

Mature
olmamig
oositler

Sekil 7 Mature olmamis ve mature olmus sigir oositleri
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In Vitro Fertilizasyon

Maturasyondan 24 saat sonra, kumulus hiicreleri genislemis olan oositler TL-
HEPES yikama medyumu igerisinde iki kez yikandiktan sonra 44 ul’lik fertilizasyon
damlalarina damla basina 10 adet olacak bicimde aktarildi. Oositler, spermanin
eklenmesine kadar gegen siire boyunca inkiibatdrde bekletildi. Fertilizasyon amaciyla
Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali
tarafindan saglanan dondurulmus sperma kullanildi. Canli spermatozoitler, 35°C’da 1
dakika siire ile ¢oziindiiriilen donmus spermadan Parrish ve arkadaslarinca (41-44)
gelistirilen Perkol separasyon yontemi kullanilarak elde edildi. Bu amagla 0,5’er ml’lik
%90 ve %45 Perkol soliisyonlari, %45°lik Perkol iistte olacak bi¢cimde, birbirlerine
karigtirtlmadan 1,5 ml’lik Eppendorf santrifiij tiip igerisine katman olusturacak bicimde
aktarildi. En iiste de ¢ozlindiriilmiis payet igerisindeki sperma aktarildi ve 700 x g’de 10
dakika stire ile santrifiij edildi. Siipernatantin uzaklastirilmasindan sonra, motil
spermatozoonlari igeren pelet, peletin ilizerinde kalan az miktardaki soliisyon ile siispanse
edildi. Spermatozoit yogunlugu Thoma lami1 kullanilarak saptandiktan sonra, TL-HEPES
ile ul’inde yaklasik 50.000 spermatozoit bulunacak sekilde sulandirildi. Hazirlanan sperm
soliisyonundan 2 ul fertilizasyon damlalari igerisine eklendi. Boylece oosit basina
ortalama 10.000 spermatozoit kullanilmis oldu. Spermatozoonlarin eklenmesinden sonra,
daha 6nceden hazirlanip dondurulmus olan heparin ve PHE soliisyonlarindan damla bagina
2’ser ul eklendi. Islem tamamlandiktan sonra spermatozoitler ve oositler fertilizasyonun

gerceklesmesi amactyla inkiibator igerisinde 24 saat beraberce kiiltiir edildiler.

in Vitro Kiiltiir

Fertilizasyondan sonra, oositleri kusatan kumulus hiicreleri, 1,5 ml’lik Eppendorf
santrifiij tlipleri igerisinde 3 dakika siire ile karistirict yardimryla hizlica galkalanarak
uzaklastirildi. Daha sonra, kumulus hiicreleri uzaklastirilmis fertilize oositler TL-HEPES
yikama medyumu icerisinde 3 kez yikandi. Yikanan fertilize oositler iki gruba ayrildi.
Birinci gruptaki fertilize oositler BSA katkili CR1aa, ikinci gruptaki oositlerse PVP katkili
CR1aa kiiltiir medyumlar igerisine aktarildi. Kiiltiir amactyla kullanilan damlalarin hacmi
50 pl idi ve bir damla igerisinde yaklasik 20-25 embriyo kiiltiir edildi. Calismada
fertilizasyonun yapildigi giin 0. giin kabul edilerek 4. giinde kiiltiir edilen her iki gruptaki
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embriyolarin yaklasik yarisina %10 oraninda FCS katilirken, diger yarisina higbir katki

yapilmadan kiiltlir devam edildi. Sekil 8’de 2-4 hiicreli sigir embriyolar1 gosterilmistir.

Sekil 8 2-4 hiicreli s1gir embriyolari

Gelisen Embriyolarin Degerlendirilmesi

Embriyolarin gelisimleri giinliik olarak kontrol edildi. Embriyolar stereo
mikroskop altinda incelendiler. Ancak embriyolarin zarar gérmemesi i¢in ayrintili kontrol
boliinmeden sonraki 2-4 hiicre doneminde ve blastosist gelisiminin gozlenebildigi 7. glinde
gergeklestirildi. Ancak ¢alismada embriyolarin gelisimi morula donemini gegmedi. Bu
nedenle morula donemindeki embriyolarin kaydi yapildi. Boliinen embriyolarin dogru
olarak sayilmasi i¢in embriyolarin pozisyonlar1 degistirildi. Boylece iki hiicreli

embriyolarda {ist liste gelmis olan blastomerlerin gézlenmesi saglanmis oldu.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismada her bir grup i¢in toplam 4 tekrar yapildi. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ki-kare testi uygulandi (SSPS Software Program).
Istatistiksel degerlendirmenin anlamli olabilmesi amaciyla, ¢alismada grup basina 250’nin

uzerinde fertilize oosit kiiltiir edildi.
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BULGULAR

Calismada mezbahadan getirilen toplam 437 adet ovaryum kullanildi. Bunlardan
198 adedi 4. giinde FCS katilacak BSA’I1 (grup I) ve PVP’li (grup I1) CR1aa gruplari igin;
239 adedi ise FCS katilmayacak BSA’l1 (grup III) ve PVP’li (grup IV) CR1aa gruplart i¢in
kullanildi. Toplam 437 ovaryum iizerindeki follikiillerin aspirasyonundan sonra sadece
kalite bakimindan elverigli olan (en az 3-5 sira kumulus hiicresiyle ¢cepegevre kusatilmis,
homojen bir sitoplazmaya sahip ve morfolojik olarak herhangi bir bozuklugu bulunmayan)
toplam 1171 oosit (2,68 oosit/ovaryum) ¢alismada kullanildi. Gruplar bakimindan
degerlendirildiginde, grup I ve Il i¢in kullanilan 198 ovaryumdan toplam 588 oosit (2,97
oosit/ovaryum) elde edilirken, grup III ve IV icin kullanilan 239 ovaryumdan 583 oosit
(2,44 oosit/ovaryum) elde edildi (Tablo 9).

Tablo — 9 Caligmada kullanilan ovaryum ve oosit sayilari

Deney No Gruplar | Ovaryum Sayisi Qosit Sayis1 | Oosit Sayisi/Ovaryum
Deney I + FCS 62 180 2,90
Deney 11 + FCS 52 148 2,85
Deney III + FCS 44 145 3,30
Deney IV |+ FCS 40 115 2,88
Toplam + FCS 198 588 2,97
Deney V - FCS 62 102 1,65
Deney VI - FCS 45 102 2,27
Deney VII |- FCS 83 243 2,93
Deney VIII |- FCS 49 136 2,78
Toplam - FCS 239 583 2,44
Genel Toplam 437 1171 2,68

Fertilizasyondan sonra, kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasi amaciyla uygulanan
calkalama islemini takiben embriyolarin kiigiik bir boliimii kaybedilmistir. Bu kayiplar, ya
zona pellusidasi zay1f olanlarin parcalanmasindan ya da tiipe veya pipete yapigsmalardan
kaynaklanmistir. FCS katilacak grup I ve grup II i¢in kullanilan toplam 588 oositten

fertilizasyon sonrasi elde edilen olasi tek hiicreli embriyolarin sayist 515 (%87,59) olarak
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saptandi. FCS katilmayan grup III ve grup IV icin kullanilan 583 oositten vorteks
(calkalama islemi) uygulamasi sonrasi elde edilen olasi tek hiicreli embriyolarin sayis1 504

(%86,45) olarak bulundu (Tablo 10).

Tablo — 10 Fertilizasyonda kullanilan oosit sayis1 ve vorteks islemi
uygulamasindan sonra elde edilen olasi tek hiicreli embriyolarin sayisi

Deney No Gruplar* Fertilize Edilen | Vorteksten Sonra Elde
Oosit Sayisi Edilen Olas1 Tek Hiicreli
Embriyo Sayis1 (%)
Deney 1 + FCS 180 155 (86,11)
Deney 11 + FCS 148 132 (89,19)
Deney III + FCS 145 126 (86,90)
Deney IV + FCS 115 102 (88,70)
Toplam + FCS 588 515 (87,59)
Deney V - FCS 102 93 (91,18)
Deney VI - FCS 102 80 (78,43)
Deney VII - FCS 243 213 (87,65)
Deney VIII - FCS 136 118 (86,76)
Toplam - FCS 583 504 (86,45)
Genel Toplam 1171 1019 (87,02)

* + FCS’ler grup I ve grup II’deki oositleri kapsamaktadir. — FCS’ler grup III ve grup
IV’deki oositleri kapsamaktadir.

Kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasindan sonra elde edilen olasi tek hiicreli
embriyolar kiiltiir i¢in BSA veya PVP igeren CR1aa kiiltiir medyumu igerisine transfer
edildiler. Dordiincii giinde FCS katilan grupta vorteksle kumulus hiicreleri uzaklastirilmig
toplam 515 olas1 tek hiicreli embriyodan 263 adedi BSA’l1 CR1aa kiiltiir medyumunda,
252 adedi ise PVP’li CR1aa kiiltiir medyumunda kiiltiir edildi. BSA’I1 CR1aa’daki olas1
tek hiicreli embriyolardan 162 (%61,60) adedi boliinerek 2 hiicreli asamaya gecerken,
PVP’li CR1aa’daki olas1 zigotlardan 140 (%55,56) adedi 2 hiicreli agsamaya gecti. Daha
sonra yapilan kontrollerde ise morula agsamasina gelisen embriyolarin sayis1t BSA’l1 ve
PVP’li CR1aa medyumlari i¢in sirasiyla 85 (%32,32) ve 64 (%25,40) olarak bulundu
(Tablo 11).
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Dordiincii giinde FCS katilmayan grupta vorteks uygulamasindan sonra elde edilen
toplam 504 olasi tek hiicreli embriyodan 251 adedi BSA’l1 CR1aa kiiltiir medyumunda,
253 adedi ise PVP’li CR1aa kiiltiir medyumunda kiiltiir edildi. BSA’l1 CR1aa kiiltiir
medyumundaki olas1 tek hiicreli embriyolardan 153 (%60,10) adedi bdliinerek 2 hiicreli
asamaya gecerken, PVP’1li CR1aa kiiltiir medyumundaki olas1 zigotlardan 141 (%55,73)
adedi 2 hiicreli agsamaya gecti. Morula asamasina gelisen embriyolarin sayist ise BSA’l1 ve
PVP’li CR1aa medyumlari i¢in sirastyla 70 (%27,89) ve 54 (9%21,34) olarak saptandi
(Tablo 11).

Yapilan istatistiksel degerlendirmede boliinme oranlar1 bakimindan dort grup
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi. Ancak, en yiiksek boliinme oranindan en diisiik
bdliinme oranina gore yapilan siralamada en yliksek gelisme orani1 FCS katilan BSA’Ih
CR1aa grubunda gozlendi. Bunu sirasiyla, FCS katilmayan BSA’l1 CR1aa, FCS katilan
PVP’li CR1aa ve FCS katilmayan PVP’li CR1aa grubu izledi. Morulaya gelisim oranlar1
bakimindan ise FCS katilan BSA’l1 CR1aa grubu ile FCS katilmayan PVP’li CR1aa grubu
arasinda istatistiksel fark bulunurken (P<0,01), diger gruplar arasinda istatistiksel fark

bulunmadi (Tablo 11).
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Tablo - 11 Dordiincii giinde FCS katilan ve katilmayan BSA’l1 ve PVP’li kiiltiir
medyumlarinda embriyolarin gelisimleri

Deney No | Gruplar | Kiiltiir Alt Olas1 Tek |2 Hiicreli Morula
Edilen Gruplar |Hiicre Embriyo Sayisi (%)
Olas1 Tek Sayis1 Sayis1 (%)
Hiicreler
BSA’lh 80 43 (53,75) | 32 (40,00)
Deney 1 + FCS 155
PVP’li 75 33(41,25) | 21(28,00)
BSA’lh 70 54 (77,14) | 23(32,86)
Deney II + FCS 132
PVP’li 62 39(62,90) | 16(25,81)
BSA’lh 66 45 (68,18) | 19(28,79)
Deney III + FCS 126
PVP’li 60 34 (56,67) | 14(23,33)
BSA’lh 47 20 (42,55) | 11(23,40)
Deney IV + FCS 102
PVP’li 55 34 (61,81) | 13(23,64)
BSA’h 263 162 (61,60)" | 85 (32,32)*
Toplam + FCS 515 .
PVP’li 252 140 (55,56)" | 64 (25,40)"
BSA’lh 50 38 (76,00) | 15(30,00)
Deney V - FCS 93
PVP’li 43 27(62,79) | 12(27,91)
BSA’I1 40 27(67,50) | 14 (35,00)
Deney VI - FCS 80
PVP’li 40 21(52,50) | 10(25,00)
BSA’lh 95 53(55,79) | 18(18,94)
Deney VII - FCS 213
PVP’li 118 70 (59,32) | 19(16,10)
BSA’lh 66 35(53,03) | 23 (34,85)
Deney VIIT | - FCS 118
PVP’li 52 23 (44,23) | 13(25,00)
BSA’I1 251 153 (60,95)* | 70 (27,89)™
Toplam - FCS 504 .
PVP’li 253 141 (55,73)" | 54 (21,34)

® Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farklidir.
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TARTISMA VE SONUC

Embriyo kiiltiirtinde kullanilan medyumlarin FCS ve BSA gibi ¢esitli protein
kaynaklari ile desteklenmesi in vitro embriyo gelisimini olumlu yonde etkilemektedir (71).
Bilindigi iizere serum, kanin pihtilasmasindan sonra elde edilen patolojik bir sividir.
FCS’nin kiiltlir ortamina eklenmesinin yararl etkisinin nasil ortaya ¢iktig1 heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Ancak, etkisini embriyolarin gelisim i¢in gereksinim duydugu
fakat kiiltiir ortaminda eksik kalabilen ¢esitli enerji kaynaklari, steroidler, amino asitler,
yag asitleri, vitaminler ve biiylime faktorleri gibi esansiyel elementleri saglayarak
gosterdigine inanilmaktadir. Ayrica, kiiltiir ortaminda bulunan bazi zararl iyonlardan ve
gelisen embriyolardan salinan kiigiik molekiillerin zararlarina karsi koruyucu etki
gosterdigi diiginiilmektedir (72). Ancak, FCS’nin medyum igerisine katilmasindan sonra
icerik bakimindan her zaman stabil bir durumun saglanamamasi, elde edilen sonuglarin da
tutars1z olabilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, medyumlarin igerisine FCS yerine
BSA’nin katilmasi 6nerilmis ve bunun daha tutarli sonug elde edilmesine katkida
bulunacag bildirilmistir (7, 8, 73). Ayrica, yapilan ¢calismalar sonucunda BSA’nin da
tiimiiyle saf sekilde olmadigi ve iceriginde steroidler, vitaminler, yag asitleri ve kolesterol
gibi embriyolar i¢in faydal bilesenleri tasiyan bir kaynak oldugu bildirilmis ve yine cesitli
iyon ve kiiclik yapili molekiillerden gelecek zararlara kars1 embriyolar1 korudugu ifade
edilmistir (2, 6, 70). Bu sebeple, igeriginde protein kaynagi olarak serum veya BSA
kullanilan medyumlar tamamiyla tanimlanmais, yani igerdigi bilesenlerin tiimiiniin neler ve
ne miktarda oldugu bilinen medyumlar degildir. Bu durumda 6zellikle embriyolarin
gelisim icin gereksinim duyduklar1 maddelerin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalari
giiclestirmektedir (7). Tim bunlarin disinda, hayvanlardan elde edilen FCS ve BSA’nin
cesitli hastaliklarin ve 6zellikle sigirlarda goriilen ve insanlara da bulagabilen BSE (bovine
spongioform encephalopathy)’nin uygulamalar sirasinda hayvan ve insanlara bulagsmasinda
yaratacagi riskten dolay1 son zamanlarda medyumlarda kullanilmamasi tercih edilmektedir.
Ayrica ko-kiiltiir veya FCS’nin kiiltlir ortamina eklenmesi yiiksek oranda fotal kayiplar,
gebelik komplikasyonlari, yiiksek oranda 6lii dogumlar ve normalden daha iri dogan
yavrularla karakterize anomalilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (74-76). Serumun
kiiltiir ortamina eklenmesinin, embriyolar lizerinde; embriyolarin metabolizmalarinin
bozulmasi, mitokondrilerin ultra yapisinda bozulmalar ve normal ultra yapinin bigimini

degistiren genis yag vezikiillerinin gelisimiyle sonug¢lanan direkt zararh bir etkiye sahip
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oldugu bildirilmistir (75, 77-81). Siralanan bu sebeplerden dolay1 son yillarda serum ve
BSA’ni yerine ¢esitli sentetik serumlar (22, 82), PVP (83), polivinil alkol (PVA) (84-86)
ve hyaluronik asit (2, 87) gibi baz1 sentetik makro molekiiller kullanilmaktadir.

Ozellikle kiiltiir ortamida BSA nin yerine en ¢ok tercih edilen madde PVA
olmustur. Ciinkii PVA’nin BSA’ya benzer siirfektan aktivitesi bulunmaktadir (8). Ancak
albumin memeli reprodiiktif kanalinda en yogun miktarda bulunan proteindir ve farelerde
yapilan ¢alismalar albuminin diisiiniilen hiicre dis1 destek fonksiyonunun yaninda hiicre i¢i
cesitli gorevlerinin de bulundugunu gostermistir (88). Ancak, Keskintepe ve arkadaslari
(10) albuminin embriyolar i¢in mutlak gereksinim olmadigini bildirmistir. Yaptiklari
calismada BSA’nin yerine PVA kullanilmistir. Bununla birlikte diger bir ¢ok ¢alismada
BSA’nin yerine PVA’nin kullanilmas1 durumunda embriyolarin gelisim oranlarinin
diistiigi bildirilmistir (7, 89, 90). Yapilan ¢alismada da CR1aa olarak bilinen ve yaygin
olarak kullanilan embriyo kiiltiir medyumuna katilan BSA’nin yerine PVP’nin kullanilma
olanagi arastirilmistir. Calisma sonuglar1 da BSA yerine PVP kullanilmasi durumunda
gelisimin diistiiglinli gostermistir.

Caligmada fertilizasyondan sonra bdliinen embriyo oranlari tizerinde FCS katilip
katilmama durumunun bir etkisi bulunmamaktadir. Ciinkii 2 hiicreli embriyo asamasina
yaklagik 48. saatte ulagilmaktadir ve kiiltiir ortamina FCS 4. giinde katilmistir.
Dolayisiyla, boliinme oranlar1 degerlendirilirken CR1aa medyumunda BSA’ nin veya
PVP’un kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikacak etkiler degerlendirilmistir. Bagka bir deyisle
FCS katilsin veya katilmasin embriyolarin kiiltlir edildikleri sartlar FCS’nin eklendigi 4.
giine kadar ayn1 kalmistir. Elde edilen sonuglar1 karsilastirdigimizda, gruplar arasinda
istatistiksel acidan 6nemli bir fark bulunmamistir. Buna karsin, boliinme oranlari sirasiyla
BSA’l1 CR1aa kiiltiir medyumunda FCS katilan ve katilmayan gruplar i¢in %61,60 ve
%60,95 iken, PVP’li CR1aa kiiltiir medyumunda FCS katilan ve katilmayan gruplar i¢in
%355,56 ve %55,73 olarak tespit edilmistir (Tablo 11). Istatistiksel bir fark bulunmasa da
kiiltiir medyumunda BSA’nin kullanilmasi durumunda PVP kullanilan gruptakine gore
embriyonik gelisim oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Calismada blastosist gelisimi saglanamadigi i¢in tam anlamiyla karsilastirma
yapilamamistir. Ancak yine de ¢calismada sirasiyla BSA’l1 ve PVP’li CR1aa kiiltiir
medyumundaki geligsmelerin FCS katilmayan BSA’l1 ve PVP’li CR1aa kiiltiir
medyumlarindaki gelisim oranlarindan daha yiiksek oranlarda olmasi1 yukaridaki sonucu
desteklemektedir. Calismada FCS 4. giinde katildigindan sonraki donemde morula gelisim

oranlar1 degerlendirilirken dikkate alindi. Calismada en yiiksek morula gelisim oran1 FCS
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katilan BSA’l1 CR1aa grubunda (%32,32) elde edildi. Bunu sirasiyla FCS katilmayan
BSA’l1 CR1aa (%27,89), FCS katilan PVP’li CR1aa (%25,40) gruplar1 izledi. En diisiik
morula gelisim orani ise FCS katilmayan PVP’1li CR1aa grubunda (%21,34) elde edildi.

En yiiksek ve en diisiitk morula gelisimlerinin elde edildigi FCS katilan BSA’li1 CR1aa ve
FCS katilmayan PVP’li CR1aa gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (P<0,01)
bulunmusken, diger gruplarin arasindaki farklar 6nemli bulunmamistir. Preimplantasyon
donemdeki embriyolarin ilk 3 giin boyunca gereksinim duyduklar1 proteinin ¢ok az oldugu,
ancak bundan sonraki donemde protein takviyesinin gelisimi stimiile ettigi bildirilmistir
(7). Calismadan elde edilen sonuglar da bu durumu desteklemektedir. Yoshioka ve
arkadaglar1 (58) yaptiklar1 ¢alismada morula déneminde kiiltiir medyumuna FCS veya BSA
eklemis ve sonrasindaki gelisimi takip etmislerdir. Sonugta morula agamasinda kiiltiir
ortamina FCS’nin katilmasinin morula asamasindaki embriyolarin blastosit agamasina
gecislerini BSA’den daha yiiksek oranda stimiile ettigini ve kiiltiir ortamindaki FCS’nin
BSA’dan daha iistiin bir sekilde, erken blastulasyonu baslattigini ifade etmislerdir.
Blastosit gelisiminin saglanamamasindan dolay1, s6z kokusu ¢alisma ile sunulan ¢alisma
sonuglari arasinda tam anlamiyla bir karsilagtirma yapma olanagi bulunamamustir. Ancak
yine de sunulan ¢alismada sirasiyla FCS katilan BSA’l1 ve PVP’1i CR1aa kiiltiir
medyumlarindaki gelisimlerin FCS katilmayan BSA’l1 ve PVP’li CR1aa kiiltiir
medyumlarindaki gelisim oranlarindan daha yiiksek oranlarda olmasi1 yukaridaki sonucu
destekler niteliktedir.

Biggers ve arkadaslari (85, 86) farelerde yaptiklari calismalarda KSOM (potassium
simplex optimized medium) medyumu igerisinde kullanilan BSA yerine PVA denemistir.
Elde edilen gelisim oran1 BSA katilan grupta PVA katilan grubunkinden daha ytiksek
bulunmustur. Bu sonug sunulan ¢alismadan elde edilen sonugla benzerlik gostermektedir.

Furnus ve arkadaslari (87) ise yaptiklari ¢alismada 4 mg/ml dozda BSA ile birlikte
1 mg/ml dozda hyaluronik asit igeren modifiye SOF (synthetic oviduct fluid) medyumunda
elde ettikleri blastosist gelisim oran1 %21 iken, kontrol grubu olarak kullanilan ve 4 mg/ml
dozda BSA iceren modifiye SOF medyumunda ise blastosist gelisim oraninin %33
oldugunu ve aralarindaki farkin istatistiksel agidan énemli oldugunu bildirmislerdir. Ayni
sekilde BSA yerine 1 mg/ml dozda PV A’nin kullanildig1 modifiye SOF medyumunun
kontrol olarak kullanilmasi durumunda blastosite gelisim oran1 %9,93 olarak saptanirken,
ayn1 medyuma hyaluronik asidin katilmas1 durumunda blastosit gelisim oraninin %16,97
oldugu ve aralarindaki farkin istatistik agisindan 6nemli bulundugu bildirilmistir. Buradaki

sonuclarla sunulan ¢alismadaki sonuclar birbirlerine benzer bulunmustur. Yalniz, burada
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dikkat edilecek 6nemli bir nokta BSA ile birlikte kullanilan hyaluronik asidin blastosit
gelisim oranini artirmast ve BSA’nin tiimiiyle ¢ikarilip yerine PVA’nin kullanilmasiyla
blastosite gelisim oraninin diismesine karsin, PVA’nin hyaluronik asitle birlikte
kullanilmasinin blastosiste gelisim oranini yiikseltmesidir. Bu durumun tamamiyla
tanimlanmis medyumlarin gelistirilmesine iliskin ¢aligmalarda goz 6niinde
bulundurulmasi, gelecekte yapilacak ¢alismalar agisindan 6nemli olabilir.

Krisher ve arkadaslar1 (7) sigirlarda yaptiklar: bir ¢calismada SOF kiiltiir
medyumunu kullanmis ve BSA yerine PVA kullandiklarinda daha diisiik embriyo gelisim
orani elde ettiklerini bildirmistir.Yaptiklar1 ¢alismada morula ve blastosit asamasina
gelisim oran1 8 mg/ml BSA iceren SOF medyumunda %56.,8, 2 mg/ml BSA iceren SOF
medyumunda %34,8 ve 0,1 mg/ml PVA igeren SOF medyumunda %21,0 olarak
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada BSA’nin kiiltiir medyumundan uzaklastirilmasi ve yerine
PVP’nin eklenmesi de benzer bigimde gelisim oranlarinin diismesine neden olmustur.

Evecen ve arkadaglar1 (91) farelerde yaptiklar1 ¢alismada 2 hiicreli fare
embriyolarmin kiiltiir edilmesi amaciyla kullandiklar1 M16 ve Whitten’s medyumlarinda
degisen diizeylerde BSA kullanmistir. Elde ettikleri sonuglar medyumlara BSA’ nin
katilmasinin geligimi stimiile ettigini gostermistir. S6z konusu ¢alismada BSA’nin 0, 0,3,
1, 3,9, 18 ve 36 mg/ml’lik dozlar1 test edilmistir. En yiiksek gelisim oranlariin her iki
medyumda da 3 mg/ml dozda BSA’nin kullanildig1 gruplardan elde edildigi bildirilmistir
(M16 i¢in %84,74; Whitten’s i¢in %94,57). BSA’nin kullanilmadig1 gruplardan elde
edilen oranlar ele alindiginda ise, gelisim oranlarinin her iki grupta da diistigii
gozlenmistir. Bu durum BSA’nin kiiltiir medyumuna katilmasinin faydali etkisinin teyit
edilmesi bakimindan 6nem tagimakta ve sunulan ¢aligmanin sonuglarini da dolayli olarak
desteklemektedir (M 16 i¢in %33,43; Whitten’s i¢in %63,88). Ayrica Evecen ve
arkadaslar1 (91) medyum igerisinde yiiksek dozda (18 ve 36 mg/ml) BSA kullandiklarinda
gelisimin inhibe edildigini bildirmislerdir. Bu duruma neden olarak yiiksek dozda, uzun
stire kullanilan BSA’nin medyum pH’sin1 etkileyerek embriyonik gelisimi bozmasi
gosterilmistir.

Son zamanlarda embriyolarin kiiltiir edilmesi amaciyla iki farkli medyumla iki
asamada embriyo kiiltiirii uygulamasi yayginlasmistir (92, 93). Bu tiir uygulamalarin asil
nedeni medyumlarda kullanilan serumun kullanilmamasi veya ko-kiiltiir uygulamasinin
yapilmamasi istegidir. Bu durumda embriyolarin erken donemdeki gelisimleri boyunca
gosterdikleri normal embriyonik gelisim i¢in 6nemli olan temel degisikliklerin daha iyi

tolere edilmesi gerekmektedir. Bu degisiklikler anne ve babadan gelen genlerin
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kombinasyonu, embriyonun kendi genlerinin aktive olmasi, embriyonun enerji
metabolizmasindaki degisiklikler ve en azindan bazi embriyolardaki hiicre i¢i homeostatik
mekanizmalarla sitoplazma ve organellerin yeniden diizenlenmesi olarak siralanabilir (94,
95). Bu tiir degisiklikleri serumun tanimlanmamis olan igerigi bir dereceye kadar, ancak
degisen oranlarda tolere edebilmektedir. Ancak, yukaridaki istenmeyen etkilerinin yaninda
BSE ve diger bazi hastaliklarin transfer edilmesinde yarattig riskler de diisiiniildiigiinde
kiiltiir ortamlarinda kullanilmamasinin daha yararli olacagi agiktir. Iki asamali embriyo
kiiltiir uygulamasinda 6zellikle embriyolarin gelisimleri boyunca gereksinim duydugu ve
degisim gdsteren besinsel 6geler (6zellikle karbonhidratlar ve amino asitler) dikkate
alinmaktadir. Bu amagla en yaygin bi¢imde kullanilan medyum ¢ifti, G1.2/G2.2 olarak
taninan medyumlardir . Son yillarda ise yenilenmis olan G1.3/G2.3 medyum ¢ifti yaygin
olarak kullanilmaktadir (96). Sunulan tlirden ¢alismalarin sonuglar1 6zellikle bu sekilde
icerigi tamamryla tanimlanmis medyumlarin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir.

Medyumun kendi kimyasal bileseninden daha ¢ok, medyumda kullanilan protein
kaynaginin embriyo gelisimi iizerinde daha etkili oldugu bildirilmistir (6). Dolayisiyla
protein kaynaginin dogru se¢ilmesinin dnemi biiytiktiir.

Sunulan ¢aligmada en 1yi gelisim orani igerisinde BSA bulunan ve kiiltiiriin 4.
giiniinde FCS katkis1 yapilan CR1aa kiiltiir medyumundan elde edilmistir. Buna karsin,
diger gruplardan elde edilen sonuclar da ¢ok diisiik bulunmamistir. Sonug olarak,
bildirilen bir¢ok ¢alismaya benzer sekilde FCS’nin ve BSA’nin in vitro embriyo {iretimini
pozitif yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Laboratuarda bundan sonra yapilacak
calismalarda farkli medyumlarin denemesinin de gelisim oranlarinin iyilestirilmesinde
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, ¢alismalarda kontrol olarak en iyi sonug elde
edilen BSA katkil1 ve 4. giinde FCS ile desteklenen CR 1aa medyumunun kullanilmasinin
dogru olacagi da ¢alisma sonuglarina gore onerilebilir. PVP’nin de ¢calismalarda BSA’nin
yerine kullanilabilmesi i¢in biiytime faktorleri gibi bazi unsurlarin PVP ile beraber

kullanildig1 ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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