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OZET

Bu caligmanin amaci, mezbahadan elde edilen sigir oositlerinden in vitro kosullarda embriyo elde edilmesi ve
bunlarin tasiyici ineklere transfer edilerek yavru elde etme imkanlarinin arastirilmasidir.

Oositlerin in vitro maturasyonu i¢in, %10 Foétal Buzagi Serumu (FCS) ve 2ug/ml FSH katkili TCM-199 ile 20-22 saat
inkubasyon periyodu, in vitro fertilizasyonu amaciyla Brackett ve Oliphant (BO) mediumu ile direkt yikama metodu ve 5-6
saat inkubasyon siireci, embriyolarin in vitro kiiltirii amaciyla aminoasitli Charles Rosencrans (CRlaa) mediumu
kullanilmustir. Oositlerin kiiltiir periyotlarinda 39 °C, % 5 CO, ve % 95’in iizerinde nem saglayan inkubator kullanilmugtir. 12
mezbaha ziyaretinde 230 ovaryum toplanmis, bunlardan aspirasyon ve dilimleme yoluyla, 1661 iyi kalite (A ve B), 498 C
kalite ve dejenere oosit elde edilmistir. Ovaryum basina; 7.22 iyi kalite, 2.16 C kalite ve dejenere oosit olmak tizere toplam
9.38 oosit elde edilmistir. Morfolojik kalite siniflandirmasina gore A ve B kalite olan inek oositleri embriyo elde edilme
stirecine alinmistir. Calisma sonucunda, % 92.0 maturasyon; % 72.0 béliinme ve % 34.0 morula-blastosiste gelme oranina
ulagilmistir. Rastgele secilen oositlerin 6lii  spermatozoonlarla gergeklestirilen fertilizasyon islemlerinin ardindan
partenogenetik boliinme oram % 4.5 olarak bulunmustur. In vitro embriyolarin bes tasiyiciya taze olarak transfer edilmesini
izleyen 50. giinde ultrasonla yapilan muayenede iki gebelik tespit edilmis bunlardan saglikli bir buzagi dogumu
gerceklesmistir.

Sonug olarak, mezbahalardan alinan ovaryumlarin oosit kaynag: olarak kullanilabilecegi, invitro fertilizasyon ve
embriyo transferi ile saglikli buzagi elde edilebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : in vitro, Embriyo, Maturasyon, Fertilizasyon, Si1gir, Transfer.

ABSTRACT
The aim of the study is to produce in vitro cattle embryos and to transfer to recipient cows then to provide calves.

TCM-199 + 10% Fetal Calf Serum (FCS) + 2ug/ml FSH and 20-22 hours incubation period were used for in vitro
maturation. Direct washing method by Brackett and Oliphant (BO) medium and 5 or 6 hours incubation period were used for
in vitro fertilization. Charles Rosencrans (CR1aa) medium was used for in vitro emryo culture. Oocytes incubation was done
in 39 °C, 5 % CO, and over than % 95 humidity for each IVM, IVF and IVC procedures. 230 ovaries were collected after 12
visited to sloughterhouse. 1661 A and B quality oocytes and 498 C quality and degenerated oocytes were collected by
aspirating and slicing of ovaries. 7.22 A and B quality oocytes and 2.16 C quality and degenerated oocytes totally 9.38
oocytes provided from per ovaries. Only A and B quality oocytes were used for production of in vitro embryos. Maturation
rate was 92.0 %, cleavage rate was 72.0 % and coming into morulae-blastocyst stage rate was 34.0 %. Killed spermatozoa
were used to diagnosis of the parthenogenetical cleavage rate. Parthenogenetic cleavage rate was 4.5 % after taken some
oocytes sample randomly. In vitro produced embryos were transferred to five recipient cows. Two pregnancies were
diagnosed by ultrasound imaging in the 50th day after transfers then one healthy calf delivered.
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GIRiS

Giiniimiizde hayvan 1slahi ile ilgili de bu konuda uygulama alani bulmustur.

olarak ¢ok sayida biyoteknolojik yontem kulla-
nilmaktadir. Bunlardan baglicasi, suni tohum-
lama ve siiperovulasyonla birlikte gercekles-
tirilen embriyo transferidir. Ancak 1980’li
yillardan itibaren in vitro fertilizasyon teknigi

Giintimiizde, diinyada iiretilen embriyolarin
%15 kadarin1 in vitro kosullarda iiretilen
embriyolar olusturmaktadir. Islah ¢aligsmalari-
nin yani sira, konuyla ilgili bilimsel ¢aligma-
larda da cok sayida embriyo kullanilmaktadir.
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Dolayisiyla embriyo {iretiminin artirilmasi
acisindan biyoteknolojik yontemler gelistiril-
mesinin Oonemi ortaya ¢ikmaktadir (2, 10).

Ineklerde  siiperovulasyon teknigine
kiyasla iistiin oldugu kabul edilen in vitro
embriyo iiretim teknikleri sayesinde mezba-
hada kesilen hayvanlardan veya {iistiin genetik
karakterli inek ve diivelerden ¢ok sayida oosit
toplanarak laboratuvarda embriyo elde edile-
bilmektedir. Bu metotlar sayesinde prepubertal
diivelerden, gebe, repeat breeder ve genital
kanallarinda fizyolojik bozukluklara sahip
hayvanlardan da yararlanmak olasidir (14).
Yonteme bagli olmakla birlikte ovaryumdaki
folikiillerden elde edilen oosit saysi 3-40
arasindadir. Mature edilen oositlerin %60-90’1
maturasyonda bagarili olmakta, bunlardan
%20-50’si Morula-Blastosist asamasina ulasa-
bilmektedir (8).

Tiirkiye’de In Vitro Fertilizasyon (IVF)
calismalarina, 1983 yilinda tavsanlarda bas-
lanmis, 2002 yilinda ilk in vitro kosullarda
iretilmis embriyolardan saglikli  kuzular
alinmustir (3, 15).

Bu calismanin amaci, sigirlarda in vitro
embriyo iiretimi ve transferi ile gebelik elde
etme imkanlarinin arastirilmasidir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Aragtirma Lalahan Hayvancilik Merkez
Arastirma Enstitiisi’nde yiriitilmiistiir. Aras-
tirmada, Cubuk ilgesi belediye mezbahasina
yapilan 12 ziyaret sonucu toplanan 230 adet
ovaryum kullanilmistir. Soliisyonlar biiyiik
oranda,  Enstitiinin  Embriyo  Transferi
laboratuvarinda yapilmistir. Oositlerin
maturasyonu amactyla, 25mM HEPES +
NaHCO; tamponlu ve %10 FCS+ 2ug/ml FSH
katkihi TCM-199 mediumu kullanilmistir.

Fertilizasyon  amaciyla BO  (Bracket&

Oliphant) mediumu ve ayni giin elde edilerek
dondurulan esit motiliteye sahip boga
spermalart ile direkt sperm yikama metodu
kullanilmistir. Kiiltiir mediumu olarak CR1aa
(aminoasitli Charles Rosencrans) mediumu
tercih edilmistir. Biitlin kiiltiir periyotlarinda,
%5 CO,;, %95’in iizerinde nem iceren
39°C’deki inkubatérden yararlanilmustir.

Metot

Mezbahadan temin edilen ovaryumlar,
25-30°C deki 100mg/l Kanamisin Siilfat ihtiva
eden %0.9’luk serum fizyolojik icerisinde
azami ii¢ saat icerisinde laboratuvara ulagtiril-
mistir. Takagi ve arkadaslarinin (12) tarif ettigi
sekilde ovaryumlardan aspirasyon ve dilim-
leme yoluyla oositler elde edilmistir. Laboratu-
varda, 5 mI’lik enjektore takilmis 21 Gauge’lik
igne yardimiyla ovaryum yiizeyindeki 2-8 mm
capindaki folikiillerden oositler aspire edilmis,
ardindan steril bistiiri yardimiyla ovaryum
yiizeyi dilimlenerek %35

buzag serumu katkili PBS (fosfat tam-
ponlu soliisyon) yardimiyla ovaryum kesitleri
yikanarak oositler elde edilmistir. Toplanan
oositler ayni soliisyon icerisinde degerlendiri-
lerek A ve B simifina girenler maturasyon
stirecine alinmustir.

Oosit degerlendirilme kriterleri (Resim
1):

A= Etrafinda 5-6 siradan daha fazla kumulus
hiicresi bulunan homojen yap1 gosteren oositler

B= Etrafinda 2-4 sira kumulus hiicresi bulunan
veya az bir kistmda kumulus bulunmayan
oositler

C= Etrafinda kumulus hiicresi bulunmayan
oositler

D= Etrafindaki kumulus hiicre y1gin1 dejenere
durumda olan oositler.
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A kalite

B kalite

C kalite

Resim 1. Si8ir oositlerinin morfolojik kalite siniflandirmasi

Oositler 100ul’lik maturasyon mediumu
bulunan mikrodamlalarin her birine yaklasik
20 oosit diisecek sekilde yerlestirilerek 20-22
saat inkube edilmistir.

In vitro fertilizasyon amaciyla Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisti Suni
Tohumlama Laboratuvarinda {iretilen ve iceri-
sinde 175x10° spermatozoa bulunan 0.25ml’lik
ticari payetlerde dondurulmus Siyah Alaca 1rki
boga spermalar1 kullanilmistir. In vitro fertili-
zasyonda farkliliga meydan vermemek ama-
ciyla, bir bogadan aymi giin alinarak dondu-
rulan, esdeger motiliteye sahip spermalar
kullanilmistir. Kanagawa ve arkadaslarinin (8)
tarif ettigi gibi spermatozoonlarin kriyoprotek-
tanlar ve seminal plazmadan ayristirilmasi,
sulandirilmast  ve kapasitasyonu amaciyla
modifiye BO mediumlarindan yararlanilmistir.

Kullanilan sperm isleme metodunda
Olii/canl1 spermatozoonlarin ayirimina ihtiyac
duyulmamig ve islemler sonunda ortalama
%50 motil spermatozoon olmak kaydiyla oosit
basina yaklagik 15000 canli spermatozoa ile
fertilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Fertili-
zasyon amactyla kullanilan spermatozoonlarin
son yogunlugu 6.25x10° olacak sekilde hazir-
lanmis olup icerisinde bulundugu mediumun
95ul’si ile fertilizasyon mikrodamlasi hazirlan-
mis ve lizerine mineral yag ilave edilmistir.
Fertilizasyon mikrodamlalarina olgunlastiril-
mis oositlerden yaklasik 20 adet ilave edilerek
toplam 100ul’lik inseminasyon sartlar1 saglan-
mis ve inkubasyon ortaminda 5-6 saat bekle-

tilmistir. Spermatozoa kapasitasyonu amaciyla
5IU/ml heparin (H3149, Sigma-Aldrich Co.)
ve 2mM Kafein (C4144, Sigma-Aldrich Co.)
kullanilmis, fertilizasyon islemlerinin devami
siresince kapasitasyon amaciyla baska bir
isleme ihtiya¢ duyulmamistir. inkubasyon peri-
yodunun ardindan oositler CR1aa mediumuna
alinarak kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasi
amaciyla pipetleme islemi yapilmis, ardindan
da 100ul’lik kiiltir mediumu (CR1aa) bulunan
mikrodamlalarda inkubasyona birakilmis ve 48
saat sonra ilk boliinme kontrolii yapilmistir.
Kiiltiir periyodu igerisinde medium degisimi
yapilmamustir.

Kaliteli embriyolar ikiser adet olmak
iizere 5 (bes) bas tasiyiciya ipsilateral olarak
transfer edilmistir. Transferleri izleyen 50. giin-
de ultrasonla gebelik kontrolleri yapilmstir.

BULGULAR

Calismada, 12 mezbaha ziyareti gercek-
lestirilerek, 230 ovaryum toplanmis ve bu
ovaryumlardan 1661 iyi (A ve B) kalite, 498 C
kalite ve dejenere olmak iizere toplam 2159
oosit elde edilmistir. Iyi kalite olanlardan
1330’u in vitro embriyo iiretimi i¢in, kullanil-
mistir. Calismada, birim ovaryum basina elde
edilen A ve B kalite oosit sayis1 7.22, C kalite
ve dejenere oosit sayist 2.16 olmak iizere
toplam 9.38 olmugstur. Elde edilen oositlerin
morfolojik degerlendirmelerinde, A kalite
olanlarin 4 veya daha fazla sayida kumulus
hiicre sirasina sahip olduklari, kumulus
hiicrelerininin kompakt yapida ve oositi sikica
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cevreledikleri, oositlerin de homojen yapida bir
ooplazmaya sahip olduklari; B kalite oositlerin,
birka¢ kumulus hiicre sirasiyla ve A Kkalite
oositlere gore daha gevsek bir sekilde sarili
olduklar1, baz1 bolgelerinde kumulus hiicrele-
rinin  bulunmadigi, ooplazmalarinin koyu
graniiller icerdigi gozlenmistir. Mikroskobik
incelemede C kalite oositlerin kumulus hiicre-
lerine sahip olmadiklari, dejenere oositlerin
oldukca koyu goriiniimde olduklari, kumulus
hiicrelerinin yapilarinin bozuldugu ve fibrin-

li bir tarzda olduklan gozlenmistir (Resim 2,
3,4).

in vitro Maturasyon Bulgular:

In vitro maturasyon periyodu sonunda,
kumulus ekspansiyonu  goriillen oositlerin
mature olduklar1 kabul edilmistir (Resim 5).
Buna gore, % 92.0 maturasyon ve % 2.2
dejenerasyon bulgusu elde edilmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Maturasyon ve dejenerasyon sonuglari

PARAMETRE

Maturasyona alinan oosit sayist
Mature olan oosit sayist
Maturasyon orani (%)
Dejenere olan oosit sayis1

Dejenerasyon orant (%)

1330

1224

92.0
27
2.2

Resim 2. A kalite oositler

Resim 4. C kalite oositler

Resim 3. B kalite oositler

Ekspanse kumulus
hiicreleri

Resim 5. Kumulus ekspaniyonu
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Boliinme ve Partenogenez Bulgulan

Mature olan toplam 948 oosit fertili-
zasyon i¢in 267’si ise partenogenetik boliinme
tespiti amacityla kullamlmistir. In vitro fertili-
zasyon tespiti icin 48. saatte yapilan mikros-
kobik incelemelerde, iki ya da daha ¢ok sayida
boliinen 683 oositin fertilize oldugu kabul edil-

mistir (Resim 6, 7). Mature oositlerinden
rastgele alinan 267 oosit ve Olii spermato-
zoonlarin kullanmildig: fertilizasyon isleminde
48. saatte 12 adet bolinme gozlenmis,
dolayisiyla % 4.5 oraninda partenogenetik
boliinme oldugu belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Boliinme, partenogenetik boliinme ve morula-blastosiste gelme sonuglari

PARAMETRE Bolinme
Fertilizasyona alinan oosit sayisi 948
Béllinen zigot sayisi 683
Boéliinme orani (%) 72.0
Partenogeneze alinan oosit sayisi 267
Partenogenetik olarak béliinen oosit (n) 12
Partonegenetik bolinme orani (%) 4.5
Embriyo kiltlrine alinan zigot sayisi 652
Morula —Blastosiste ulagsan embriyo sayisi 222
Morula-Blastosiste ulasan embriyo (%) 34.0

Resim 6. Boliinmiis zigot

Morula-Blastosist Olma Bulgulari

Fertilize oositlerin  embriyo  kiiltiir
stirecine alinmalarin1 takip eden 7. giinde
yapilan mikroskop incelemesinde, morulablas-
tosist asamasina gelen embriyolar kaydedil-
migtir (Resim 8). Calisma gruplarinda, ortala-
ma %34.0 morulablastosiste ulasma orani elde
edilmistir (Tablo 2). Elde edilen Kompakt

Resim 7. Dort hiicreli bir embriyo

morula veya Blastosist agsamasindaki iyi kalite
in vitro iretilmis embriyolardan, her payette
ikiser adet embriyo bulunmak iizere farkli
zamanlarda bes adet taze transfer yapilmistir.
Transferleri takip eden 50. giinde yapilan
ultrason muayenelerinde iki gebelik tespit
edilmis ve bir saglikli buzag dogmustur
(Resim 9).
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TARTISMA ve SONUC

Sigir oositlerinin maturasyon ve fertili-
zasyon calismalarinda, oositlerin maturasyon
ve fertilizasyon oranlarini artirmak amaciyla
temel maturasyon ortamlarina ¢ok sayida katki
maddesi ilave edilmektedir. FCS oosit gelisi-
mine olumlu etkilerinden dolay1 bu katki mad-
deleri icerisinde Onemli bir yer tutmaktadir
(4, 18).

Gordon (7), folikiiler aspirasyon ve
ovaryum dilimlemesi teknigi birlikte kullanil-
diginda ovaryum basina 9.2-20.3 arasinda iyi
kalite oosit elde edilebildigini bildirmistir.
Takagi ve arkadaglarinin da (12) bu iki
yontemin birlikte etkin olduguna dair bildirim-

Resim 8. Kompakt morula ve Blastosist
asamasinda embriyolar

grupta % 52.7 oraninda maturasyon orani elde
etmiglerdir. Sunulan bu c¢aligmada elde edilen
maturasyon sonuglari, Wiemer ve ark. (17)’ nin
bulgulariyla uyumlu; Fukui ve Ono’nun (6)
bulgularindan ise yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu farkliliklarin, ¢alismalarda kulla-
nilan farkli kiiltiir ortamlar1 ve medium
bilesimleriyle ya da kullanilan kiiltiir vasatla-
rinin {iriin (Lot) numarasiyla ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir.

Dong ve ark. (5), maturasyonun satha-
larmi ayrintili olarak inceledikleri calismala-

leri  mevcuttur. Sunulan c¢alismada, aspi-
rasyon ve ovaryum dilimlemesi tekniklerinin
kullanilmastyla ovaryum bagina 7.22 iyi kalite
(A+B kalite) oosit elde edilmistir. Caligmada
ovaryum kaynagi olarak kullanilan hayvanlarin
kondiisyonlarinin zayif oldugu g6z Oniine
alindiginda erisilen oosit toplama sayisinin
kabul edilebilir oldugu ve tatmin edici diizeyde
in vitro embriyo iretimi sagladiglr goriilmek-
tedir.

Wiemer ve ark. (17), %10 oraninda FCS
ve hormon katkili maturasyon ortam ile %

91.3 maturasyon oranina ulasmislardir. Benzer
bir calismada Fukui ve Ono (6), FCS katilan

Resim 9. In vitro kosullarda iiretilen embriyolardan
dogan buzagi ve tastyici annesi

rinda; % 2 ile % 4 arasinda dejenerasyon orani
saptamiglardir. Ocana ve ark. (11), maturasyon
ortammna % 20 oraninda FCS ilave ettikleri
gruplarda % 2 dejenerasyon orani elde etmis-
lerdir. Un ve Kiipliilii (16), folikiil biiyiiklii-
giine gore siiflandirdiklart gruplarda anormal
maturasyon ve dejenerasyon oranlarimt birlikte
degerlendirmisler ve sirasiyla % 8 ve % 5.1
oranlarinda dejenerasyon orani saptamiglardir.
Sunulan bu calismada ulasilan dejenerasyon
sonuglar1, Dong ve ark. (5) ve Ocana ve ark.
(11) ile uyumlu oldugu gériilmiis; ancak, Un
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ve Kiipliili’niin (16) sonuglarina kiyasla diisiik
bulunmustur. Dejenerasyon oranlari in vitro
maturasyon siirecine alinan oositlerin kaliteleri
ve maturasyon ortamlarina yapilan katkilarla
dogrudan ilgili oldugundan gelisim i¢in uygun
olmayan oositlerin bu siirece dahil edilmesi,
hormon ya da antioksidanlarla in vitro ~ oosit
maturasyonunun desteklenmemesi durumla-
rinda dejenerasyon oraninin yiiksek cikacagi
diisiiniilmektedir.

Ayoub ve Hunter (1), partenogenetik
boliinmelerin in vitro olarak iiretilen embri-
yolardan elde edilen gebelik oranlarinin diisiik
olmasinin bir nedeni olabilecegini ifade
etmektedirler. Partenogenetik boliinmelerin,
maturasyon  sartlarindan  etkilenmedigini,
bununla birlikte fertilizasyon ve embriyo
kiiltiir sartlarindan etkilendigini kaydetmisler-
dir. Amnilan aragtirmacilar, partenogenetik
boliinme oranlarinin tespit edilmesi amaciyla
yaptiklar1 bu calismada (1), % 3.9 ile % 40.7
arasinda partenogenetik boliinme saptamis-
lardir. Aragtirmacilar, maturasyon vasati olarak
TCM-199’un  kullanildign  gruplarda diger
gruplara gore en diisiik partenogenetik boliin-
me oranlarina ulagsmislardir. Sunulan bu
calismada, ortalama % 4.5 oraninda partenoge-
netik boliinme orani elde edilmis olup bu oran,
Ayoub ve Hunter (1)’1n bulgulariyla paralellik
gostermektedir.

Wiemer ve arkadaslarinin (17) % 39.4
morula-blastosiste ulagsma orani elde ettikleri
calismalarinda, in vitro kiiltiir sistemlerinin
basarisinin biiyiik oranda oosit secim kriterleri
ve maturasyon sartlartyla ilgili oldugunu, iyi
kalite oositlerin ve maturasyon ortaminda
hormon katkilarinin kullanilmasinin embriyo
kiiltiiriine olumlu etki yaptifim1 kaydetmis-
lerdir. in vitro maturasyon ortamlarina katilan
% 20 FCS’nin embriyo gelisimine etkisinin
incelendigi bir ¢alismada (6), % 7.7 blastosist
elde edilmistir. Maturasyon ortaminda % 10
FCS’nin kullanildigr bir calismada, % 13.0

blastosist elde edilmistir (9). Benzer bir calis-
mada % 10 oraninda FCS kullanan Takahashi
ve ark. (13), % 22.4 oraninda blastosist elde
etmiglerdir.

Sunulan calismada, blastosiste ulagma
orani, Wiemer ve ark. (17)’nin bulgularindan
diisiik ancak Fukui ve Ono (6), Kato ve Iritani
(9)’nin bulgularindan yiiksek oldugu goriil-
miistiir. Calismada morula-blastosist oranlari-
nin, Wiemer ve ark. (17)’in sonuglarindan
diisiik gerceklesmesinin; segilen kiiltiir ortam-
lar1 ve farkli kiiltiir ortam1 bilesimlerinden ileri
geldigi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, mezbahadan alinan
ovaryumlardan toplanan oositler kullanilarak
in vitro kosullarda embriyolar iiretilebildigi ve
bu embriyolardan saglikli yavru alinabildigi
gorilmiistiir.
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