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OZET

Bu derlemede, sigir oositlerinin in vitro ve in vivo kosullarda déllenmesi ve buna etki eden faktorler

hakkinda ayrintil bilgi verilmigtir.
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SUMMARY

In this review, about in vivo and in vitro fertilization of bovine oocytes and factors affecting on this

procedure were discussed.
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GIRIS

in vitro fertilizasyon ydntemiyle sigir
embriyosu elde edilmesi Uzerinde yillardir
calisiimaktadir. Ancak yeterli diizeyde basari
saglanmasi  konusunda bazi  endiseler
mevcuttur. Bu tir endiselerin yok edilmesi,
oositlerin, maturasyon, déllenme yetenekleri ile
spermatozoonlarin, kapasitasyon ve dolleme
kabiliyetlerinin ayrintili olarak ortaya
konmasina baghdir. Bu derlemede konuyla
ilgili arastiricilara faydah bilgiler sunulmaya
calisiimistir.

Spermatozoa Kapasitasyonu

in vitro embriyo dretiminde &zellikle
spermatozoa kapasitasyonu ve oosit matu-
rasyonu asllmasi gereken iki énemli ve zor
basamaktir. Butin memeli tirlerinde, sperma-
tozoa disi genital kanalina birakildigi anda
fertilizasyon yapabilme yeteneginde degildir.
Bundan dolay fertilizasyona hazirlik surecinin
geciriimesi gerekir. Bu stlireg¢; maturasyonu,
baslangictaki membransel degisimleri yani
kapasitasyonu ve ardindan akrozom reaksiyo-
nunu kapsar. Kapasitasyon, spermatozoon-
larin ovum icerisine girebilmek igin gerekKili
akrozom reaksiyonuna yol agacak, fizyolojik
ve biyokimyasal olaylarin timu olarak tanim-

lanir. Uterus, ovidukt ve ovulasyon esnasinda
follikdiler sivi dahil kapasitasyonda gorev alirlar
(21, 31).

Kapasitasyon tire 6zgl olmayip, boga
spermatozoonlari tavsan uterusunda, kegi
spermatozoonlari domuz uterusunda, tavsan
spermatozoonlari rat ve kopek uterusunda
kapasite olabilmektedir. Hatta kapasitasyon
organa 06zglu de degildir. Tavsan sperma-
tozoonlari kolon ve idrar kesesi, vezikula
seminalis ve g6zin anterior kamarasinda bile
kapasite edilmistir. Kapasitasyonun basladigi
ve tamamlandigi yer tlre goére farkh olmakla
birlikte kapasitasyonun asil gergeklesme vyeri
ovidukttur (22, 24).

Spermatozoonlar mayozu tamamlayip
testisten ayrildiktan sonra vaz efferent ve
proksimal epididimise gecerler. Kapasitas-
yondan ©&nce spermartozoonlarin mature
olmalari gerekir. Spermatozoonlar maturasyon
asamasini, tire bagh olarak degismekle
birlikte, 2-10 gln arasinda kaldiklari
epididimal kanalda blyik oranda tamamlarlar.
Epididimal kanalda kaldiklari slre¢ icinde
spermatozoonlarin, motilite, tire 6zgl oosit
tanimlama bilgisi, zona pellusidaya penetre



olma ve baglanma yetenekleri gelisir. Sitoplaz-
mik damlacigin ve akrozomun epididimal
plazma ile sarnimasiyla gelisen morfolojik
degisimleri, kromatin ve diger organellerin
disiilfit baglar etkisiyle yapisal stabilizasyonu
gibi pek cok biyokimyasal degisimler geci-
rirler. Spermatozoa membranlarinin  biyofi-
ziksel degisimleri maturasyon olgusu icinde
yer almaktadir. Spermatozoonlar, ejekilasyon
sonrasi seminal plazmadaki enerji veren
faktorler sayesinde maturasyonunu tamam-
larlar (22, 29).

Spermatozoonlar, maturasyon, kapasi-
tasyon ve akrozom reaksiyonu sirecinden
gecmeden fertilizasyon yetenegi kazanmazlar.
Maturasyon olgusunda en ©6nemli faktér
epididimal salgilardir. Kapasitasyon olgusunu
ilk kez, 1951 yilinda Chang ve Austin
bildirmislerdir (14).

Fertil boga, ciftlesme esnasinda bir kag
milyardan fazla motil spermatozoonu disi
genital kanalina birakir. Spermatozoonlarin
genital kanal boyunca yolculuklari esnasinda
cok glicli bir seleksiyon sureci igler. Clnk{ bu
g6c sirasinda cok sayida spermatozoon o6lir
veya fagosite edilir. Yalnizca birka¢ bin canli
spermatozoa oviduktun kaudal isthmus bdlge-
sine gelerek burada bir spermatozoon deposu
olustururlar. Buradan c¢ikacak fertilizasyon
yetenegi en iyi spermatozoonlar oositle temasa
hazir olurlar. Disi genital kanalinda, kapasitas-
yondan sorumlu oldugu bilinen, glikozamino-
glikanlar (GAG) kondroitin  sdlfatlar ve
heparin benzeri maddeler mevcuttur (33).

Kapasitasyon sirasinda en &6nemli
faktorlerin baginda plazma steroit duzeyi yani
Ostradiol/progesteron orani gelir. Ovulasyonun
ardindan ovulasyon c¢ukurlugunda luteini-
zasyon baslar ve sonraki 5-6 glnde serum
progesteron seviyesi ancak 1 ng/ml diizeyinde
kalir. Fertilizasyon ve gametlerin genital kanal-
daki gocleri siresince gelisebilecek dstradiol-
progesteron dengesizlikleri, gamet transpor-
tunda aksamalara ya da erken embriyonik
6limlere neden olmaktadir. Plazma steroit
dengesizligi olusturan sebeplerin en basinda

stiperovulasyon amacli hormon uygulamalari
gelmektedir. ikinci 6énemli faktér ise, genital
kanaldaki O. yogunlugudur. Memelilerin
genital kanalinda bulunan sivilardaki O,
miktari ovulasyon zamani disinda oldukca
disdktir. Ovulasyon sirasinda bu miktarin
artmasi ile olusan serbest oksijen reaktifleri
(Reactive oxygen species-ROS) spermatozoa
hayatiyeti ve kapasitasyonu bakimindan
6nemlidir (23, 37).

Memelilerde fertilizasyondan hemen
Once spermatozoonlar yiksek oranda motilite
glclne ulasirlar. Bu durum spermatozoonun
fertilizasyon yeteneginin kritik bir &lcitidur.
Cunki fertilizasyonun tamamlanabilmesi igin
spermatozoonun gecmek zorunda oldugu,
kumulus hicre katmani, zona pellusida ve
ooplazma membrani gibi UG¢ ©&nemli engel
vardir. 1969 yilinda ilk kez Yanagimachi
tarafindan bildirilen ve spermatozoonlarin
hiperaktivasyonu olarak tanimlanan bu olayda
follikiiler sivinin  biyik roli vardir. Ca**
iyonlarinin spermatozoa akzonomuna gelme-
siyle hicre ici cAMP miktari artar bdylece
motilite artirilmis olur (7).

Akrozom Reaksiyonu

Akrozom, spermatogenezis sirasinda
golgi kompleksinden gelisen nukleusun hemen
hemen vyarisini  6rten hyaluronidaz ile
proakrozin enzimi iceren bir organeldir.
Kapasite olmus spermatozoa kumulus ooforus
(kumulus ve korona radiata hucreleri) ile
temasi esnasinda akrozom reaksiyonuna
ugrar. Bu esnada akrozomun posterior kismi
ekvatoryal segment disinda plazma membrani
ile, dis akrozomal membran da birgok noktada
birbiriyle birleserek kigik vezikdller
sekillendirirler.  Bu  vezikiller  arasindaki
bosluklardan akrozomal igerikteki enzimler
disarn ¢ikar. Reaksiyon sonunda akrozom
timUyle parcalanir ve spermatozoon basi
yalnizca i¢ akrozomal membranla sarili olarak
kalir (30).

Akrozom reaksiyonu sonucu serbest
kalan, 0zellikle hyaluronidaz gibi enzimler,
kumulus ooforus hiicrelerini birbirine baglayan
ve bir hyalunorik asit kompleksi olan baglari



eritir. Bu arada motilitesi artmis olan
spermatozoonun  aktif kuyruk hareketleri
yardimiyla bu hiicreler gegilmis olur. Akrozom
reaksiyonu, hicre disinda bulunan Ca*™
yardimiyla baslatilir. Akrozom igine alinan
Ca™, proakrozini aktif formu olan akrozine
donustarir. Akrozin ile birlesmis plazma
membrani ve dis akrozomal membranin ¢esitli
noktalardan eriyip parcalanmasina neden olur.
Bu parcalanma sonucu akrozomal enzimler de
serbest kalir. Bu iyonlarin olmamasi duru-
munda kapasitasyon sekteye ugrar. Akrozom
reaksiyonunun  olusum  mekanizmasinda,
monovalan ve divalan katyonlar rol almaktadir.
Ozellikle bu asamada ovidukt ampullasinda
monovalan katyonlardan Na*/K* oraninin
artmasi, spermatozoa  kapasitasyonunda
6nemli regulatér gérevleri oldugunun isaretidir.
in vitro spermatozoa kapasitasyonunda, O, ve
cAMP dizeyinde spesifik bir artis gézlenme-
mektedir (12).

Spermatozoon kapasitasyonu  ve
akrozom reaksiyonu, inekte alti saat iginde
tamamlanir. Bu arada &stradiol etkisiyle
ovidukt silier hicreleri uyariimis oldugundan,
bunlarin aktivasyonlari ile ovum ritmik olarak
oviduktun alt kisimlarina dogru ilerletilir ve
kumulus hiicrelerinin cogunu kaybeder (19).

Bogalarda, normal kosullarda kapasi-
tasyonun engellenmesine yarayan ve seminal
plazmada bulunan dekapasitasyon faktor,
sper-matozoa yilizey antijeni ve akrozom
stabiliza-t6r0 olan akrostatin mevcuttur. Ca™
iyonlari-nin spermatozoon igerisine girmesine
seminal plazma icindeki bazi bioaktif maddeler
engel olur. Akrozom reaksiyonunda ekstrinsik
fak-térler ise, sicakhk, pH, magnezyum ve
albumindir. in vitro fertilizasyonda en uygun
sicaklik dereceleri 37-39°C oldugu bildirilmek-
tedir (17). Akrozom reaksiyonunda gérev alan
enzimler Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. Akrozom reaksiyonunda gdrev alan enzimler (29)

Hidrolitik enzimler

Proteolitik enzimler

Asit fosfataz Arilaminidaz
ArilsUlfataz Akrolizin
Fosfolipaz A Kollagenaz (Peptidaz benzeri)

B-Glukuronidaz

Katepsin D (Proteaz benzeri)

B-N-asetilglukozaminidaz

Noéraminidaz

Fertilizasyon

Akrozomdan enzim karakterli aktif
maddelerin serbest kalmasi spermatozoon ve
zona pellusida arasindaki penetrasyonun
sekillenmesi agisindan zorunlu bir gelismedir.
Zona pellusida pek cok memeli tlriinde ¢
farkh glikoproteinden olusur. Bunlar; Zona
pellusida glikoprotein 1, 2 ve 3 tir (ZP1, ZP2,
ZP3). ZP3'lin spermatozoonla zona arasindaki
bagin olusmasinda digerlerine gbre daha etkin
oldugu kabul edilir ve bu islem, tire 6zel
olarak gerceklesir. Zona pellusidayl gegen
spermatozoon perivitellin boslugu da kisa sU-
rede gecerek ovuma yaklasir. Spermatozoon
basi ovuma ulasir ulasmaz, ovum ylzeyinde
bulunan c¢ok sayida mikrovillus tarafindan
sarilir. Plazma membranlari arasinda birlesme

devam ederken aktif kuyruk hareketleri ile
kuyrugun tamami perivitellin bosluga girer.
Plazma membrani (oolemma) ile temas ve
penetrasyon oositte ikinci mayoz bélinmeyi
tetikler ve oositin bélinmesini tamamlayip
ikinci  polar cismi de atmasiyla, oosit tam
olarak fertilizasyona hazir hale gelmis olur.
Spermatozoonun ooplazma igine girmesinin
ardindan prontkleer formasyon ve singami

gelisir (6).

Spermatozoonun ooplazmaya girisiyle
birlikte, nukleusu cevreleyen membran
parcalanir ve kromozomlarin dekondenzasyon
slreci baslar. Bu arada spermatozoonun orta
ve kuyruk kismi bastan ayrilir ve bas kisminin



etrafini ovum sitoplazmasindan kéken alan
yeni bir membranla sarilarak erkek proonuk-
leusu olusturulur. Bu olaylarla es zamanh
olarak ikinci kutup cismini atan ovumda
kromozomlarin  etrafi, erkek pronukleus
olusumundaki gibi sitoplazmik bir membranla
cevrilerek disi pronukleusu  sekillendirilir.
Pronuklear formasyon olustuktan sonra her iki
pronukleus ooplazma iginde merkeze dogru
g6¢ ederler. Bulusmanin ardindan pronukleus
membranlari erir erkek ve disi kromozom
gruplart  birleserek  singami  olusturulur.
Singaminin olusumuyla fertilizasyon asamasi
tamamlanir (14, 24).

Elektron mikroskobik incelemelerde,
in vitro ortamda spermatozoonla oositin
bulugsmasinin ardindan, kapasite spermato-
zoonun kumulus hUcrelerini gecip zonaya
ulasmasi ve penetrasyonun baglamasi 5 daki-
ka icinde, oolemma penetrasyonunun da 20
dakika iginde gerceklestigi gérilmustir. Ayrica
penetrasyonun gerceklestigi oositlerin,
%80’in de mayoz bdlinmenin 45 dakika
icinde tamamlanip, bunlardan %96’sinin 60
dakika sonra ikinci telofaza ulastigi bildirilmistir
(35).

Sekil 1. Fertilizasyonun sematik gérinim

Polispermi ve Polispermi Blogu

Disi ve erkek cinsiyet hiicrelerinin birle-
serek zigot olusturmalari igin her birinin haploid
(n) sayida kromozoma sahip olmasi gerekir.
Birden fazla spermatozoonun oosit ooplazma-
sina ulagsmasina, poliploidi veya polispermik
fertilizasyon denir (15).

Polispermik zigot olusumunda blas-
tosist asamasina kadar gelisim olursa da, daha
ileri asamalara gecis go6zlenmez. In vivo
fertilizasyonla karsilastinldiginda, in vitro
fertilizasyon prosediriinde, oositin daha fazla
sayida spermatozoonla daha uzun sreli
birlikteligi s6z konusudur. Bu da dogal olarak
yiksek oranda polispermik fertilizasyona
neden olmaktadir. inek oositlerinde, polisper-
mik fertilizasyon olusumunun en &nemli
nedenlerden biri gecikmis veya yetersiz
kortikal grandl olusumudur. Ovidukt sivisinin,
%10, %30 veya %100 derisimde maturasyon
mediumuna katilmasi, in vitro fertilizasyon
oraninda dismeye neden olmaksizin poli-
spermiyi  blylk oranda engellemektedir.
Oositin, COC olup olmamasi, in vitro
fertilizasyon oranini degistirmemekte, yalniz
oositin kumulus hucrelerinden yoksun olmasi
durumunda, polispermi énemli dlglide ylUksek
bulunmaktadir. (8, 25).

Polispermik fertilizasyon sekillenmesi,
kapasitasyon mediumunun igerigine, kapasitor
ajanlarin  yogunluguna, fertilizasyon icin
yapilan inkubasyon slresine ve spermatozoa
konsantrasyonuna 6nemli 6lglide baghdir.
Spermatozoon yodunlugu, inkubasyon zamani
ve kapasitér ajanlardan heparinin dozunun
artirlmasi hem fertilizasyon oranini hem de
istenmeyen dlizeyde polispermik fertilizasyon
oranini artinr (29). En uygun fertilizasyon
sliresi konusunda vyaygin olarak disik
spermatozoon orani ile uzun inkubasyon
sUresi, ylksek spermatozoon yogunlugu ile de
kisa inkubasyon sreleri bildirilmistir (3, 12).

ilk spermatozoonun zonayl ge¢cmesiyle
birlikte zona reaksiyonu meydana gelir. Bunun
icin oositten salgilanan kortikal granillerin
icerdigi enzimler, 6nce dort sulfath gliko-



protein yapida olan ZP2'yi ZPa’'ya dénUstirdr.
Daha sonra ZP3 modifiye olur. Arkasindan
zona pellusida ylzeyinde mevcut olan
spermatozoa baglayici reseptdrler inhibe edilir
ve diger spermatozoonlarin zonaya tutunma-
lari engellenir. Bu olaya polispermi (zona)
blogu adi verilir (12).

Memelilerin blytk cogunlugunda zona,
tek spermatozoonun plazma membranina
ulasmasina izin verir (Monospermi). Bu olayda
kortikal graniller ve zona pellusida aktif olarak
rol alirlar. Enzimatik  faktorler yardimiyla
zonas! eritilmis oositte farkli tlrlerin spermato-
zoonlari ile in vitro fertilizasyon mimkin
olabilmektedir. Bu ydéntemle birden cok sper-
matozoonun perivitellin  bosluga girmesine
ragmen ancak bir tanesinin vitellusa girebildigi
gbézlenmistir. Bu olay da, ayrica vitellus bari-
yeri varhidini kanitlamaktadir. Memeli oositi
yaslandikga polispermi blogu olusturma yete-
negi zayiflamaktadir (21). Goto ve arkadaslari
(13), farkli boga spermleri ile yaptiklari in
vitro fertilizasyon calismalarinda, % 9-17 ara-
sinda polispermik fertilizasyon orani bildir-
mislerdir.

Glikozaminoglikanlarin iglevleri

Glikozaminoglikanlar (GAG), organiz-
manin en karmasik yapisal 6zelligine sahip
biyokimyasal elemanlaridir. Heparin, heparan
sllfat, kondroitin sllfat, dermatan siilfat,
hyaluronik asit ve keratan sllfat baglicalaridir.
GAG’lar  spermatozoa  kapasitasyonunda
oldukga etkin elemanlar olup, follikll igeri-
sinde bolca bulunmaktadir. Ovulasyonla
birlikte oviduktun ampulla bdlgesine kadar
ulasirlar. Disi genital kanalinda, GAG'larin
steroit hormonlarca denetlenen bir Gretim sekli
s6zkonusu olup, anteriordan servikse dogru
6nemli 6lglde dretimi ve yogunlugu duser.
inekte, ©strus déneminde Uretimi artan
GAG'larin luteal fazda seviyeleri oldukca
diser. GAG’larin disik yogunluklar sperma-
tozoa kapasitasyonunu uyarirken, ylUksek
seviyeleri tam tersi etkidedir. Seminal
plazmada GAG yogdunlugu 1mg/ml’nin Uzerin-
dedir ve bu miktari kapasitasyonu inhibe eder.
Kapasitasyon yapma &zelliginden dolayi,

uterus, ovidukt ve follikller sivi kaynakli
icerikler kapasitasyon amaciyla kullaniimak-
tadir. Heparin, sitozolik Ca™ ve pH miktarini
yUkselterek spermatozoa membran protein-
lerinin  bagkalasim gecirmesini saglayarak
kapasitasyona yardimci olurlar (12).

in vitro Fertilizasyona Etki Eden
Faktorler

Sperm Hazirlama Metotlari

in vitro fertilizasyonun basarili olabilmesi igin,
spermatozoonun kumulus hicrelerinden gece-
rek, ooplazma igine girmesi ve erkek pronuk-
leusun olusum slrecine kadar olan fizyolojik
ve biyokimyasal bitlin asamalari kusursuz bir
sekilde tamamlamasi gerekir. Dolayisiyla
uygun motilite ve yogunlukta spermatozoon-
larin hazirlanmasi zorunludur. in vitro fertili-
zasyonda kullanilacak spermalar, yikama,
dilisyon ve preinkubasyon islemlerinden gegi-
rilir. Sper-manin yikanmasi, 1800 rpm devirde,
2-3 kez, 5-10 dakika sireyle yapilir ve her
defasinda sUpernatant yani seminal plazma ve
kriyo-protektanlar uzaklastiniir. Bu islemlerin
ardindan boga spermatozoonlari BSA ile
zenginlestirilmis  preinkubasyon  mediumu
icinde inkubasyona alinir (29).

in vitro fertilizasyon amaciyla taze ve
dondurulmus boga spermalari kullanilabilir.
Spermatozoonlarin uygun motilitede elde edil-
mesi i¢in gelistiriimis birkag sperm hazirlama
yontemi mevcuttur. Bunlarin en yaygin olarak
kullanilanlari; swim-up, percoll density gra-
dient, sephadex ve BO ile direkt yikama
yontemleridir. Bunlarin yani sira, hyaluronik
asit ve spermatozoonlarin filtrasyonu esasina
dayali metotlar da vardir. Bitin tekniklerde
ana gaye motil spermatozoa oranini artir-
maktir. Ancak bu esnada membran hasarla-
rinin olusmasi da kaginilmaz bir durumdur.
Memb-ran hasarlarinin gelismesi nedeniyle,
akrozo-mal ve sitosolik enzimlerin zamansiz
serbest kalmalari s6z konusu olmaktadir. inek
oositlerinin in vitro fertilizasyonunda adi gegen
olumsuzluklardan dolayl pek c¢ok laboratuvar-
da, normalin gok Ustiinde (10°) spermatozoa
ile uzun slreli (20-24 saat) inkubasyon tercih
edilir (10, 37).



Spermatozoa Kaynag

in vitro fertilizasyonda  kullanilan
bogalarin fertilizasyon yetenekleri arasinda
fark olduguna dair degisik bildirimler vardir.
Ornek olarak, gigli iyonik sivilarin (High
lonic Strength Medium-HIS) ve farkh boga
spermalarinin kullanildigr bir calismada, %14-
46 arasinda farkh fertilizasyon bulgusu elde
edilmistir. BO mediumu ile direkt yikama
tekniginin kullanildigi baska bir ¢alismada ise
%51.5 ile %77.4 arasinda bodlinme orani elde
edilmistir. Bazi arastiricilar ise, farkli boga
spermleriyle in vitro fertilizasyon basarisinin
%13 - %94 arasinda gergeklestigini bildirmek-
tedirler (10, 23, 28, 38).

Bogalardaki bireysel farkhliklar, mev-
sime, yasa ve ejekulat kalitesine bagh olabilir.
Ayrica farkll bogalara ait spermalarin igeri-
sinde bulunan dekapasitasyon faktér yogunluk-
lari da farkl olmakta yani seminal plazma
kaynakh dasik oranda fertilizasyon yetenegi
ortaya c¢ikmaktadir (1, 20). Bazi bogalarin
spermalarinin in vitro fertilizasyon yeteneginin
disik olmasi, seminal plazmaya ve in vitro
kosullarda spermatozoa yogunlugunun ani
dusisine baglanmistir (13, 20, 37).

Fertilizasyon Mediumu ve Kapasitor
Ajanlar

Fertilizasyon amaciyla kullanilan
medium, oosit ve spermatozoonlarin en uygun
bicimde penetrasyonuna imkan verecek
diizeyde bir bilesime sahip olmalidir. in vitro
fertilizasyon amaciyla taze veya dondurulmus
boga spermalari kullaniimakla birlikte, dondu-
rulmus sperma kullanimi daha yaygindir. Taze
sperma kullaniimasi durumunda, uzun kapasi-
tasyon siresi gerekir. Fertilizasyon isleminden
6nce kisa sireli hipertonik uygulamanin
ardindan heparin iceren mediumlarda iglem
tamamlanabilir. Kafeinli veya kafeinsiz kalsi-
yum iyonofor sistemlerde bu amacla kullani-
labilirler.  Percoll  ydénteminin  kullanildidi
durumlarda, hipotaurinli ~ veya  kafeinli
inkubasyon slirecinde taze spermatozoa yeteri
dizeyde kapasite olmaktadir. Ayrica kalsium
icermeyen Tyrode’nin Albumin Laktat Piruvat

mediumu (TALP) igerisinde 4-8 saat inku-
basyonu takiben BSA’lI solusyonla yikama
islemi de olumlu sonu¢ vermektedir (5, 26).

Dondurulmus  boda spermasinin in
vitro  fertilizasyon  amaciyla  kullanildig
durumlarda, daha iyi kapasitasyon elde edilir.
Bu amagla, 10 ug/ml heparin katilmis solusyon
icerisinde 15 dakika inkubasyondan yaygin
olarak vyararlaniimaktadir. Swim-up ydntemi-
nin ardindan 100 pg/ml heparin kullaniimasi,
ayni inkubasyon slresi igerisinde daha iyi
sonu¢ vermektedir. 20 mg BSA/ml, 5mM/ml
kafein ve 10 pug /ml heparin iceren Brackett ve
Oliphant (BO) mediumu, kapasitasyonda %68
penetrasyon orani ile iyi sonu¢ vermektedir.
Bu oran yalniz kafeinin  kullanildigi durum-
larda %32, vyalniz heparinin kullanildig
durumlarda ise %35'tir (5).

Boga spermatozoonlarinin, in vitro
kapasitasyonu amaciyla gesitli medium katki-
lart  kullaniimaktadir. HIS, GAG'lar, taurin,
hipotaurin, heparin, kafein, epinefrin,
penisilamin, sigir follikil  sivisi (bFF) ve
ovidukt sivisi, kalsiyum iyonofor (A23187),
BSA, lipozomlar, TEST yolk gibi pek ¢ok
kimyasal ve biyolojik katki maddesi bu amagla
kullaniimaktadir (1, 36).

in vitro fertilizasyon mediumuna inek
oviduktundan elde edilmis epitel hucreleri
(Bovine oviductal epithelial cells-BOEC)
katildiginda, bu epitel hicrelerin, heparin
benzeri molekiller Urettigi ve spermatozoa
kapasitasyonuna yardimci oldugu bildirilmistir.
Ancak konu edilen epitel hucrelerinin Grettigi
molekillerin  kapasitasyon mekanizmasinin,
ovidukt sivisi ve heparinden farkli sekilde
gelistigi kaydedilmektedir. BOEC'in, &strus
siklusunun  hangi  evresinde alindiginin
spermatozoa kapasitasyonuna etkisi pek yok-
tur ancak erken luteal safhada alindigi zaman
daha etkili oldugu bildirilmistir (27, 34).

Glukoz, heparinin boga spermatozoon-
larini kapasite etme yetenegini kisitlamaktadir.
Glukozun bu 6zelligi dikkate alinarak, bazi



laboratuvarlarda fertilizasyon mediumularina
glukoz katilmamaktadir (1,18).

Spermatozoonlarla  oositin  birlikte
inkube edilmesi amaciyla TCM-199, Ham’s F-
10, Ham’s F-12, BO, SFR 199-2, Waymouth
mediumu gibi ¢ok sayida kdltir ortamindan
yararlaniimaktadir.  KdltGr ortamlari ¢cogun-
lukla ECS, FSH, LH, bikarbonat, piruvat,
laktat ve antibiyotik ilave edilmek suretiyle
kullanilirlar (5, 33).

in vitro fertilizasyon tekniginin yeni
uygulanmaya basladigi yillarda laboratuvar
hayvanlari in vivo kapasitasyon amaciyla kul-
lanilmis ve olumlu sonuglar alinmigtir. Farkh
tardeki ¢iftlik hayvanlarinin da boga spermato-
zoonlarinin in vivo kapasitasyon ve fertilizas-

yon kOltdrd igin kullanilabilecegi vurgulan-

mistir (16).
Fertilizasyon Siiresi

in vivo kosullarda disi genital
kanallarindaki sekretorik ve biyokimyasal
durum spermatozoonlarin kapasitasyon ve
fertilizasyon yeteneklerini belirleyen en 6énemli
unsurdur. in vitro kapasitasyon ve fertilizas-
yonun basarisini, mediumun heparin yogun-
lugu ve spermatozoonlarin heparine maruz
kaldiklari zaman periyodu belirler (Tablo 2). in
vitro kosullarda 4 saat heparine maruz kalan
spermatozoonlar mature oositle fertilizasyona
alindiklarinda yeteri derecede oosit penetras-
yonu saglamaktadirlar (11). Bazi arastiricilar
ise in vitro fertilizasyon amaciyla 16-21 saat
arasinda inkubasyon stresini 6nermektedir (9).

Tablo 2. Heparin dozu ve inkubasyon periyodunun fertilizasyona etkisi (9)

Heparin Fertiliz. Polispermi inkubasyon Fertiliz. Polispermi
dozu(pug/ml) orani (%) orani (%) suresi (dk) orani (%) orani (%)
0 3.4 0 0 38.4 4.0
5 21.7 1.5 5 42.5 3.2
10 35.0 0.8 15 49.0 2.2
25 53.1 2.4 30 44.2 2.6
50 57.2 5.1 45 44.2 4.8
100 58.5 3.4 60 30.8 1.2
200 44.2 3.6 120 35.5 2.0
Sperm Doze Edilmesi ve Kiltiir fertilizasyon ve polispermi orani Uzerinde

Siresi

inek oositlerinin in vitro fertilizasyonu
amacliyla yaygin olarak dondurulmus ve ¢oz-
dirilmis boga spermasi tercih edilmektedir. in
vitro kosullarda bir oositin fertilizasyonu igin
ortamda en az 5000 fertil spermatozoon olma-
idir. Ayrica spermatozoa yogunlugu, kapasitor
ajanlarin miktarlari ve inkubasyon slresi de

dnemli olclide etkilidir (Tablo 3). in vitro
fertilizasyon laboratuvarlarinda yaygin olarak
oosit basina 10x10® ile 20x10° arasinda
spermatozoon olacak sekilde fertilizasyon
ortami hazirlanir (12, 29, 37).

Tablo 3. Spermatozoa yogunlugunun ve inkubasyon stiresinin in vitro fertilizasyona etkisi (29).

Boga | Fertilizasyon orani (%) -
Spermat°(z;1302;°9“"'“9” 18.75 12.5 18.75 12.5
cg 4 61.5 68.4 93.3 23.1
%g 5 64.0 55.6 80.0 85.7
S 6 85.7 52.1 94.4 60.0
% £ 8 84.6 82.4 84.2 89.5
=0 17 95.2 85.3 - 100.0




Cevresel Gaz ve Sicaklik Faktori

Oosit  maturasyonu ve  embriyo
kidltirinde oldugu gibi %5 CO2, hava ve
yUksek oranda nem bilesimi veya %5 CO,, %5
02, %90 N, ve yiksek oranda nem igeren
inkubasyon ortamlari kullaniimaktadir. Ortam

sicakligi olarak 37-39°C arasinda en uygun
fertilizasyon orani elde edilmektedir (12).
inkubatdr ortamindaki oksijen yogunlugunun
cleavage ve embriyo olusumuna etkisi Tablo
4’te gosterilmigtir.

Tablo 4. inkubasyon ortamindaki O, yogunlugunun cleavage ve embriyo olusumuna etkisi (32)

0, Yogunlugu (%) Boéliinme orani (%) Morula orani (%)

25 77.7 32.7

5 78.3 40.0

7.5 81.6 36.9

10 80.1 34.8

15 78.3 27.2

20 77.2 22.3
in vitro Fertilizasyon Olgiitleri olmaksizin oosit nikleusunun aktive olmasi ve
Shioya (29)'ya gére, in vitro fertili- bolunmeye_ basllama3| durumudur. Hem in vivo
zasyonun belirlenmesi i¢in dnemli o6lcltler h?r? de in \_{|t_r_o“ ko_sullgrda partenogenelti
sunlardir; bolunm.eler gorglur._ In VI.’[[(:) matur?s:}/ondan
sonra inek oositleri kendiginden bélinmeye
1. Ooplazma  iginde  spermatozoon baslayabilirler. Bu normal disi béliinmeler,
kuyrugunun saptanmasi kdltdr mediumlarinin  biyolojik ve kimyasal
2. Spermatozoon  basinin  ooplazma bilesimine, spermatozoonlarla  inkubasyon

icerisinde goértlmesi

3.  Erkek ve disi proniikleuslarin ooplazma

icinde varlig

4. Birinci ve ikinci polar cisimlerin
saptanmasi

5.  Zona pellusida veya perivitellin
boslukta spermatozoon varlgi

6. Ikinci mayoz boélinmenin telofaz
asamasinin yani oosit aktivasyonunun
tespiti.

Perivitellin boslukta c¢ift polar cismin
gbrilmesinin, bélinmelerin baglangici (cleava-
ge) ve kortikal grandllerin kaybolmasi, ferti-
lizasyon 6lgUtl olarak kullaniimaktadir (4).

Partenogenetik Béliinmeler

in vitro lretim embriyolardan elde edi-
len gebelik oranlarinin distik olmasinin bir ne-
deni de partenogenetik bdlinmelerdir. Parte-
nogenetik boélinme, spermatozoonlara ihtiyac

sliresine baglidir. Partenogenetik béliinmelerin
izlendigi bir calismada, en vylksek parte-
nogenetik bélinme orani, BSA iceren TALP
mediumunda 24 saat inkube edilen oositlerde
%46.9 olurken; en disik oran ise degisik
miktarlarda  Folikiler sivi  (FF) iceren
mediumlarla inkubasyonda % 3.9-4.5 arasinda
bulunmustur (2). Sigir embriyolarinin kiltarQ
amaciyla, vyaygin olarak Kkdltir petrileri
icerisindeki  mikrodamlalara  (microdrops)
yerlestirilerek (zerlerine embriyotoksik etkide

olmayan sivi parafin veya mineral yag
kapatilir.  Mineral yag, embriyo Kkdltdr
mediumuyla  kimyasal iliskiye girmeyen,

bilesik olusturmayan ve ortamda erimeyen
yani kiltdr ortaminin bilesimini bozmayan bir
yapidadir. Mineral yagin, medium pH’sinin
degismez tutulmasi, mikroorganizma kontami-
nasyonunu ve buharlasmayr &énleme gibi
6nemli gbrevleri vardir (10, 12).
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