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OZET

Bu c¢aligmada, mezbahadan toplanan inek oositlerinin maturasyon ve fertilizasyonuna; Ostradiol 17-f diizeyi
belirlenmis olan Ostrustaki inek serumu (ECS) etkisinin, FCS ile karsilastirilmas1 amaglanmustir. Siyah Alaca diivelerden
ostruslarimin ilk 3 saati icerisinde alinan kanlarin serumlari ile bu serumlardan hazirlanan stok serum bilesiminin ve FCS’nin
icerdigi ostradiol-17p diizeyleri, RIA yontemiyle belirlenmistir. Morfolojik kalite siniflamasina gére A ve B kalite olan inek
oositleri kullanilmigtir. Maturasyon ortamlarinda, %5, %10 ve %20 oranlarinda olacak sekilde stok serum; kontrol grubunda
ise ayn1 oranlarda FCS kullanilmis ve veriler varyans analizi kullanilarak test edilmistir. Calisma sonucunda diivelerin
serumlarinda sirasiyla; Diivel=18.4 pg/ml, Diive2=20.1 pg/ml, Diive3=21.8 pg/ml; stok serum bilesiminde ise 19.9 pg/ml;
FCS igerisinde de, 34.8 pg/ml Ostradiol-17p (E,) diizeyi tespit edilmistir. Grup 1’de, %5, %10 ve %20 serum katilim
diizeylerine gore sirasiyla, 0.7820.010°% 0.84+0.009°, 0.86+0.012° maturasyon oranina ulasilmis (p<0.01); Grup 2’de ise
sirastyla, 0.77+0.010%, O.SZi0.00Sb, 0.85+0.010° maturasyon (p<0.01); 0.51+0.020°, 0.51+0.023%, 0.59+0.017° fertilizasyon
(p<0.01) oranina ulasilmstir.

Sonug olarak, Ostrustaki diivelerden elde edilen serumlarin (ECS) inek oositlerinin in vitro maturasyonunda
ekonomik bir sekilde kullanilabilecegi, %10 ve %20 diizeylerinde katilan ECS ve FCS’nin %5 diizeyine gore daha yiiksek
maturasyon ve fertilizasyon sonucu verdigi goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: In vitro, Maturasyon, Fertilizasyon, Oosit, Serum, ECS, FCS, Inek.

SUMMARY

The aim of this study was to compare influence of Estradiol-17f levels measured in estrous cow sera (ECS) on
oocytes from slaughtered in vitro maturation and fertilization with fetal calf sera (FCS). Three Holstein Fresian heifers were
used for source of the sera. Blood was collected in the first 3 hours of the estrous from heifers and sera was decomposed from
the blood then sera were mixed and stock serum was obtained. Level of estradiol-17f in all the sera was analized by Radio
Immuno Assay. Oocytes were selected and used as A and B quality grade morphologically. Stock serum was added in the
maturation media 5%, 10% and 20%. The same proportions of FCS were added in the control group. Data were tested by
ANOVA. Estradiol-17f (E,) levels in the heifers blood sample were found for Heifer1, Heifer2 and Heifer3 and stock serum
as respectively; 18.4 pg/ml, 20.1 pg/ml, 21.8 pg/ml and 19.9 pg/ml. Estradiol 17-p was also measured 34.8 pg/ml in the FCS.
For adding 5%, 10% and 20% proportions of ECS stock serum, the results were respectively; 0.78+0.010%, 0.84:0.009",
0.86+0.012" maturation (p<0.01). The results of addition of FCS as a control group for 5%, 10% and 20% sera levels were
0.77+0.010%, 0.82+0.008", 0.85+0.010° maturation (p<0.01); 0.51+0.020°, 0.51+0.023%, 0.59+0.017" fertilization result
(p<0.01).

As a result, estrous cow serum can be used economically for in vitro cow oocytes maturation. When ECS and FCS
10% and 20% were added in the maturation media, more better maturation and fertilization results were found according to
5% ECS and FCS.
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* Ayn1 adli doktora ¢aligmasindan 6zetlenmistir.



GIRIS

Kanagawa ve arkadaglarimin (16)
bildirimlerine gore, in vitro iiretilen ilk meme-
li, 1959 yilinda Chang tarafindan tavsanlardan
elde edilmistir. Ilerleyen yillarda, follikiil ve
oosit fizyolojileri, spermatozoonlarin délleme
yeteneklerinin dayandigi ilkelerin aydinlatil-
masi ile birlikte in vitro embriyo iiretimi
alaninda onemli gelismeler yasanmis ve bu
teknik 1980’li yillardan sonra, hayvan islahi
alaninda vazgecilmez bir metot olarak yerini
almustir.

Ineklerde
Oogenez: Follikillogenez, follikiil olusum ve

Follikiilogenez ve

gelisimi, oogenez ise ovum olusumu ve gelisi-
mini ifade etse de ikisi birbirinden tamamen
farkl iki olgudur. Oogenez, ¢ogalma, biiyiime
ve olgunlagsma donemlerini kapsamakta olup,
ilkel oosit formundan primer oosit oluncaya
dek gecen zamani ifade etmektedir. Oositlerin
ilkel formu olan oogoniumlardan bazisi daha
gebeligin 11 veya 12. haftasinda birinci mayoz
boliinmenin diyakinez asamasina gelir (23).
Mayozun bu asamasinda follikiiler hiicrelerce
salinan Qosit Mayoz Inhibitérii  (OMI)
etkisiyle mayoz boliinme durdurulur ve bu
asamadan sonra primer oositler pubertaya
kadar herhangi bir boliinme olmaksizin
beklerler (2).

Niikleer Maturasyon : Niikleer matu-
rasyon, oosit niikleusunun germinal vezikiil
asamasindan metafaz-II safhasina gelmesi
durumudur. Niikleer maturasyon, germinal
vezikiil yitkimlanmas1 (Germinal Vesicle Break
Down-GVBD), kromozom kondenzasyonu,
birinci metafazin ig iplik¢iklerinin olusumu
homolog kromozomlarin polar cisimcik
vasitasiyla atilmast ve Metafaz-II durumuna
gecilmesi  olgularim1  kapsar. Rediiksiyon
boliinmesiyle birlikte kromozom sayis1 haploid
(n=30) duruma gelir (25).

Germinal vezikiil yikimlanma

zamaninda, kromozomlar kondense olup
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kompakt bir hal alirlar. Sentrozom iki sentriole
boliinerek yildiz seklinde bir goriiniim alir ve
kutuplara dogru go¢ ederek ig iplikciklerini
olusturur. Bu asamada oosit metafaz-I
safhasindadir. Primer oosit artik iki mayoz
boliinme gecirerek olgunlasacaktir. Birinci
boliinmeyle birlikte iki kardes hiicre meydana
gelir ki, bunlardan biri sitoplazma yoniinden
zengin olup gercek oosittir. Digeri ise
sitoplazma yoniinden fakir ancak yine de
mitokondri, ribozom ve kortikal graniillere
sahip olan, Polar Cisim adiyla bilinen hiicredir.
Niikleer maturasyonun baslamast icin LH
tetikleyici bir role sahiptir. Maturasyonun
devami icin de basta Ostrojen olmak iizere
steroitlere ihtiyag¢ vardir (13).

Sitoplazmik Maturasyon : Sitoplaz-
mik maturasyon, oositin Germinal Vezikiil
safthasindan Metafaz-II safhasina, olgun bir
oosit oluncaya kadar gecirmis oldugu yapisal
degisimleri ifade eder. Bu degisimler, oositin
normal fertilizasyonu, boliinmeye baslamasi ve
blastosit sathasina kadar ulagsmasinda dolayli
olarak etkilidir. Polar cismin olusmasiyla
birlikte perivitellin boslugun genislemesi ve
sekillenmesi,  mitokondrilerin  sayilarinin
artmasi ve yapisal degisimleri, golgi aygitlarin-
dan kortikal graniill salinmasiyla birlikte
ooplazmanin graniillii bir hal almasi, sitop-
lazmik maturasyonun baslamasiyla birlikte
ortaya cikan olgulardir. Baslangicta merkezi
olarak yer alan mitokondriler oositin gelisimi
ile Dbirlikte periferal bir konum alirlar.
Mitokondriler,  sitoplazmik  maturasyonda
anahtar rolii iistlenirler. Hiicre i¢i metabolik
modifikasyon, farklilagma ve proliferasyon
gibi aktivitelerde hep mitokondriler vardir
(20). Sitoplazmik maturasyonun morfolojik
olarak, kayda deger bir diger parametresi de
kumulus hiicre ekspansiyonudur (15).

Spermatozoa Kapasitasyonu : Hicbir
memeli tiiriinde, spermatozoa disi genital
kanalina  birakildigi  anda  fertilizasyon
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yapabilme yeteneginde degildir. Bundan dolay1
fertilizasyona hazirlik siirecinin gecirilmesi
gerekir.  Kapasitasyon, spermatozoonlarin
ovum igerisine girebilmek icin  gerekli
akrozom reaksiyonuna yol acacak, fizyolojik
ve biyokimyasal olaylarin timii olarak
tanimlanir. Kapasitasyon olgusunda, uterus,
ovidukt ve ovulasyon esnasinda follikiiler sivi
gorev alir (26, 33).

Fertil boga, ciftlesme esnasinda bir kag
milyardan fazla motil spermatozoonu disi
genital kanalina birakir. Spermatozoonlarin
genital kanal boyunca yolculuklar1 esnasinda
giiclii bir seleksiyon siireci isler. Bu gog
sirasinda ¢ok sayida spermatozoon Oliir veya
fagosite edilir. Yalmzca birka¢ bin canl
spermatozoa  oviduktun kaudal isthmus
bolgesine gelerek burada bir spermatozoon
deposu  olustururlar.  Buradan  ¢ikacak
fertilizasyon yetenegi en iyi spermatozoonlar,
oositle temasa hazir olurlar. Disi genital
kanalinda, kapasitasyondan sorumlu oldugu
bilinen, glikozaminoglikanlar (GAG),
kondroitin ~ siilfatlar ve heparin  benzeri
maddeler bulunmaktadir (13, 37).

Akrozom Reaksiyonu Akrozom,
spermatogenezis sirasinda golgi kompleksin-
den gelisen nukleusun hemen hemen yarisini
orten hyaluronidaz ile proakrozin enzimi
iceren bir organeldir. Kapasite olmus sperma-
tozoa, kumulus ooforus ile temasi esnasinda
akrozom reaksiyonuna ugrar. Bu esnada
akrozomun posterior kismi ekvatoryal segment
disinda plazma membrani ile; dis akrozomal
membran da bircok noktada birbiriyle
birleserek kiiciik vezikiiller sekillendirirler. Bu
vezikiiller arasindaki bosluklardan akrozomal
icerikteki enzimler disar1 cikar. Reaksiyon
sonunda akrozom tiimiiyle parcalanir ve
spermatozoon bagt yalnmizca i¢ akrozomal
membranla saril1 olarak kalir (32).

Akrozom reaksiyonu sonucu serbest
kalan, ozellikle hyaluronidaz gibi enzimler,

kumulus ooforus hiicrelerini birbirine baglayan
ve bir hyalunorik asit kompleksi olan baglar
eritir. Bu arada motilitesi artmig olan sperma-
tozoonun aktif kuyruk hareketleri yardimiyla
bu hiicreler ge¢ilmis olur. Akrozom reaksiyo-
nu, hiicre disginda bulunan Ca™ yardimiyla
baglatilir. Akrozom igine alinan Ca*™, proakro-
zini aktif formu olan akrozine doniistiiriir.
Akrozin ile birlesmis plazma membrani ve dig
akrozomal membranin ¢esitli noktalardan
eriyip parcalanmasina neden olur. Bu
parcalanma sonucu akrozomal enzimler de
serbest kalir (13).

Spermatozoon  kapasitasyonu  ve
akrozom reaksiyonu, inekte alti saat iginde
tamamlanir. Bu arada Ostradiol etkisiyle
ovidukt silier hiicreleri uyarilmis oldugundan,
bunlarin aktivasyonlar1 ile ovum ritmik olarak
oviduktun alt kisimlarina dogru ilerletilir ve bu
esnada kumulus hiicrelerinin ¢ogunu kaybeder

(18).

Fertilizasyon Akrozomdan enzim
karakterli aktif maddelerin serbest kalmasi
spermatozoon ve zona pellusida arasindaki
penetrasyonun sekillenmesi agisindan zorunlu
bir gelismedir. Zona pellusida pek ¢ok memeli
tirinde {i¢ farkli glikoproteinden olusur
bunlar; Zona glikoprotein 1, 2 ve 3 tiir (ZP1,
7ZP2, 7P3). Zona glikoproteinlerinden, ZP3’iin
spermatozoonla zona arasindaki bagin olusma-
sinda digerlerine gore daha etkin oldugu kabul
edilir ve bu islem, tiire 6zel olarak gerceklesir.
Zona  pellusidayt gecen  spermatozoon
perivitellin boslugu da kisa siirede gecerek
ovuma yaklasir. Spermatozoon basi ovuma
ulagir ulagsmaz, ovum yiizeyinde bulunan ¢ok
sayida mikrovillus tarafindan sarilir. Plazma
membranlari arasinda birlesme devam ederken
aktif kuyruk hareketleri ile kuyrugun tamami
perivitellin bosluguna girer. Plazma membrani
(oolemma) ile temas ve penetrasyon oositte
ikinci mayoz bdliinmeyi tetikler ve oositin

boliinmesini tamamlayip ikinci polar cismi de



atmasiyla, oosit tam olarak fertilizasyona hazir
hale gelmis olur. Spermatozoonun ooplazma
icine girmesinin ardindan proniikleer formas-
yon ve singami gelisir (8).

Bu calismada, Ostrus evresinde kanlari
alinarak ostradiol 17-f (E,) diizeyleri saptanan
sigir serumlarinin (ECS); TCM-199 mediu-
muna degisik oranlarda ilave edilerek,
mezbahadan toplanan inek  oositlerinin
maturasyon ve fertilizasyonuna etkisi ile,
TCM-199 mediumuna ayni oranlarda katilan
fotal buzagr serumunun (FCS) etkisinin
karsilastirilmasi amaglanmstir.

MATERYAL VE METOT
Serum kaynag olarak, Tarim ve
Koyisleri  Bakanhigi’'na  bagli  Lalahan

Hayvancilik Merkez Arastirma Entitiisiinde
yetistirilen, bir yasinda, Siyah Alaca ki iig
diive kullamlmistir. Ostrus baslangicindan
itibaren ilk 3 saat icerisinde kan alinmis ve
serumlar ayrimustir. Serumlar daha sonra
56°C’de 30 dakika su banyosunda tutularak
inaktivasyonlar1 yapilmis ve her diiveye ait
serumdan esit miktarlarda alinarak stok serum
bilesimi elde edilmistir.

Ostrustaki inek serumlart (ECS) ile
Fotal Buzagr Serumlarinin (FCS) icerdigi E,
diizeyleri RIA (Radio Immuno Assay)
yontemiyle tespit edilmistir.

Mezbahada kesimi yapilan ineklerden
toplanan 457 adet ovaryum, tasima ortamina
alinmadan once gereksiz dokulardan ve
yiizeysel kandan arindirilmustir.

Ovaryum tasima solusyonu olarak,
%0.9 NaCl iceren, steril fizyolojik tuzlu su
kullanilmustir. Laboratuvarda taze olarak hazir-
lanan solusyon kullanilmadan 6nce 30°C’ye
kadar 1sitilarak, igerisine 0.1 mg/ml Kanamisin
Siilfat (Kanovet-Vetas) ilave edilmistir (14).

Follikiiler
Scellander ve arkadaslarinin (30) uyguladig:

aspirasyon amaciyla

sekilde, 5 ml’lik enjektor ve ucuna takilmig
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21 G’ luk igneden yararlanilmistir. Aspiras-
yondan once enjektor icerisine yaklasik 1 ml
yikama mediumu olarak kullanilan fosfat
tampon mediumu (m-PBS) cekilerek 2-7 mm
arasinda c¢apa sahip follikiillerden aspirasyon
yapilmis, ardindan Takagi ve arkadaslarinin
(34) tarif ettikleri sekilde, ovaryum dilimle-
nerek elde edilen oositler, yikama mediumuyla
yikanmig ve 95 mm’lik alt ¢izili petrilere
alinmustir.

Oosit secimi Brackett ve Zuelke nin
(6) yontemine gore yapilmistir. Bu amacla
stereo mikroskop altinda, kumulus oosit
kompleksine (COC) sahip, ooplazmast homo-
jen goriiniimlii oositler icerisinden A ve B
kalitede olanlar in vitro maturasyon amaciyla
secilmistir. Stereo mikroskop altinda segilen
kumulus hiicrelerine sahip oositler, 35 mm
petriler (Falcon-1008, Dickinson) igerisinde
hazirlanarak  inkubatérde  ekilibrasyonlari
yapilmig olan maturasyon mikrodamlalarina

alinmustir (16).

Maturasyon mediumu olarak Kanaga-
wa ve arkadaglarinin (16) bildirdigi sekilde,
Doku Kiiltiirii Mediumu, TCM-199 (M7528,
Sigma-Aldrich Co.) kullamilmistir. Maturasyon
mediumuna; 0.1mg/ml L-Glutamin (G8540,
Sigma-Aldrich Co.), 100 IU/ml kristalize
penisilin-G  potasyum (LE. Ulugay) ve
100ug/ml kristalize streptomisin siilfat (I.E.
Ulugay) ilave edilmistir. Deneme gruplarina,
onceden hazirlanan stok serumdan %5, %10
ve %20 oranlarinda, kontrol grubuna ise ayni
oranlarda FCS ( F2442, Sigma-Aldrich Co.)
ilave edilmigtir. Maturasyon amaciyla 35 mm
kiiltiir petrilerinde (Falcon-3001), 100 pul
hacimde mikrodamlalar hazirlanarak iizerine
4.5 ml mineral yag (M8410, Sigma-Aldrich
Co.) ilave edilmistir. Hazirlanan biitiin
maturasyon mediumlarinin oositlerin
yerlestirilmesinden en az 3 saat once, %95’in
tizerinde bagill nem ve %5 CO, igeren
39°C’deki inkubatore konarak ekilibrasyonlari
yapilmustir.
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Her maturasyon petrisinde 100ul
maturasyon mediumu ile mikrodamlalar
hazirlanip, 20 oosit/100ul mikrodamla olacak
sekilde oositler yerlestirilmistir. Oositlerinin in
vitro maturasyon islemi, %5 CO,, %95’in
iizerinde bagil nem ve 38.5°C’de, 22 saatte
gerceklestirilmistir. Inkubasyon  periodu
sonunda, stereo mikroskop altinda kumulus
ekspansiyonu goriilenler mature oosit kabul

edilmistir (34).

In vitro fertilizasyon amaciyla Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii Suni
Tohumlama Laboratuvarinda iretilen ve
icerisinde 175x10° spermatozoa bulunan  0.25
ml’lik ticari mini-payetlerde dondurulmus
Siyah Alaca ki boga spermalart kullanil-
mistir. In vitro fertilizasyonda farkliliga
meydan vermemek amaciyla, bir bogadan, ayni
giin alinarak dondurulan, esdeger motiliteye
sahip spermalar ve kapasitasyon amaciyla da
Brackett & Oliphant (BO) mediumu kullanil-
mistir. Kapasitasyon islemleri ve uygun
spermatozoa yogunlugunun elde edilmesi
amaciyla, Kanagawa ve arkadaslarinin (16)
tarif ettigi sisteme gore; 37°C’deki su ban-
yosunda 20-30 saniyede ¢ozdiiriilen spermalar
(4-5 payet), 15 ml hacmindeki bos santrifiij
tiplerine alinarak, iizerlerine 6 ml Sperm
Yikama Solusyonu (SYS) eklenmis ve 1800
rpm devirde 5 dk santrifiij edilmistir. Sifon
yaptirilarak siipernatantin ayrilmasinin ardin-
dan islem tekrarlanmistir. Spermatozoonlarin
sayimlarinin  kolay yapilabilmesi amaciyla
sedimentin iizerine yaklasik 1 ml SYS ilave
edildikten sonra, sayim yapilarak sedimentin
icerdigi spermatozoa miktar1 bulunmustur.
SYS ve Sperm Sulandirma Solusyonlar1 (SSS)
kullanilarak spermatozoonlar sulandirilmistir.
Spermatozoonlarin  sayimlar1 Thoma lam
kullanilarak yapilmistir. Sayim Oncesi sperma-
tozoa yogunlugunu azaltmak amaciyla %5
NaCl iceren solusyonla 1/100 oraninda
sulandirma islemi yapilarak son yogunluk,
6.25x10%ml  spermatozoa olacak  sekilde

fertilizasyon mediumu hazirlanmistir. SSS ile
son sulandirmasi yapilan spermatozoonlar,
fertilizasyon mikrodamlalarina (95ul) alinarak
inkubatore yerlestirilip, oositler Oosit Yikama
Solusyonu (OYYS) ile yikandiktan sonra toplam
30 dakika icerisinde bu mikrodamlalara
yerlestirilmistir (19).

Embriyolarin in vitro Kkiiltiiri igin
aminoasitli Charles Rosencrans (CRlaa)
mediumu kullanilmistir. CR1aa mediumu taze
olarak hazirlanip kullanilmistir (16). In vitro
fertilizasyonun ardindan oositlerin  etrafini
saran kumulus hiicreleri pipetleme islemiyle
uzaklastirilmigtir. Bu amagla, steril cam Pastor
pipetleri kullanilarak islem en kisa siirede (10-
15 dk) tamamlanmstir (19). Kumulus hiicrele-
rinden pipetleme islemiyle uzaklastirilan
oositler maturasyon siirecinde oldugu gibi, 20
00sit/100u] mikrodamla olacak tarzda yerlesti-
rilmistir. Kanagawa ve arkadaslarinin (16)
yontemine gore, bu islemden Once oositler, en
az 3 saat Onceden hazirlanip inkubatére
kaldirlmig ve igerisinde oositlerin yikanmasi
amaciyla kiiltir mediumu konmus olan 35
mm’lik petrilerin degisik yerlerinde birka¢ kez
yikanarak kalan kumulus hiicreleri ve sperma-
tozoonlardan arinmalar1 saglanmus-tir. In vitro
embriyo kiiltiirii amaciyla %5 CO,, %95’in
iizerinde bagl nem ve 38.5°C merkezi
sicakliktaki inkubator (Inco2, Memmert-
Germany) kullanilmistir.

Boliinme  kontrolleri, embriyolarin
inkubasyona alinmasini takip eden 48. saatte
yapilmistir. Boliinenlerin sayisi fertilize oosit
sayist olarak kabul edilmistir (5).

Partenogenetik  boliinme kontroliinii
yapmak iizere, her mezbaha c¢alismasinda
mikrodamlalardan rastgele alinan yaklasik 20
oosit, fertilizasyon yeterliliginde olmayan
(birkag¢ kez dondurulup c¢ozdiirtindiiriilerek
Oldiiriilmiis) spermatozoonlarla fertilizasyon
siirecine alinmigtir. Fertilizasyon kontroliinde
boliindiigii belirlenen oositler, partenogenetik
boliinme olarak kaydedilmistir (1).



Verilerin test edilmesinde, tek yonlii
Varyans analizi kullanilmistir. Ostrustaki inek
serumu ve FCS katilim oranlart bakimindan
farkli olan gruplarin degerlendirilmesinde
Duncan testinden yararlanilmstir.

BULGULAR

Ostrustaki diivelerin kan serumlarinda
ve FCS (F2442, Sigma-Aldrich Co.) igerisin-
deki oOstradiol 17-B (E,) diizeyleri sirasiyla;
Diivel=18.1 pg/ml, Diive2=20.1 pg/ml,
Diive3=21.8 pg/ml ve FCS=34.8 pg/ml olarak
Olctilmiistiir. Kontrol grubu disindaki calisma
gruplarinda kullanilmak iizere hazirlanan stok
serum bilesiminin Ostradiol 17-fB (E,) diizeyi,
Stok=19.9 pg/ml olarak 6lciilmiistiir.

Caligsmada, 457 ovaryum toplanmig ve
bu ovaryumlardan 3323 iyi kalite (A ve B
kalite) oosit elde edilmistir. Bunlardan 1993’
ECS deneme gruplari icin; 1330’u FCS kontrol
gruplart i¢in  kullanmilmigtir. 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 cevreledikleri, oositlerin de
homojen yapida bir ooplazmaya sahip
olduklar1 (Resim 1); B kalite oositlerin, birkag
kumulus hiicre sirasiyla ve A kalite oositlere
gore daha gevsek bir sekilde sarili olduklari,
bazi  bolgelerinde  kumulus hiicrelerinin
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bulunmadigi, ooplazmalarinin koyu graniiller
icerdigi gozlenmistir (Resim 2).

In vitro maturasyon mediumuna ECS
katkis1 yapilan c¢alisma grubunda, 1993
oositten 1649’unda kumulus ekspansiyonu
goriilerek bu oositlerin mature olduklart kabul
edilmigtir. ECS’nin, %5, %10 ve %20
oranlarinda katildig1 Grup 1’de sirasiyla, %78,
%84 ve %86 maturasyon; %5, %4 ve %4
dejenerasyon bulgusu elde edilmistir (Tablo 1).
Dejenerasyonlar arasinda istatistiki ~ fark
bulunmazken; %10 ve %20 oraninda ECS
katilan gruplarin maturasyon oranlart %5 ECS
katilan gruba gore yiiksek bulunmustur
(p<0.01). Grup 2’de %5, %10 ve %20
oranlarinda FCS katilmis ve sirasiyla, %77,
%82 ve % 85 maturasyon bulgusu elde edilmis
olup; %10 ve %20 FCS katilan gruplarda,
%5’e gore daha yiiksek maturasyon orani elde
edilmistir (p<0.01). Swrasiyla, %3, %4 ve %4
dejenerasyon bulgusuna ulagilan  gruplar
arasinda istatistiki olarak bir fark goriilme-
mistir (Tablo 2). Calismada ulasilan maturas-
yon ve dejenerasyon sonuglar1 yoniinden, ECS
deneme ve FCS kontrol gruplar1 arasinda
istatistiki bir fark gozlenmemistir. Fertilizas-
yon siirecine 2402 mature oositin 48. saatte
yapilan mikroskobik incelemelerinde, iki ya da
daha cok sayida boliinen 1220 embriyonun
fertilize olduklar1 kabul edilmistir (Resim 3-4).

Resim 1. A kalite oosit

Resim 2. B kalite oosit
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Tablo 1. Ostrustaki inek serumu (ECS) katkili deneme gruplarinda bulunan maturasyon ve
dejenerasyon sonuglari

OZELLIK

Maturasyon mediumuna

katilan serum diizeyi (v/v) % S % 10 % 20 Genel
Tekrar sayisi 29 35 33 97
Maturasyona alinan oosit (n) 605 742 646 1993
Mature olan oosit (n) 473 625 551 1649
Maturasyon oram (% )** 0.78+0.010" 0.84+0.009° 0.86+0.012° 0.83%0.007
Dejenere olan oosit (n) 27 27 24 78
Dejenerasyon oram (%) 0.05+£0.007 0.04+0.005 0.04+0.007 0.04+0.004
a, b: Aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiki olarak farklidir (p<0.01)

#* 1 P<0.01

Tablo 2. Fotal buzagi serumu (FCS) katkili kontrol gruplarinda bulunan maturasyon ve dejenerasyon
sonuglari

OZELLIK
Maturasyon megiun}una %5 % 10 % 20 Genel
katilan serum diizeyi (v/v)
Tekrar sayisi 20 22 22 64
Maturasyona alinan oosit (n) 430 456 444 1330
Mature olan oosit (n) 332 376 374 1082
Maturasyon oram (% )** 0.77+0.010* 0.82+0.008" 0.85+0.010° 0.82+0.007
Dejenere olan oosit (n) 14 16 18 48
Dejenerasyon oram (%) 0.03%£0.008 0.04£0.008 0.04+0.008 0.04+0.005
a, b: Aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiki olarak farklidir (p<0.05)

** 1 P<0.01

Resim 3. Iki hiicreli bir embriyo Resim 4. Dort hiicreli bir embriyo



Fertilizasyon siirecine alinan
oositlerden % 5, % 10 ve % 20 ECS katilan
gruplarda swrasiyla, % 47, % 47 ve % 53
oraninda fertilizasyon bulgusuna ulagilmisg
olup; grup ici karsilagtirmada fertilizasyon
oranlari agisindan 6nemli bir fark olmadigi
goriilmiistir (Tablo 3). Ancak Tablo 4’te
goriildiigii gibi, ayn1 oranlarda FCS katilan
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gruplarda sirastyla, %51, %51 ve %59
oraninda fertilizasyon bulgusu saptanmis olup;
%20 oraninda FCS katilan grubun, %5 ve
%10 oranlarinda FCS katilan gruplardan daha
(p<0.01). In
vitro fertilizasyon bulgular1 bakimindan ECS

yiitksek oldugu belirlenmistir

deneme ve FCS kontrol gruplar1 arasinda
istatistiki olarak bir fark belirlenmemistir.

Tablo 3. Ostrustaki inek serumu (ECS) katkili deneme gruplarinda bulunan fertilizasyon sonuglari

OZELLIK
Maturasyon mediumuna
. % 5 % 10 % 20 Genel

katilan serum diizeyi (v/v)
Tekrar sayisi 29 35 33 97
Fertilizasyona

. 408 559 487 1454
alinan oosit (n)
Fertilize olan oosit (n) 188 266 258 712
Fertilizasyon orani (%) 0.47+0.023 0.47+£0.016 0.53+0.024 0.49+0.012

Tablo 4. Fotal buzag: serumu (FCS) katkili kontrol gruplarinda bulunan fertilizasyon sonuglart

OZELLIK
Maturasyon me-c.llun?una % 5 % 10 % 20 Genel
katilan serum diizeyi (v/v)
Tekrar sayisi 20 22 22 64
Fertilizasyona

. 290 326 332 948
alinan oosit (n)
Fertilize olan oosit (n) 148 166 194 508
Fertilizasyon orani (%) 0.51£0.020" 0.51+0.023* 0.59+0.017° 0.54+0.012

a, b: Aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiki olarak farklidir (p<0.05)

** 1 P<0.01

Calismada, partenogenetik  olarak
boliinen oositlerde, oldukc¢a yogun bir sekilde
graniil bulundugu, blastomer dejenerasyonu-
nun ise vitellin bolgesinde erimelerle
karakterize bir tarzda oldugu go6zlenmistir.
Mature  oositlerin ~ bulundugu  calisma
gruplarindan rastgele alman 287 oosit, Olu

spermatozoonlarla fertilizasyon islemine alin-

mistir.  Embriyo kiiltiirtini takip eden 48.
saatte yapilan boliinme kontroliinde; FCS
grubunda %5.45, ECS grubunda ise %3.95
oraninda partenogenetik boliinme oldugu
gozlenmistir (Tablo 5). Patenogenetik boliinme
oranlariin tespiti kuramsal bir anlam
tasidigindan istatistik modele dahil

edilmemistir.
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Tablo S. Gruplara gore partenogenetik boliinme sonuclari

OZELLIK
Serum tipi ECS FCS Genel
Tekrar sayisi 9 6 15
Partonegeneze alinan oosit (n) 177 110 287
Partenogenetik béliinen oosit (n) 7 6 13
Partenogenetik boliinme orani (%) 3.95 5.45 4.53

TARTISMA VE SONUC

Sigir  oositlerinin - maturasyon ve
fertilizasyon calismalarinda, oositlerin
maturasyon ve fertilizasyon oranlarini artirmak
amaciyla temel maturasyon ortamlarina ¢ok
sayida katki maddesi ilave edilmekte ve
bunlardan ECS ve FCS oosit gelisimine
olumlu etkilerinden dolayr Onemli bir yer
tutmaktadir  (10,13). Plasentada iiretilen
hormonlar kan dolasimi yoluyla yavruya da
gecmektedir. Dolayisiyla f6tusta, plasenta
kaynakli 0Ostradiol 17-B diizeyleri annenin
serum diizeylerine yakindir. Inek oositlerinin
maturasyon yeteneginin artirilmasi amaciyla
fotal serum kullanan Younis ve arkadaslari
(39), ticari FCS preparatinda bulunan ostradiol
17- diizeyini, 37.7 pg/ml olarak tespit
etmislerdir. Bu calismada, in vitro maturasyon
amaciyla maturasyon vasatina katilan ticari
FCS preparati igerisindeki Ostradiol 17-f
diizeyi, 34.8 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu
diizey, Younis ve arkadaslarimin (39) bulgu-

larina uygunluk gostermektedir.

Granuloza hiicreleri tarafindan in vivo
kosullarda iiretilerek salinan dstradiol 17-f’nin
oosit maturasyonunu destekledigi ve bu steroid
hormonun yogunlugunun follikiiler atrezinin
gelisiminde belirleyici rol aldig bildirilmistir
(7). Ostradiol 17-B, inek oositlerininin in vitro
maturasyon ortamlarina, ticari preparat halinde
(6, 17) veya Ostrustaki ineklerden elde edilen
serumlar seklinde dolayli olarak katilmaktadir
(21,22).

Maturasyon  ortamina (TCM-199)
katilan ECS oranlarinin in vitro oosit
maturasyonunun olusumunda énemli oldugunu
bildiren Ocana ve arkadaglart  (27),
maturasyon ortamina, %0, %10, %20 ve %50
oranlarinda ECS ilave ettikleri ¢aligmalarinda
sirastyla, %41.8, %78.1, %80.3 ve %65.3
oraninda maturasyon orani elde etmisler ve
%10 ve %20 oraninda ECS eklenen grubun
sonuglariin  diger gruplara gore iistiin
oldugunu bildirmislerdir (p<0.01).

Bu arastirmada, ECS katilim oranlari
acisindan, %10 ve %20 katilim oraninin, %5’e
gore listiin oldugu (p<0.01), dolayisiyla daha
yiilksek maturasyon sonucu verdigi ve bu
sonucun, ayni maturasyon vasati ve kiltiir
sartlarin1  kullanan Ocana ve arkadaglarinin
(27) bulgular1 ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Younis ve arkadaslari (39), %20 (v/v)
oraninda Ostrustaki inek serumu ve kontrol
grubu olarak %20 (v/v) oraninda FCS’yi
kullanildiklar1 calismalarinda; inek serumlari-
nin kullanildigr grupta maturasyon oraninin
%89.7, FCS kullanilan grupta ise %62.9
oldugunu ve bu sonucun inek serumu lehine
onemli diizeyde farkli oldugunu bildirmislerdir
(p<0.05). Ocana ve arkadaslar1 (28), inek
oositlerinin in vitro maturasyon vasatlarina
%20 (v/v) oranminda Ostrustaki inek serumu
(ECS) ve fotal buzag serumu (FCS) kattiklari
ve maturasyon oranlarini  belirledikleri



calismalarinda; ECS ve FCS ilave edilen
gruplarda elde edilen maturasyon oranlarini
sirastyla % 75.0 ve % 77.0 olarak tespit
etmisler, ancak istatistiki bir farklilik saptama-
muglardir.

Schellander ve arkadaslar1 (30), in
vitro maturasyon vasatina %20 (v/v) oraninda
FCS ve ECS ilave ettikleri ve farklilik sapta-
madiklar1 ¢alismalarinda; FCS ilave ettikleri
grupta %83.9 oraninda, ECS kullandiklar
grupta ise %75.1 oraninda maturasyon
bulgusuna ulagsmislardir.

Liu ve arkadaslar1 (21), %10 oraninda
ECS ve FCS kullandiklar1 caligmalarinda, her
iki grupta da, %86.0 oraninda maturasyon
bulgusuna ulasmiglardir. Wiemer ve arkadas-
lar1 (38), %10 oraninda FCS ve hormon katkil1
maturasyon ortamu ile %91.3 maturasyon
bulgusuna ulasirken; %20 ECS katkili grupta
bu oran %73.3 olmustur. Bu arastirmacilar
maturasyon ortamina hormonla birlikte %10
FCS katkisinin, %20 ECS katkisina gore daha
iyl sonu¢ verdigini bildirmislerdir (p<0.05).
Benzer bir calismada Fukui ve Ono (12), %20
oraninda FCS ve ECS’yi hormon ve hiicre
kombinasyonlart ile birlikte kullandiklar
calismalarinda; FCS katilan grupta %52.7,
ECS katilan grupta ise %51.2 oraninda
maturasyon bulgusuna ulagmiglardir. Adi
gecen arastirmacilar  oositlerin  in  vitro
maturasyonunda, FCS’nin ECS’ye gore iistiin
oldugunu vurgulamislardir (p<0.05).

Bu calismada, ECS ve FCS gruplari
arasinda maturasyon sonuglari  agisindan
istatistiki bir farklilik saptanmamistir. Calisma
bu yoniiyle, Younis ve arkadaslarindan (39)
farkli bulunurken; Schellander ve arkadaslar
(30), Liu ve arkadaslar1 (21) ve Ocana ve
arkadaslarinin (28) bulgulariyla uyumlu bulun-
mustur. Her iki grupta erisilen maturasyon
sonuclar1 yoniiyle, %20 ECS katilan grubun
maturasyon bulgusu; Younis ve arkadaslarina
(39) gore diisiik kalirken, Fukui ve Ono (12),
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Schellander ve arkadaslari (30) ve Ocana ve
arkadaslarina (28) gore yiiksek bulunmustur.
%20 oraninda FCS eklenen grubun sonuglari
ise; Younis ve arkadaslart (39), Fukui ve Ono
(12) ve Ocana ve arkadaslarindan (28) yiiksek
cikarken, Scellander ve arkadaglarinin (30)
bulgularina biiyiik oranda benzedigi goriillmiis-
tir. In vitro maturasyon ortamlarma yapilan
%10 ECS ve %10 FCS katkilar1 yoniiyle
calisma; Liu ve arkadaslarinin (21) bulgularina
benzedigi goriilmiistiir. Calismada ulasilan
maturasyon bulgular;, %10 ECS katkis
yoniiyle Wiemer ve arkadaslarindan (38)
diisiik kalmustir.

Younis ve arkadaslari (39) ve Wiemer
ve arkadaslarinin (38) in vitro maturasyon
bulgularinin sunulan calismaya kiyasla yiiksek
olmasini, ovaryumlarin alindigi hayvanlarin
reproduktif farkliligina ve arastirmacilarin in
vitro maturasyon vasatina serumun yani sira
hormon katkis1 yapmis olmalarina baglamak
miimkiindiir. Gerek ECS, gerekse FCS kullani-
lan gruplarda goriillen farkli oranlarin, diger
calismalarda  kullamilan  farkli  ¢alisma
ortamlari, vasat bilesimleriyle ve kullanilan
kiiltiir vasatlarinin {irlin numarasiyla ya da
maturasyon Olciitlerinin degiskenligi ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Dong ve arkadaslar1 (11), maturasyonu
inceledikleri c¢aligmalarinda; %2 ile %4
arasinda dejenerasyon orani saptamislardir.
Ocana ve arkadaslar1 (28), maturasyon orta-
mina %20 oraninda ECS ve FCS kattiklar
gruplarda swrasiyla %3 ve %2 dejenerasyon
bulgusu elde etmislerdir. Un ve Kiipliilii (36),
follikiil biiyiikliigine gore smiflandirdiklar
gruplarda anormal maturasyon ve dejenerasyon
oranlarini birlikte degerlendirmisler ve sirasty-
la % 8 ve % 5.1 oranlarinda dejenerasyon orant
saptamiglardir.

Bu calismada ulasilan dejenerasyon
sonuclari, Dong ve arkadaslar1 (11), Ocana ve
arkadaslar1 (28) ve Un ve Kiipliilii’niin (36)
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sonuclariyla uyumlu bulunmustur. Dejeneras-
yon oranlart in vitro maturasyon siirecine
aliman oositlerin kaliteleri ve maturasyon
ortamlarina yapilan katkilarla dogrudan ilgili
oldugundan gelisim icin uygun olmayan oosit-
lerin bu siirece dahil edilmesi, hormon ya da
antioksidanlarla in vitro oosit maturasyonunun
desteklenmemesi durumlarinda dejenerasyon
oraninin yiiksek cikacagi diistiniilmektedir.

Saeki ve arkadaglarinin (29), maturas-
yon ortamina serum katilmasinin oositlerin in
vitro maturasyon ve fertilizasyon oranlarini
artirdi@in1 vurguladiklart ¢calismalarinda; %10
FCS kullandiklar1 grupta %64, ve FCS
kullanmadiklar1 grupta ise %48 fertilizasyon
orani tespit etmisler, fertilizasyon oranlari
arasindaki  farkliligin =~ 6nemli  oldugunu
bildirmislerdir (p<0.05).

Fukui ve Ono (12), in vitro fertilizas-
yonda, FCS’nin ECS’ye goére daha istiin
oldugunu bildirdikleri ¢alismada, %20 oranin-
da FCS katilan grupta %58.2; aym oranda
ECS katilan grupta ise %41.7 fertilizasyon
orani elde etmislerdir (p<0.05). Ayni arastir-
macilar; in vitro maturasyon ortamina katilan
FCS’nin polispermik fertilizasyonu artirdigini,
degisik maturasyon ve in vitro fertilizasyon
sonucu verebilecek cok sayida ticari FCS
preparati oldugunu hatirlatmislardir.

Schellander ve arkadaslar1 (30), %20
FCS ve %20 ECS gruplarina hormon (LH, E,)
katarak sirastyla, %78.5 ve %71.3; yalnizca
%20 FCS kullanarak %29.8 oraninda
fertilizasyon bulgusuna ulasmislardir. Arastir-
macilar oositlerin in vitro fertilizasyon
isleminde swim-up metodunu ve TALP
vasatini kullanmislardir. Benzer bir ¢alismada
Younis ve arkadaslar1 (39); %20 oraninda FCS
ve ECS kullanarak sirasiyla, %54.5 ve %78.5
oraninda fertilizasyon bulgusu elde etmisler ve
bu oranlarin ECS lehine yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (p<0.05). in vitro maturasyon
ortamma %10 oraninda FCS katan ve

spermatozoonlarin hazirlanmasinda BO vasa-
tindan yararlanan Chian ve arkadaslar1 (9),
% 913 oraninda fertilizasyon bulgusuna
ulagmuslardir.

Birler ve arkadaslar1 (4), maturasyon
ortamina %20 oraninda ECS ilave ettikleri
calismalarinda, %10.0 ile %39.3 arasinda
degisen oranlarda fertilizasyon sonucuna
ulagmuslar; diisiik bulunan sonucun mezbaha
materyalinin diisik genetik yapiya sahip
olmasina baglamislardir. %20 oraninda ECS
kullanan Tekin ve arkadaslar1 (35) ise %29.2
ile  %34.2 arasinda elde ettikleri, fertilizasyon
bulgularinin  diisik oldugunu bunun da
maturasyon sirasindaki bazi problemlerden
kaynaklandigini vurgulamislardir.

Bu c¢alismada, %20 oraninda FCS
katilan grubun fertilizasyon basarisi, %5 ve
%10 oraninda FCS katilan gruba gore yiiksek
bulunmustur (p<0.01). ECS katilan gruplar
karsilastirildiginda; %20 katilim orani ile %5
ve %10 serum diizeyleri arasinda matematiksel
olarak fark olmasina ragmen, gerek ECS
katilan gruptaki katilim oranlar1 arasinda,
gerekse FCS ve ECS gruplarinin ortalama
fertilizasyon bulgular1 arasinda istatistiki bir
farkliliga rastlanmamuistir.

In vitro maturasyon ortamina yaygin
olarak yapilan serum katilim diizeyleri %10-20
arasindadir  (3,13,31). Buna gore, serum
katilim oranlarinin in vitro oosit fertilizasyonu
iizerine etkisinin bu oranlarda optimum
oldugunu ifade etmek mimkiindiir. Bu
calismada da, %10 ve %20 oranlarinda katilan
serumlarin =~ %5 kattllm  diizeyine  gore
matematiksel olarak daha yiiksek fertilizasyon
oran1 sagladigi goriilmektedir. Fotal Buzag:
Serumu ve ECS’nin ortalama fertilizasyon
bulgulart agisindan bakildiginda, c¢alismada;
FCS’nin ECS’ye gore iistiin oldugu, ancak
oranlar arasinda istatistiki bir farklilik olmadig1
anlagilmaktadir. Bu yoniiyle degerlendirildi-
ginde bulgularin; Fukui ve Ono, (12),
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Schellander ve arkadaslar1 (30) ve Saeki ve
arkadaslarinin  (29) bulgularina benzerlik
gosterdigi ancak Younis ve arkadaslarinin (39)
bulgularindan farkli oldugu goriilmektedir. Bu
farkliligin, kullanilan maturasyon vasatinin
bilesiminin farkli olmasindan veya arastirmaci-
larin  kullandiklar1  FCS’nin  farkli ticari
preparat olmasindan kaynaklandigi diisiiniil-
mektedir. Bu calismada elde edilen ortalama
fertilizasyon oranlar1 yonilyle de, Saeki ve
arkadaslarinin (29) bulgularma biiyiik oranda
benzedigi; Fukui ve Ono (12), Matsui ve
arkadaglar1 (24), Birler ve arkadaslar1 (4) ve
Tekin ve arkadaglarinin (35) bulgularindan
yilksek oldugu ancak, Schellander ve
arkadasglar1 (30), Chian ve arkadaslarina (9)
gore diisiik kaldig1 gézlenmektedir.

Elde edilen fertilizasyon oranlarinin
diisiik kalmasinin nedeni, kullanilan sperma-
tozoa kapasitasyon ve fertilizasyon teknikleri-
nin, vasat bilesimlerinin farkli olmasina
baglanmaktadir. Aymi sekilde fertilizasyon
oranlarinin baz1 bildirimlere gore yiiksek
olmasi da in vitro fertilizasyon tekniklerinin,
maturasyon vasati c¢esit ve bilesimlerinin
istiinliikleri

biribirine  gore oldugunu

diisiindiirmektedir.

Ayoub ve Hunter (1), partenogenetik
boliinmelerin in vitro olarak iiretilen embriyo-
lardan elde edilen gebelik oranlarimin diisiik
olmasinin bir nedeni olabilecegini ifade
etmektedirler. Partenogenetik bdliinmelerin,
oosit maturasyon sartlarindan etkilenmedigini
bununla birlikte fertilizasyon kiiltiiriinden ve
embriyo kiiltir sartlarindan etkilendigini
kaydetmislerdir. S6z konusu aragtirmacilar
partenogenetik bolilnme oranlarinin  tespit
edilmesi amaciyla, farkli bilesimlerde, TCM-
199, TLP ve SOF kullanmiglar ve yaptiklar
calismada; %3.9 ile %40.7 arasinda partenoge-
netik boliinme saptamislardir. Arastirmacilar,
maturasyon vasati olarak TCM-199’un kulla-
nildig1 gruplarda diger gruplara gore en diisiik
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partenogenetik boliinme oranlarina ulasmis-
lardir.

Bu arastirmada, ortalama %4.53
oraninda partenogenetik boliinme orani elde
edilmis olup bu oran, Ayoub ve Hunter’in (1)
bulgulartyla paralellik gostermektedir.

Bu calismada, kaliteli oositlerin
kullanilmasiyla tatminkar diizeyde maturasyon
ve fertilizasyon oranlarn elde edilebilecegi,
mezbahadan toplanan ovaryumlarin  oosit
kaynagi olarak laboratuvar sartlarinda embriyo
elde edilmesi amaciyla kolaylikla kullanilabi-
lecegi kanisina varilmistir.

Inek oositlerinin in vitro maturasyo-
nunda TCM-199 vasatinin basariyla kullani-
larak, bu vasata yapilan katkilarla maturasyon
oraninmin artirilabilecegi, ECS ve FCS katkila-
rinin her ikisinin de maturasyon basarisinin
desteklenmesi amaciyla %10 ve %20 diizeyle-
rinde kullanilabilecegi ve birbirine in vitro
maturasyon basaris1 konusunda iistiinliikleri
olmadig1 bunun yan sira, maturasyon ortamina
FCS’ nin %10 ve %20 oranlarinda katilmasinin
ECS’ye gore; diisiik diizeyde fertilizasyon
olma sansi sagladigi sonucuna varilms ve
ECS’nin FCS’ye gore daha ekonomik oldugu
gibi inek oositlerinin in vitro maturasyon ve
fertilizasyonunda destekleyici unsur olarak
basariyla kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Bu calismada, sigir embriyosu elde
etmede sorun olan partenogenetik aktivasyo-
nun diigiik derecede tutmak icin %10 ve %20
oranlarinda kullanilan serumun uygun dozlarda
oldugu, embriyo kiiltiir ortaminda CRlaa ile
%5 CO, ve 38.5 °C sicakhigin kiiltiir bagarisi
sagladigi, 100 pl hacminde mikrodamlalar
igerisine 20 oosit konulmasiin oositlerde
uygun gelisim ortami olusturdugu sonucuna
varilmustir.

Bu konudaki aragtirmalarin, mutlaka
takim calismas1 gerektirdigi, el becerisi
gelismis, uyumlu bir ekiple cok daha iyi
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sonuclar alinabilecegi, in vitro ortamda oosit-
lerin maturasyonu, fertilizasyonu konusunda
arastirllmas1  gereken pek cok  yOniin
bulundugu, yenilenen calismalarla bu konunun
daha da gelistirilebilecegi kanisina varilmistir.
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