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OZET

Bu calisma tavsan oviduktal oositlerinin in vitro fertilizasyonunda kumulus hiicreleri ile fotal buzagi serumunun
etkilerinin arastirilmas: amaciyla yapilmistir.

Calismada 24 Yeni Zelanda Beyaz disi, 2 Yeni Zelanda Beyaz erkek tavsan kullanilmistir. PMSG ile
siiperfollikiilasyon ve HCG ile stiperovulasyon olusturulduktan sonra BSA iceren PBS ile ovidukt yikanarak kumulus oosit
kompleksleri (COC) toplanmistir. Oositlerin bir kismu kumulus hiicreleriyle birlikte diger kismi ise kumulus hiicrelerinden
ayrilarak fertilizasyona alinmistir. Gametler fertilizasyon icin mDM’de 5 saat inkiibe edilmistir. Kumulus hiicreleri ve Fotal
Buzag1 Serumun, béliinme oranlari iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla zigotlar % 20 FCS ilave edilmis olan Ham’s F-10
ile FCS ilave edilmemis Ham’s F-10 mediumuna alinarak 18-21 saat kiiltiire edilmistir. Fertilizasyonun degerlendirilmesi
oositlerin boliinme oranlart saptanarak yapilmistir. Boliinme oranlart kumuluslu oositlerde % 20 FCS bulunduran Ham’s F-
10 mediumunda % 72.2, FCS bulundurmayan Ham’s F-10 mediumunda ise % 66.7 bulunmustur. Kumulussuz oositlerde ise
boliinme oranlar1 % 20 FCS bulunduran Ham’s F-10 mediumunda % 68.6, FCS bulundurmayan Ham’s F-10 mediumunda ise
% 55.3 olarak bulunmustur (P>0,05).

Sonuglarin istatistiksel agidan 6nemli olmamasina karsin tavsan zigotu kiiltiir mediumunda serum ve kumulus
hiicrelerinin kullaniminin olumlu etkileri saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Fotal buzagi serumu, in vitro fertilizasyon, kumulus hiicreleri, oosit, tavsan

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effects of fetal calf serum and cumulus cells on in vitro fertilization of
rabbit oviductal oocytes.

In this study, 24 female and 2 male New Zealand White rabbits were used as donors of gametes. Following the
induction of superstimulation with PMSG, and ovulation with hCG, cumulus oocyte complexes (COC) were collected by
flushing the oviducts with PBS supplemented with BSA. Some of the oocytes were used in fertilization with cumulus cells
others were used without cumulus cells. Gametes were cultured for 5 hours in mDM for fertilization. Then, presumptive
zygotes were placed in one of the following two media for 18 to 21 hours to determines the effect of serum supplementation
and cumulus cells on cleavage rates: Ham’s F-10 alone, supplemented with 20% FCS. Fertilization was assesed by detection
of oocytes cleavage rates. Cleavage rate were 72.2 % oocytes with cumulus cells for Ham’s F-10 supplemented with 20%
FCS, 66.7 % oocytes with cumulus cells for Ham’s F-10 alone and 68.6 % oocytes without cumulus cells for Ham’s F-10
supplemented with 20% FCS, 55.3 % oocytes without cumulus cells for Ham’s F-10 alone (P>0,05).

Although differences were not statistically significant, numerical differences supported the use of serum and
cumulus cells in rabbit zygote culture media.

Key Words: Cumulus cells, fetal calf serum, in vitro fertilization, oocyte, rabbit.
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GIRiS

Avrupa tavsaninin atast Oryctolagus
cuniculustur. Tavsanlarda diizenli bir Ostrus
siklusu goriilmez. Ovulasyon c¢iftlesmeden
sonra, LH (Luteinizing Hormon) ve hCG
(Human Chorionik Gonadotrophin) enjeksi-
yonlariyla, disinin fiziksel ya da erkek
hayvanla mekanik uyarimindan 10-13 saat
sonra olusur (12). Siiperfollikiillasyon ve
siiperovulasyonun temel amaci belli bir
zamanda bir hayvandan elde edilen
kullanilabilir embriyolarin sayisini artirmaktir
(13). Bu amagla eksojen gonadotropinler
bircok laboratuvar hayvan1 ve ciftlik
hayvanlarinda basar1 ile kullanilmaktadir (3,
16). Siiperovulasyonu indiiklemek icin FSH
(Follicle Stimulating Hormon), ¢ogu embriyo
transfer merkezinde yarilanma Omriiniin kisa
olusu ve kesin cevap vermesi gibi avantajlara
sahip olmasindan dolay1 tercih edilmektedir.
PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin)
siiperovulasyonun uyarilmasinda daha zayif
yanit olusturmasi dezavantaji yaninda daha
ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi nedeniyle
potansiyel bir kaynak olarak kabul edilir (29).

Sanbuissho ve Threlfal’a (23) gore
maturasyon olayr kumulus hiicrelerinin
geniglemesi, oositin metafaz 1 safhasina
girerek, niikleer membraninin bozulmasi, ilk
polar cisimcigin c¢ikisi ve oositin metafaz 2
safthasina gecmesi olarak tanimlanir.

Kumulus hiicrelerinin  fertilizasyon
sirasindaki rolleri tam olarak bilinmemekle
birlikte gorevleriyle ilgili cesitli olasiliklar
vardir. Bunlar:

1- Kumulus hiicreleri, hiperaktif motiliteli
spermatozoanin oosit i¢ine girigini saglarken,
anormal spermatozoanin kumulus matriksi
icine girisini mekanik olarak engeller.

2-  Kumulus hiicreleri  spermatozoanin
kapasitasyonu ve oosit i¢ine penetrasyonu icgin

gereken uygun mikrogevreyi olusturur.

3- Kumulus hiicreleri normal fertilizasyon
sirasinda oosit iginde, zona pellusidada veya
ooplazmada arzu edilmeyen degisimleri
engeller (26). Kumulus hiicreleri ile ovum
arasindaki mekanizmanin 6zellikle in vitro
fertilizasyon sirasinda akrozom reaksiyonuna
olan etkisinin tam olarak bilinmemesine
ragmen bu hiicrelerin in vitro gelisimde yararli
etkilere sahip kimi faktorleri iirettigine
inanilmaktadir (10).

Cogu memelide in vivo ve in vitro
kosullarda  fertilizasyon  sirasinda  oosit
kumulus hiicreleriyle birlikte bulunmaktadir.
Kumulus hiicrelerinin fertilizasyondaki 6nemi
tirlere gore  degisiklik  gostermektedir.
Sigirlarda kumulus hiicrelerinin ovulasyondan
10 saat sonra kayboldugu bildirilmistir (14).
Sigirlarda ve domuzlarda in vitro fertilizasyon-
dan 6nce kumulus hiicrelerinin ayrilmasinin
spermatozoa  penetrasyonunda  azalmalara
neden oldugu belirtilmistir (35, 28, 34).
Bununla birlikte farkli fare irklarinda kumulus
hiicrelerinin ~ kaldirilmasinin ~ fertilizasyon
oranini etkilemedigi ve kumulus hiicrelerinin
fertilizasyon sirasinda ¢ok oOnemli olmadigi
ancak bircok tiirde in vitro fertilizasyon oranini
arttirdigs ileri siiriilmiistiir (31).

In vitro fertilizasyonun  basarili
olabilmesi gonadlarda gametlerin niikleer ve
sitoplazmik maturasyonun gerceklesmesi, disi
ve erkek genital kanalinda gametlerin fertili-
zasyon yeteneginin gelismesi, hiperaktiviteye
sahip dolleyebilir spermatozoanin optimal
yogunlugu ile ilk polar cisimcikli dollenebilir
ovumun varligina baghdir (13).

Oh ve Brackett (20) ovaryum
yilizeyinden topladiklar1 tavsan oositlerin in
vitro  tohumlamasini takiben  yapilan
incelemelerde 1-1.5 saat sonra vitellus icerisine
spermatozoon penetrasyonunu, 3 saat sonra
erkek proniikleusun olustugunu ve 2. polar
cisimcigin atildigini, 6 saat sonra erkek ve disi
proniikleuslarinin sekillendigini belirtmislerdir.
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Embriyolarin in vitro ortamda gelisme
ve canliliklarin1 devam ettirebilmeleri icin kul-
lanilacak mediumlarin tiirlere gore degisiklik
gosterebilen enerji ve protein kaynaklarini da
icermesi gerekmektedir. Piruvat, laktat ve
glukoz enerji kaynagi olarak, 1s1 ile inaktive
edilmis ¢esitli serum ve serum albumini ise
protein kaynagi olarak kullanilmaktadir (11).

Tajik ve ark. (28) farkli protein
kaynag ilavelerinin sigir in vitro fertilizasyo-
nunda spermatozoa penetrasyonunu etkileyebi-
lecegini ve protein ilavesinin oositler kumulus
hiicreleriyle cevrili iken gerekmedigini ancak
kumulus hiicrelerinden ayrilmis ise gerekli
oldugunu bildirmistir.

Serumun siklik adenozin monofosfat,
katesolamin, vitamin, biiylime faktorleri, lipit
ve albumine bagli olarak pozitif etkisinin
oldugu, yag asidi ve lipid komponentleri
icererek hiicresel stabilizasyonu ve zarar
gbrmiis membranlarin yeniden yapilanmasini
sagladig1 bildirilmektedir (18, 32). In vitro
embriyo gelisiminde serumun bifazik etkiye
sahip oldugu ve iki hiicreli basamaktan morula
basamagina kadar embriyo gelisiminde yararli
bir etkisi goriilmezken, moruladan blastosiste
gelisimde, blastosist sayisinin artisinda ve
hatchingin sekillenmesinde yararli etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (33). Brinster (5)
fare embriyolarinin tek hiicreliden morula
sathasina gelisim siirecinde protein igeriginin
% 25’inin azaldigi, morula safhasindan once
embriyolarin eksojen kaynaklardan protein
sentezinin ve aminoasit aliminin diisiik oldugu,
morula sathasindan sonra protein igerigindeki
azalmanin durdugu ve blastosist formasyo-
nunun sekillenmesiyle total proteinde artis
oldugu bildirilmigtir. Tavsan embriyolarinin
herhangi bir enerji kaynaginin ilave edilmedigi
mediumda 3 ya da daha fazla embriyonal
bolinme i¢in  yeterli endojen  enerji
kaynaklarina sahip oldugu bildirilmistir (15,
6).
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Calisma, in vitro fertilizasyon ve in
vitro kiiltiir siirecinde tavsan oositlerini
cevreleyen kumulus hiicreleri ile kiiltiir ortami-
nin protein ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla
yaygin olarak kullanmilan FCS’nin etkilerinin
belirlenmesine yonelik tasarlanmistir.

MATERYAL VE METOT
Deney Materyali

Calismada oosit vericisi 6-12 aylik 24
Yeni Zelanda Beyaz disi ile 10-12 aylik 2 Yeni
Zelanda Beyaz erkek tavsan olmak {izere
toplam 26 saglikli tavsan kullanilmistir. Tiim
disi tavsanlar deneylerde kullanilmadan 21 giin
once yalancit gebeligin Onlenmesi amaciyla
bireysel kafeslere alinmistir.

Medium ve Kiiltiir Kosullar:

Ovidukt yikanmasi ve ardindan
toplanan oositlerin kan ve ovidukt sivisindan
ayristirtlmast amaciyla 3 mg/ml Bovine Serum
Albumin (BSA, Fraksiyon V, A-9418, Sigma)
iceren Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS, D-5773, Sigma) kullanilmistir.
Fertilizasyon ve swim-up mediumunun ha-
zirlanabilmesi i¢in defined medium stok
solusyonu hazirlanmistir (Tablo 1). Erkek ve
disi gametlerin fertilizasyonu icin Modifiye
Defined Medium (mDM), motil spermato-
zoonlarin se¢imi ve kapasitasyonu igin final
konsantrasyonu 20 pg/ml heparin (H-3149,
Sigma) iceren mDM kullanilmistir (Tablo 2).
Toplanan oositlerden kumulus hiicrelerinin
uzaklastirilmast amaciyla 1 mg/ml Hyaluro-
nidaz enzimi (H-4272, Sigma) iceren mDM
kullanilmistir. Erkek ve disi gametlerin kiiltiirii
amaciyla Ham’s F-10 (N- 6635, Sigma)
medimu  kullanmilmistir.  Kullanilacagi  giin
kiiltir mediumunun bir kismina % 20 Fetal
Calf Serum (FCS, F-9665, Sigma) eklendi.
Tiim mediumlar kullanimdan en az 1 saat dnce
38°C’ de % 5 CO, ve % 90-100 nem iceren
inkiibatorde ekilibre edilmistir.
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Tablo 1. Defined Medium Stok soliisyonu

Madde g/ 500ml
NaCL* 3,2750
KCL* 0,1500
NaH,PO, H,O* 0,0565

*Bu maddeler kuru olarak tartilip iizerine 500 ml
steril bidistile su eklendi.

CaCl, 2H,0 0,1650
MgCl,.6H,O 0,0530
Penisilin G Sodyum tuzu (P- 0,0154

3032, Sigma)

Tablo 2. Modifiye Defined Medium

Kimyasal Madde g/ 50 ml
Glukoz 0,1250
NaHCO; 0,1552
Na-pyruvat 0,006875
BSA 0,3
Caffein 0,05
Fenol Red Sug

Bu maddeler tartiip Defined Medium Stok
solusyon ile 50 ml’ye tamamlandz.

Qositlerin Toplanmasi

Donor hayvanlara 24 saat arayla 3 kez
75 TU PMSG (Folligon, 1000 IU/ flakon,
Intervet) kas ici yolla verildi. Son PMSG
enjeksiyonundan 24 saat sonra ovulasyonlari
saglamak i¢in, 100 IU HCG (Pregnyl ampiil,
500 TU/ml, Organon) damar ici yolla uygulan-
mistir. Oositler, hCG uygulamasindan 13-15
saat sonra, oviduktun fimbria ovarikadan
uterotubal birlesim yerine dogru yikanmasiyla
toplan-mistir. Toplanan oositler PBS ile birkag
kez yikandiktan sonra stereo mikroskop altinda
diizenli kumulus hiicreleri ve homojen ooplaz-
maya sahip olanlar secilerek birka¢ kez mDM
ile yikanmustir. Secilen oositlerin bir kism
COC olarak fertilizasyona alinirken, diger
kismi ise 1 mg/ ml hyaluronidaz iceren mDM
ile birka¢ dakika pipete edilerek kumulus
hiicrelerinden ayrilmustir.

Spermanin Hazirlanmasi

Erkek tavsanlardan sun'i vajen yar-
dimiyla sperma alindiktan sonra jel kisim
uzaklastirilmistir. Canli ve motil spermato-
zoonlarin secilmesi amaciyla spermaya swim-
up yontemi uygulanmistir. Bunun icin 1 ml
mDM bulunduran bir test tiipiiniin dibinde 200
ul sperma tabakalandirilip 38°C, % 5 CO,’ li
inkiibatorde 1 saat bekletilmistir. Bu siirenin
bitiminde tiipler {izerindeki 0.8 ml’ lik kisim
santrifiij tiiptine aktarilarak 500 g’ de 10
dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim
atilarak dipteki pellet kisim ayri bir tiipe
alinmistir. Bu pelet kisimdan yogunluk tayini
yapilmistir. Sperma final konsantrasyonu, ferti-
lizasyon ortaminda 10° spp/ml olacak sekilde
kapasitasyon mediumuyla sulandirilarak %35
COy’li etiivde 15 dakika inkiibe edilmistir.

In Vitro Fertilizasyon

Erkek ve disi gametlerinin fertilizas-
yonu amaciyla igerisinde 95 pl mDM
bulunduran her bir mikrodamla igerisine, 5-10
adet kumuluslu ve kumulussuz oositlerden ayr1
olarak konulmustur. Uzerine final konsant-
rasyonu 10° spp/ml olacak sekilde hazirlanan
spermadan 5 pl ilave edilmistir. Oosit ve
spermatozoonlar 38 °C’ ye ayarlanmis % 5
CO,’li inkiibatorde 5 saat inkiibe edilmistir. Bu
stirenin sonunda fertilizasyon mediumundan
alinan kumuluslu ve kumulussuz oositler ayri
olarak bir kism1 % 20 FCS iceren Ham’s F-10
kiiltir mediumuna, diger kismi da serum
eklenmeyen kiiltiir mediumuna aktarilarak 18-
21 saat siireyle kiiltiir edilmistir.

Fertilizasyonun Degerlendirilmesi

Kiiltiir siiresinin  tamamlanmasindan
sonra  embriyolarin  gelisim  durumlari,
boliinmelerinin  homojenligi, blastomerlerin
biiyiikliikleri, sitoplazmalarinin saglikli gorii-
niisleri ve dejeneratif degisiklikler dikkate
alinarak fertilizasyon yoniinden kontrolleri
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yapilmistir. Boliinmenin goézlendigi ve diizenli
iki
ulasmis olan ovumlarda fertilizasyonun ger-

blastomerlere sahip hiicreli basamaga

ceklestigi kabul edilmistir (2).

Calismanin istatistik asamasinda, in
vitro kiiltiir periyodu siiresince kumulus hiicre-
lerinin varliginin ve kiiltiir ortamina katilan
FCS’nin etkisinin belirlenebilmesi amaciyla ki-
kare testinden yararlanilmstir (28).

BULGULAR

Siiperovulasyon Uygulamalarina ait

Bulgular

Ovaryumlarda cesitli gelisme safha-
larinda 120 adet patlamamais follikiil, 184 adet

S. SARIOZKAN, N. TEKIN

ovulasyon odag sayilmistir. Hayvan basina
ortalama 5.00+0.59 adet patlamamis follikiil,
7.67+1.22 adet korpus hemorajikum sayilmig-
PMSG ve hCG hormonunun etkisiyle
toplam 304 adet follikiiliin gelistigi ve bunun

tir.

184’iiniin ovulasyona ugradigi gozlenirken %
60.52 ovulasyon oran1 belirlenmisgtir.

Ovidukt Yikamasi Bulgulari

Ovidukt yikamasi sonucu 24 tavsandan
toplam 158 adet, hayvan basmna ortalama
6.58+1.09 adet oosit elde edilmistir. Yapilan
calismada ovaryum reaksiyonlar1 ve ovidukt
yikamasindan elde edilen bulgular Tablo 3’de
bildirilmistir.

Tablo 3. Stiperovulasyon hormon uygulamas: ardindan ovaryumlarda ve ovidukt yikantisinda
gozlenen toplam degerler
Hayvan Sayisi (n) Patlamams Follikiil C. Hemorajicum Sayisi QOosit Sayisi
Sayisi
24 120 184 158
(X+Sx) 5.00 £0.59 7.67+1.22 6.58 £ 1.09

In Vitro Fertilizasyon Bulgular:

Inkiibasyon periyodu sonunda yapilan

mikroskobik muayenelerde diizgiin zona
pellusida yapist ile diizenli boliinme gosteren
oositler fertilize olarak degerlendirilmistir.
Diizenli blastomerlere, kollabe zona pellusida
ile homojen olmayan ooplazmaya sahip
oositlerin ise dejenerasyona ugradiklart kabul
edilmistir. Kumuluslu tavsan oositlerinde %20

FCS igeren kiiltiir ortaminda boliinme orani

9%72.2, kumulussuz oositlerde % 68.6 bulunur-
ken, serum icermeyen kiiltiir ortaminda ise
boliinme orami kumuluslu oositlerde %66.7,
%55.3 olarak
Kumulus hiicrelerinin  olumlu

kumulussuz oositlerde ise
saptanmigtir.
etkilerinin gorillmesine ragmen istatistiksel
olarak onemsiz bulunmustur (P>0.05). Yapilan
calismada kumulus hiicreleri ile FCS’ nin in
vitro fertilizasyondaki etkileri Tablo 4’ de

gosterilmistir.

Tablo 4. Mature tavsan oositlerinde in vitro fertilizasyon bulgulari

OOSIT TiPi
MEDIUM TiPi Kumuluslu Oosit Kumulussuz Oosit
Secilen Fertilize Secilen Fertilize
(n) (n) (%) (n) (n) (%)
Ham’s F-10+FCS 36 26 72.2 35 24 68.6
Ham’s F-10 33 22 66.7 38 21 55.3
Genel Toplam 69 48 69.6 73 45 61.6
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Kiiltiir periyodunun sonunda %20 FCS
iceren Ham’s F-10 mediumunda kumuluslu
oositlerde boliinme oranlart % 72.2 (26/36),

FCS icermeyen Ham’s F - 10 mediumunda
ise % 66.7 (22/33) olarak kaydedilmistir
(Sekil 1).
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Medium Tipi

Sekil 1. In vivo mature kumuluslu tavsan oositlerinin IVF’nunda FCS’nin etkileri

Kumulussuz oositlerde ise inkiibasyon
periyodunun sonunda boliinme oranlar1 % 20
FCS iceren Ham’s F-10 kiiltiir mediumunda %
68.6 (24/35) ve FCS icermeyen Ham’s F-10
kiiltiir mediumunda ise % 55.3 (21/38) olarak

kaydedilmistir (Sekil 2). Kiiltiir ortamina
serum ilavesinin olumlu etkileri goriilmesine
ragmen istatistiksel olarak Onemli olmadigi
saptanmustir (P> 0.05).

Béliinme Orani (%)
AN
o
L

Medium Tipi

FCS'li Kiltir Mediumu
OFCS'siz Kiltir Mediumu

Sekil 2. In vivo mature kumulussuz tavsan oositlerinin IVF nunda FCS’nin etkileri

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada in vitro embriyo
iretiminde optimal in vitro kiiltiir kosullarinin
belirlenmesine katki saglamak amaciyla in
vitro fertilizasyon siiresince etkileri olabilecek
baz1 parametler degerlendirilmistir. Olusturu-
lan in vitro sartlarda disi gametlerine sarili olan

kumulus hiicreleri ile kiiltir mediumuna
katilan FCS’nin  fertilizasyonla iligkisi
arastirilmistir.

Kumulus hiicreleriyle fertilizasyona
alinan oositlerde bolinme oram % 72.2
(26/36), kumulus hiicrelerinden ayrilarak
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fertilizasyona alinanlarda ise % 68.6 (24/35)
olarak saptanmistir. Mature tavsan oositlerin-
de, kumulus hiicrelerinin in vitro fertilizasyon
oranin1  artirdigt  gézlemlenmis ancak bu
olumlu etkinin istatistiki acidan Onemli
olmadig saptanmistir (P>0,05).

Chang (7) ovule olmus tavsan ovu-
mundan kumulus hiicrelerini ayirip, ¢iftlesmis
disilerin oviduktlarina transferini takiben
fertilizasyonu gerceklesmis ovumlar1 geri
topladigini bildirmistir. Bedford ve Chang (4)
benzeri bir sonugla hyaluronidaz enzimi ile
muamele ettikleri oositlerden kumulus ve
korona hiicrelerinin kaldirilmasinin in vitro
fertilizasyon oraninin artisina herhangi bir
katkisinin olmadigin1 bildirmistir. Chang ve
Bedford (8)’da kumulus hiicrelerinin fertilizas-
yonu Onemli derecede -etkilemedigi ancak
koronanin ovumu koruyucu bir rol oynadiginm
bildirmistir. Dickman (9) yaptig1 calismada
kumuluslarindan ayrilmig ovumlarin fertilizas-
yonundaki spermatozoa sayisinin, ¢iftlesmis
disilerdeki natif ovumunkinden Onemli dere-
cede diisiik oldugunu bildirmistir. Bu calig-
malarda arastiricilarin - ulastiklart — sonuclar
sunulan caligmanin sonuglarina paralellik
gostermektedir. Mills ve ark. (19) PMSG-hCG
injeksiyonunu takiben 10 saat sonra tavsan
follikiiler ovumlart toplamislardir. Fertili-
zasyon mediumunda oosit ve spermatozoitler
23-25 saat inkiibe edilmistir. Toplanan mature
kumuluslu oositlerde elde edilen fertilizasyon
oran1 % 49.5 (171/345) olarak bildirilmistir.
Majumdar (17) tavsanlara uyguladigi PMSG-
hCG uygulamasindan 10 saat sonra follikiil-
lerden aspire ettigi oositlerde in vitro
fertilizasyon oraninin % 46.05 oldugunu
bildirmistir. Suzuki ve Mastroianni (27)
follikiiler ovumda fertilizasyondaki basari
oraninin tubal ovumdakinden daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Bu durum, follikiiler
ovumda fertilizasyonu etkileyen in vitro
kosullar1 kontrol etmenin zor oldugu ve
follikiil icerisindeki oositlerin maturasyon
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oranlarinin  farkli diizeylerde gerceklestigi
goriisiine baglanmustir. Seidel ve ark. (24)’1 ise
hyaluronidaz enzimi yardimiyla kumulus ve
koronasi ayrilmis ovule tavsan oositlerindeki
fertilizasyon oraninin (% 51), follikiiler hiicre
katmani ile gevrili oositlerde ulasilan orandan
(% 73) diisiik oldugunu belirtmislerdir. Aym
fertilizasyon ve kiiltir mediumunun kullanil-
digt  bu calismanin  sonucglari  sunulan
calismanin bulgularina benzerlik gostermek-
tedir. Tekeli (30) PMSG-hCG kombinasyonu
uygulanmig tavsanlarda HCG injeksiyonundan
16.5-21.5 saat sonra oviduktu yikayarak
toplanan oviduktal oositlerin 145, 102 ve
4’iiniin sirasiyla zona pellusida, korona radiata,
kumuluslu oldugunu bildirmistir. Oositlerin in
vivo kapasite spermatozoa ile tohumlamala-
rinda in vitro fertilizasyonda % 19.91 (47/236)
oraninda sonu¢ elde edilmistir. Sunulan
calismada belirtilen fertilizasyon oraninin
Tekeli (30)‘nin buldugu sonugtan yiiksek
olmasinin nedeni ovidukt yikamanin hCG
injeksiyonundan 13-15 saat sonra yapilmasina,
fertilizasyon ortaminin farkli olmasina ve
Chang ve Bedford (8)’'un belirttigi gibi
kumulus hiicrelerinin fertilizasyonu ©6nemli
derecede etkilemedigi ancak koronanin ovumu
koruyucu bir rol oynadigi goriisiine baglan-
mistir. Ayni1  calismada ayrica oositlerin
follikiiler hiicrelerden ayrilmasinin, ovulasyon-
dan sonra gecen zamana bagli oldugu,
ovulasyondan 6 saat sonra bir kisim oositlerin
kumulus ile korona hiicreleri olmadan
toplandig1 belirtilmistir.

Sunulan bu caligmada kiiltiir mediu-
munda protein kaynagi olarak FCS kullanilmis
olup, in vivo mature kumuluslu tavsan
oositlerinin serum iceren kiiltiir mediumundaki
in vitro fertilizasyon sonuclar sirasiyla % 72.2
ve % 66.7, in vivo mature kumulussuz tavsan
oositlerinin serum icermeyen kiiltiir
mediumundaki in vitro fertilizasyon sonuclari
ise sirasiyla % 68.6 ve % 55.3 bulunmustur.

Serum iceren Kkiiltiir mediumunda béliinme
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oranlarinin daha yiiksek olmasina karsin grup
ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiki acidan
onemli olmadigi belirlenmistir.

Ahmad ve ark. (1) siiperovulasyon
tedavisi uyguladiklar1 disi  tavsanlardan
ciftlestirmeyi takiben 24 saat sonra oviduktu
yikayarak 234 adet 2 hiicreli embriyo elde
etmiglerdir. Sigir serumunun tavsan embriyo
kiiltiirinde  denenmesi amaciyla yapilan
kiiltiirde inkiibasyonun 24. saatinin sonunda
protein ilavesi yapilmayan TCM-199 mediu-
munun tek bagina embriyonik gelisimde yeterli
olmadigin1 ve serum ilavesinin gerektigi
belirtilmigtir. Kiiltiirtin 24. saatinin sonunda
embriyo gelisim oraninda serumlu ve serumsuz
medium arasinda bir fark olmadigin1 ve
embriyolarin % 50’den fazlasinin her iki
mediumda da morula basamagina kadar ulas-
t1g1, gelisimin bu safthasinda serum ilavesinin
yararli etkisinin goriilmedigi ve embriyolarin
bolinmede eksojen enerji kaynaklarindan
bagimsiz olarak endojen enerji kaynaklarim
kullandiklar1  bildirilmistir. ~ Kiiltiiriin =~ 48.
saatinde ise embriyolarin cogunun kompakt
morula-erken blastosist safhasina ulagtigi ve bu
siirede eklenen si1g1r serumunun geligsim oranini
onemli Olciide arttirdig belirtilmigtir. Sunulan
calismada in vitro fertilize edilen ovumlarda
calisitlmasina  ve  kiiltiir  siiresinin ~ kisa
tutulmasina karsin elde edilen sonu¢ bu
calismaya paraleldir. Bu durum Kane (15) ve
Brinster (6)’ in bildirdikleri, tavsan embriyo-
larmin  sahip olduklari endojen  enerji
kaynaklar1 sayesinde mediuma herhangi bir
enerji kaynag ilavesi olmaksizin 3 ila daha
fazla bolinmeye ugrayabilecegi goriisiine
baglanmistir. Sellens ve ark. (25) oOzellikle
blastosist basamagindaki embriyonun kiiltiir
mediumundaki serbest aminoasitleri kullana-
bilmek icin aminoasit transport sistemine
ihtiya¢ duydugunu ve bu safthadaki embiyonik
bilylimenin eksojen protein kaynagina baglh
oldugunu bildirmistir.

Saito ve ark. (22) fare embriyolarinin
Ham’s F-10 mediumunda 24 saatlik Kkiiltii-
riinde, embriyonik gelisimde serumlu ile
serumsuz medium arasinda bir fark olmadigini
ve fare embriyolarinin kiiltiiriinde en az % 10
serum  konsantrasyonunun  saglanmasinin
optimal sonu¢ elde etmek igin gerekli
oldugunu bildirilmistir. Ahmad ve ark. (1)
tavsan embriyosunun gelisiminde  kiiltiir
mediumuna % 15 si@ir serumu ilavesinin,
maksimum gelisim i¢in yeterli oldugunu
belirtmiglerdir. Sunulan c¢alismada kullanilan
FCS oram1 yukaridaki calismalara paralellik
gostermektedir. Onuma ve ark. (21) tavsan
embriyolarinin  zona pellusida kalinligina,
hatching zorluguna ve miisin tabakasinin
varligina bagli olarak kiiltiirlerinin =~ zor
oldugunu belirterek, 2-4 hiicreli basamaktan
blastosist basamagina kadar kiiltiirlerinde sigir
serumu ile tavsan serumu kullanmustir. Tavsan
embriyolarinin kiiltiirinde morula safhasina
gelisimin sigir serumu kullanildiginda daha
yiiksek oldugunu ancak blastosiste gelisimin
ise tavsan serumu kullanildiginda Onemli
derecede yiiksek oldugu bildirilmistir.

Al-Hasani ve ark. (2) FSH uygulanmig
tavsanlardan, hCG uygulamasini takiben 9 saat
sonra aspire ettikleri follikiiler oositlerin % 20
FCS iceren Ham’s F-10 mediumunda % 82
fertilizasyon orani elde etmistir. Sunulan calis-
mada elde edilen sonucun daha diisiik
olmasinin nedeni kullanilan fertilizasyon ve
kiiltir mediumlarinin ayni olmasma karsin
inkiibasyon siiresinin belirtilen 20-72 saatlik
kiiltiir  siiresinden daha kisa tutulmasina
baglanmustir.

Sonu¢ olarak oosit maturasyonunda
onemi bildirilen kumulus hiicrelerinin, 2
hiicreli boliinme agsamasina ulasmada olumlu
etkilerinin oldugu ancak istatistiksel degerlen-
dirmede 6nemli olmadigi sonucuna varilmistir
(P>0,05). Fertilizasyon siiresince  kiiltiir
mediumu kompozisyonu ile ortam kosullari
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optimal ise kumulus hiicrelerinin, spermato-
zoayla oositin birlesmesi ile boliinme safthasin-
da 6nemli olmadig diisiiniilmektedir.

Mediumlara serum ilavesinin pozitif
etkisinin goriilmesine ragmen aradaki farkin
istatistiksel olarak onemli olmadigi sonucuna
vartlmigtir (P>0,05). Embriyonik gelisimde
kiiltlir mediumuna serum ilavesinin zamani ve
cesidinin de O©Onemli oldugu iistelik serum
iceriklerinin embriyo canliliginda toksik etkili
olabilecegi ayrica serumun ilk boliinmeyi
baskilayabilecegi ancak morula ve blastosist
gelisiminde yararli olabilecegi ya da embriyo
tiretiminde fertilizasyondan sonra herhangi bir
asamada farkli

gerekli  goriilmedigi  gibi

goriisler de goz ardi edilmemelidir.

Sonug olarak, PMSG ve hCG hormon-
lar1 ile siiperovulasyonu saglanan tavsanlardan
ovidukt yikanmasiyla oositlerin toplandigi,
secilen in vivo mature oositlerin in vitro
fertilizasyonunda kumulus hiicrelerinin ve
FCS’nin olumlu etkilerinin goriilmesine karsin
aradaki bu farkin istatistiksel olarak ©nemli
olmadig ortaya konulmustur. Bununla birlikte
elde edilen sonuglarin kesinlik kazanabilmesi
icin benzeri calismalarin kiiltiir siiresi daha
uzun tutularak, zigotlarin morula ve blastosist
sathasina kadar gelistirilip elde edilen verilerin
degerlendirilerek tekrarlanmasi onerilmektedir.
Ayrica bu sonuclarin kullanilan tavsanlarin
saglik durumlarina, kullanilan natif spermada
gozlenebilecek bireysel Ozelliklere, ortam ve
kiiltiir kosullarina gore farklilik gosterebilecegi
de dikkate alinmalidir.
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