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CIFTLIK HAYVANLARINDA iN VITRO MATURASYON VE FERTILiZASYON
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Fertilization and In Vitro Maturation of Livestock
(A Review)
Serpil SARIOZKAN'

'Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii- ANKARA

OZET

Si1gir implantasyon oncesi embriyo iiretiminde in vitro maturasyon/ in vitro fertilizasyon teknikleri diinyada ¢ogu
laboratuarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda memelilerde genetik ilerleme igin kullanilan biyoteknolojik
yontemler hizla gelismektedir. Bu metodlar, damizlik hayvanlardan daha uzun yillar oosit elde edilmesine olanak saglar.
Dolayistyla bu biyoteknolojik yontemler, hayvansal {iretimin ¢cogaltilmasini miimkiin kilmakta ve ekonomiye biiyiik katkilar
saglamaktadir.

Mezbahalarda kesilen hayvanlarin ovaryumlarindan oositler toplanmaktadir. Bu oositler in vitro mature, fertilize
edilebilmekte ve in vitro iiretilen embriyolar dondurularak saklanabilmektedir. Embriyolar uygun, cerrahi olmayan
tekniklerle alicilara transfer edilmektedir. Ayrica IVM/IVF embriyolar niikleer transfer ve diger gen manipulasyonlarinda
materyal teskil etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Oosit, in vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon, embriyo

SUMMARY

Techniques for producing bovine preimplantation embryos by in vitro maturation/ in vitro fertilization IVM/IVF)
are being used in many laboratories world wide. There has been a great development in biotechnology recent years. These
new methods enable us to obtain oocytes from breedingstock for long years. Therefore these biotechnological methods
increase animal productivity and benefit for the economy.

Viable embryos can be produced from ovarian oocytes collected hours after death of animals at the slaughterhouse.
By using this technique, oocytes are in vitro matured and fertilized, stored by freezing and embryos suitable for non-surgical
transfer can be produced inexpensively in large numbers. Moreover, IVM/IVF embryos can provide the starting materials for
nuclear transfer and other approaches for manipulation of genome.
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1.GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde {iremenin gerceklesmesi, erkek ve disi gametlerin yiiksek

denetlenmesi ve yonlendirilmesi icin bir¢ok
iireme teknigi yontemine bagvurulmaktadir.
Bunlar arasinda yavru sayisini artirmaya
yonelik siiperfollikiilasyon, siiperovulasyon ve
embriyo transferi teknikleri sayilabilir. Ancak
calismalarin etkin, daha basarili ve ekonomik
olmasi i¢in arastiricilar in vitro fertilizasyon
teknigine yonelmislerdir.

In vitro maturasyon (IVM), kapasitas-
yon, in vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro
kiiltiir (IVC) teknikleri temel gamet fizyolo-
jisi ve diger biyoteknolojik c¢alismalara da
katkida bulunmaktadir. In vitro fertilizasyonun

oranda yasama giiciine, in vivo ortama esdeger
in vitro mikro ¢evre kosullarinin olusturulma-
sina  baghdir. Oositlerin  olgunlagtirilmasi
ardindan  fertilizasyonlar1 ~ sirasinda  ve

zigotlarin  kiiltire  edilmeleri  amaciyla
kullanilacak mediumlara birtakim iyonlarin
serum konsantrasyonlarina yakin bir diizeyde
eklenmesi, mediumlarin pH ve osmolaritesinin
ayarlanmasi zorunludur. Embriyolarin enerji
ihtiyaclar laktat, piruvat ve glukoz ile protein
ihtiyaclari ise 1s1 ile inaktive edilen ¢esitli kan
serumlart ile bovine serum albumin (BSA)

katilarak saglanabilir (6,14).
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1.1. in Vitro Fertilizasyonun (IVF)
Tarihcesi

In vitro fertilizasyona dair ilk calisma-
lar Shenk' in kobay ve tavsandan topladigi
ovaryum oositlerinin homolog spermatozoa ile
dollendigi, ilk polar cisimcigin ¢ikist ve
kiiltiire bagli olarak oositin bdliindiigiinii not
ettigi 1878 tarihine dayanmaktadir. Bu ¢alisma
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1969 yilinda Thiboult tarafindan 6zetlenmistir.
Chang 1959’ da in vitro fertilizasyonun ilk
giivenilir kanitim1 in vitro dollenmis tavsan
oositlerinin alic1 tavsana naklini takiben dol
elde etmesiyle gostermistir (18). In vitro
fertilizasyon ¢alismalarinin tarihsel gelisiminin
ozeti Cizelge 1.1° de goriildiigii gibidir.

Cizelge 1.1 i1k basaril1 in vitro fertilizasyon calismalar1 (Wolf ve Quigley,1984)

Yil Canh Tiirleri Arastiricilar
1878-1958 IVF’da onaylanmamis calismalar Thiboult, tarafindan 6zetlenmistir.
1959 Tavsan Chang
1964 Hamster Yanagimachi ve Chang
1968 Fare Whittingham
1969 Insan Edwards ve arkadaslari
1970 Kedi Homner ve arkadaslari
1972 Kobay Yanagimachi
1973 Rat Miyamoto ve Chang
1977 Inek Iritani ve Niwa
1978 Domuz Iritani ve arkadaslar
1983 Rhesus maymun Bavister ve arkadaslari
1983 Sempanze Gould
2. O0SIT MATURASYONU mis oosit sekline doniisiir ki bu durum oosit

2.1. Kumulus Oosit Kompleksi

Tam olarak gelisimini tamamlamis bir
oositi acelliiler bir matrix tabaka olan zona
pellucida, korona radiata ve kumulus hiicrele-
rince sarilmistir. Bu iiclii yapt kumulus oosit
kompleksini (COC) olusturur (14).

2.2. In Vivo Maturasyon

Ovulasyonla  olgunlasmig  fertilize
olabilir bir oosit atilmadan once follikiilde
biribirini takip eden bir dizi olaylar olmaktadir.
Cogu memeli tiirlerinde ovulasyon ve follikii-
liin rupturundan birkag saat Once, oositte
mayoz yeniden baslar ve ilk mayotik boliinme-
nin profazindan ikinci mayotik bdliinmenin
metafazina dogru ilerler. Bu kompleks
biyolojik yap1, primer oositten fertilize olma-
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olgunlagmas1 olarak kabul edilir (9,16,17). Tlk
mayotik boliinme pubertasa erisinceye kadar
tamamlanmaz. Bu basamakta nuklear mater-
yaller zarla cevrilidir ve bu yapr germinal
vezikiil (GV) olarak adlandirilir (16). Puber-
tasla beraber oosit kaldigi yerden itibaren
mayotik boliinmeye devam eder. Birinci
mayotik boliinmenin sonuna dogru ilk polar
cisimcik atilir. Qosit hizla 2. mayotik
boliinmeye baslar ve cogu memeli tiirlerinde
ovulasyondan 6nce 2. metafaza ulagir. (13).

2.3. Maturasyonun Klasifikasyonu

Follikiiler ¢evreden serbest birakilan
diploten basamagindaki oositlerde uygun
kiiltir  kosullar1 altinda mayoz yeniden
baslayip mature olabilirler. Mikroskop altinda
mayozun yeniden baslamasinin en kesin
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isaretinin nukleus membraninin erimesi yani
germinal vezikiiliin yikimlanmasi oldugu, oosit
maturasyonu siiresince ilk polar cisimcigin
atildigi, ikinci mayotik iplikciklerinin sekillen-
digi, kumulus hiicrelerinde ekspansiyon
gozlendigi belirtilmektedir (5).

3. IN VITRO MATURASYON

in vivo olarak oositler, teka hiicreleri-
nin etkisi altinda germinal vezikiil basamagin-
da beklerler. Gelisimi durmus oositlerde matu-
rasyonun devami, onlarin follikiiler ortamindan
almip gonodotropinler ve steroidlerin etkisi
altinda in vitro kiiltiire edilmesiyle saglanabilir
(12). Maturasyon siirecinin  ortalarinda,
yaklasik kiiltirlin  12. saatlerinde, kumulus
hiicreleri biiyilk bir genisleme ve yapisma
igaretleri gosterirler. Olgunlagmanin sonunda,
kiiltiiriin yaklagsik 24 saat sonrasinda, kumulus
genislemesi pik diizeye ulasir (14).

3.1. Ovaryumlarin Transportu

Oositler, belirli bir mezbahadan topla-
nan ovaryumlardan elde edilir. Bu amagla,
tercihan sicakligi 30-35°C ye ayarlanmis %0,9
NaCl veya PBS kullanilir. Bu soliisyonlar
iceren termoslara toplanan ovaryumlar 2-4 saat
icinde laboratuvara ulastirilmalidir (4).

Arastiricilar, ovaryumlarin, gametlerin
fertilizasyon oranlarinda ya da in vitro ortamda
embriyonun blastosist basamagina gelisim
kapasitesinde bir kisalma olmaksizin 25 °C de
8 saate kadar saklanabilecegini, ayrica 37 °C
ya da 4 °C de 4 saat ve iizerindeki saklamalarin
yasama kabiliyetlerinde azalmalara sebebiyet
verecegini belirtmislerdir (6).

3.2. Follikiillerin Biiyiikliikleri

Ovaryumlar toplandiktan sonra 2 saat
icinde, caplar1 3-8 mm olan follikiillerinden
oositlerin  toplanmasi  gerekmektedir. Bu
caplardaki follikiillerden elde edilen oositlerin
¢ogu immatiire olup, diktiyat basamaginda ve
germinal vezikiil yapisinda bekleyen oosit-
lerdir (11). In vitro maturasyon ve fertilizas-

yondan sonra 8 hiicreli basamagin ilerisine
gecmede 2 mm veya daha kiiciikk captaki
follikiillerden toplanan oositlerin, basarisiz
olduklari, 8mm’ den biiyiiklerin ise fertilizas-
yon sirasinda yaslanmis olacagindan dolay1
blastosiste ulasmada sorunlarin yasandig bildi-
rilmistir (14). Kompakt, multitabakali kumulus
hiicrelerine sahip ve homojen ooplasmasi olan
oositler maturasyon igin tercih edilmelidir.
Kumulus  oosit  kompleksinin  kalitesi,
fertilizasyondan sonraki ilerleyen gelisim
kabiliyetini ve istenilen bir olgunlag-may1 elde

edebilmek i¢in onemli bir faktordiir (15).

3.3. IVM’de Kullamilan Mediumlar

Embriyolarin in-vitro ortamdaki ihti-
yacglart birtakim spesifik farklar gostermekle
birlikte genelde birbirlerine benzer. IVM da
kullanilan kiiltiir mediumlar1 sadece olgunlas-
may1 degil, fertilizasyonu ve daha sonraki
embriyonik gelisimi de etkileyecektir (1).
Mediumlar arasindaki fark igerdigi iyon ve
enerji kaynaklart konsantrasyonundan ileri
gelmektedir.

Mediumlar genellikle serum, serum
albumin ve antibiyotiklerle desteklenmektedir.
Kompleks mediumlar basit mediumlara
aminoasit, vitamin ve birtakim substanslardan
serumda bulunan diizeyde eklenmesiyle hazir-
lanmaktadir. TCM-199, Ham’s F-10, Ham’s F-
12, Brinters BMOC-3, KRB ve MEM cogu
calismalarda basarili bir sekilde kullanilmak-
tadir (5).

3. 4. Mediumlarin Tampon Sistem-
leri ve Osmolarite

Embriyolarin kiiltiire edildigi
mediumun pH’sim1  ayarlamak ve memeli
embriyolari i¢in gereken CO,’yi saglayabilmek
icin CO;’li inkiibatorler kullanilmaktadir.
Kullanilacak tim mediumlarin, modifiye
fosfatla ya da bikarbonatla dengelenmis tuzlu
vasatlarin pH’larinin muhafazasi icin %5 CO,
basta olmak iizere %5 O,, %90 N, %100 nem
iceren ortamda inkiibasyonu gerekmektedir.
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Bu mediumlardan hazirlanan mikrodamlalar
iceren (10-20 COC/ 50-100 ul medium) petri
kutularinin yiizeyi mineral yag ile kapatilarak
CO,’li inkubatorde bekletilir. Mediumlarin
CO, icermeyen ortamda uzun siire kalmasi
durumunda HEPES pH dengeleyicisi olarak
kullanilabilmekte ve NaCl azalarak osmolarite
diizenlenebilmektedir. Mediumlara genellikle
pH indikatorii olarak 1-20 mg/L kadar fenol
red eklenmektedir. Mediumlarin pH’s1 7-8
arasinda degismekle birlikte en iyi fertilizas-
yon sonuclarinin pH 7.2 ile 7.8 arasinda elde
edildigi bildirilmistir (7). Mediumlarin pH’
sinin 7.2-7.4, osmolaritenin ise 285-300 mOsm
arasinda olmasi optimal kabul edilir (6,1).

3.5. Hormon ilavesi

In vitro maturasyon icin bir cok
medium ¢esidi kullanilmaktadir. In vivo
maturasyona esdeger hormonel mikro cevre
kosullarimin yaratilmast amaciyla, mediuma
ozellikle FSH, LH, ostradiol 17 ilavesiyle
oositlerin yiiksek oranda bir yagama giiciine ve
yiiksek oranda normal fertilizasyon ve embri-
yonik gelisime ugrayacag rapor edilmistir (6).
Gonadotropinler, kumulus hiicrelerinin meta-
bolizmasimi degistirerek oositlerde mayozun
yeniden baslamasini indiikler ayrica kumulus
hiicrelerinde spermatozoanin kapasitasyonu
icin gereken faktorlerin iiretilmesini sitiimiile
ettigi, in vitro fertilizasyon oranini arttirdigi ve
proniikleus formasyonunun frekansinda
belirgin bir sekilde artisa neden oldugu belir-

tilmektedir. (12).

3.6. Serum Ilavesi

Serumun, oosit maturasyonu ve fertili-
zasyondaki rolii tam olarak bilinmemekle
birlikte bazi1 biiylime faktorleri ve yiiksek
molekiiler agirliga sahip proteinleri sagladigi
belirtilmektedir. Bunlar sayesinde sigirlarda
kumulus ekspansiyonunun olusumu, oosit
maturasyonunun tamamlanmasi ve normal
embriyonik gelisimi saglanmaktadir (4).
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3.7. Granulosa Hiicrelerinin ilavesi

Maturasyon mediumuna graniiloza
hiicrelerinin ilavesinin oositlerin sitoplazmik
ve niiklear maturasyonlarinin tamamlanmasi ve
fertilizasyonun ilerleyen asamalari icin faydali
oldugu bildirimistir. Graniiloza hiicreleri,
caplar1 10 mm olan antral follikiillerin dissek-
siyonu, santrifiigasyonu ve yikanmalari ile elde
edilmistir. ~ Yapilarinda diisik molekiiler
agirlikta peptidler, epidermal biiyiime faktor-
leri, fibroblast biiylime faktorleri, insiilin,
steroidler, transferin bulunmaktadir (3).

3.8. Maturasyon Siiresinin Etkileri

Yapilan calismalarda, oositlerin, in
vitro maturasyonu ve in vitro fertilizasyonu
icin 39°C’de %5 CO,, %5 0,, %90 N, ve
%100 nem iceren inkubasyon ortaminda 18-27
saatlik inkubasyonunun, optimal penetrasyon
oraninin elde edilmesi ve mayotik maturasyo-
nun tamamlanmast i¢in gerekli oldugunu
belirtmislerdir (14).

39. Embriyonik Gelisim icin
Optimum Is1 Dereceleri

Sigir embriyo iiretiminde 35-39°C lik
1silar  maturasyonu etkilememis olmasina
ragmen IVF ve IVC i¢in 39° C’nin optimal
oldugu bildirilmistir. 40°C ve iizeri 1silarin ise
ozellikle IVC ve fertilizasyon zarar verici
nitelikte oldugu bildirilmistir. Koyunlar iizerin-
de yapilan bir ¢calismada maturasyon siiresince
inkubasyon 1sisinin diisiiriilmesinin kromozo-
mal anormalliklere sebebiyet verdigini goster-
mislerdir (6).

4. SPERMATOZOANIN KAPASI-
TASYONU

Kapasitasyon, spermatozoa yiizey
ortillerinin ~ kaldirllmasit  veya degisiklige
ugratilmasi ve plazma membraninin hem
ekstrinsik hem de intrinsik komponentlerinin
degisimlerini kapsayan fizyolojik, biyokim-
yasal degisimlerin biitiiniidiir (2).
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4.1. Kapasitasyon Mediumu

Kapasitasyon mediumlarindaki tiim
komponentler direkt ya da indirekt olarak
kapasitasyona destek vermelidir. Mediumda,
spermatozoanin yasamsal faaliyetlerini destek-
leyen faktorler bulunmadik¢a kapasitasyonun
gerceklesmesi miimkiin degildir. Bu faktorler
1s1 stabil, diisiik molekiiler agirlikta madde-
lerdir. Bunlar follikiiler sivi, oviduktal sivi,
uterus sivisi, kan serumu veya adrenal glandin
ekstratlarinda ¢ok fazla bulunurlar (8). Sperm
motilite faktorleri diye bilinen bu faktorlerin
glikozominoglikanlar, katesolaminler (6rn
epinefrin), heparin, taurin ve hipotaurin oldugu
ve bu faktorlerin 1s1 stabil ve ayrismayan
fraksiyonlar1 sayesinde spermato-zoanin in
vitro kapasite edilebildigi belirtilmektedir (19).

Glikozaminoglikanlar (GAGs), oOzel-
likle heparin, spermatozoayr kapasite etmek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. GAGs’1n
proakrozinin akrozine doniisiimiinii uyardigi,
uterus ve ovidukt sivisinda da bulundugu,
akrozom reaksiyonunu ve kapasitasyonu
indiikledigi bildirilmistir (8). GAGs, deka-
pasite edici faktorleri spermatozoa iizerinden
ayirarak cAMP bagimli protein kinazi ve
fosfolipaz A, enzimini aktive ederek hiicre
icine Ca** iyonunun almmasini saglayan sper-
matozoa membran degisimlerini saglayarak
etki gosterirler (6).

4.2. In Vitro Kapasitasyon Icin
Spermanin Hazirlanmasi

In vitro fertilizasyon icin spermatozoa
genellikle  tekrarlayan  santrifugasyonlarla
yikandiktan sonra secilir. Spermatozoa, epidi-
dimis ve seminal plazmadan gelen protein
molekiillerin ve dondurmada kullanilmis olan
sulandiricilarin ~ kapasitasyonu  engelleyici
etkilerini Onlemek ve bu maddeleri uzaklas-
tirmak amaciyla yikanir. Yiiksek motiliteye
sahip spermatozoonlar daha sonra santrifiijle
biriktilir ve fertilizasyonda kullanilir (14).

Spermatozoanin kapasitasyonununda heparin,
hipotaurin, kalsiyum iyonofor, ovidukt ve
follikiil sivilar1  kullanilmaktadir. Kafeinin
boga spermatozoasinda motilite arttirict bir
etkisi vardir. Kafeinin spermotozoon motilite-
sini artirarak fertilizasyonu gii¢lendirdigini
ayrica akrozom reaksiyonunu ilerletip zonaya
penetrasyonu ve vitellin membranda fiisyonu
sagladigini bildirilmistir (10).

5. IN VITRO FERTILIZASYON

Fertilizasyon kompleks bir olaydir. ki
gametin birlesmesi ve somatik kromozom
sayilarinin yenilenmesi ve yeni bir bireyin
gelisimini saglar. In vitro fertilizasyonu basa-
rilt  olabilmesi ig¢in bir takim kriterler
gereklidir. Bunlar ;

1. Disi ve erkek genital kanalinda gametlerin
fertilizasyon yeteneginin gelismesi.

2. Gonadlarda  gametlerin  niikklear ve
sitoplazmik maturasyonun gergeklesmesi.

3. Hiperaktiviteye sahip dolleyebilir
spermatozoonun optimal yogunlugu. Sigir IVF
inde yaygin olarak 500.000- 5.000.000 spp/ml

spermatozoon dozu kullanilmaktadir.

4. Ilk polar cisimcikli dollenebilir ovumun
varligidir.

in vitro fertilizasyonun basarisini,
fertilize ovumun alici disiye naklini takiben
spermatozoa vericisi erkegin genetik isaret-
lerine sahip normal bir yavrunun dogmasi
ispatlamaktadir. Embriyo transferi sonucuyla
beraber IVF’ nun diger kriterleri, ooplazma
icerisine spermatozoonun penetrasyonu, Sper-
matozoon baginin sismesi, proniiklear formas-
yon, normal morfolojik boliinmenin gézlenme-
si, blastosit formasyonu, embriyoda Y kromo-
zomlarinin gosterilmesi, kortikal graniillerin
birakilmasi ve spermatozoon kuyrugunun oop-
lazma igerisinde bulunmasidir. Bu delillerin
hic biri tek basina normal fertilizasyonun
olduguna dair giivenilir bir sonu¢ vermez (7).
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