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Ozet: Koyun oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi, fertilizasyonu ve elde edilen embriyolarin blastosist ddnemine kadar gelistirilmesi
hedeflenen bu calismada, mezbahada Kesilen Kivircik irki koyunlarin ovaryumlari kullanilmistir. Ovaryumlar 30-35 °C isida PBS
sollsyonu igerisinde laboratuvara getirilmis ve follikillerin acilip, oosit yikama medyumu ile yikanmastyla kumulus-oosit kompleksleri
elde edilmistir. Stereo mikroskop altinda secilen Kumulus-oosit Kompleksleri sodyum piruvat, follikll stimilan hormon (FSH),
luteinizan hormon (LH) ve % 10 fétal buzagi serumu (FCS) ilaveli medyum-199 icerisinde, 38.5 °C is1 ve % 5 CO,'li ortamda 23-
24 saat olgunlastirilimigtir. Ug adet Kivircik irki kogtan alinan ve pooling yapilan taze sperma, Percoll yéntemi ile in vitro fertilizasyon
amactyla hazirlanmis ve % 2 SES (6strustaki koyun serumu) ilaveli BSOF medyumu icine alinan oositlerin {zerine ilave edilerek
(0.8x1O6 spermatozoon/ml) 20-21 saat inklbe edilmigtir. Fertilize edilen oositler sentetik ovidukt medyumu (SOF) icerisine alinmig
ve % 5 CO,, % 50, ve % 90 Ny'lu gaz karigimi bulunan ortamda 8. gline kadar Kultlre edilmistir. Kultlirdeki 4. giin oositlerin
bulundugu medyuma 1.5mM glikoz ilave edilmistir.

Calismada kullanilan 171 oositten 151 tanesi yariklanmis (% 88,3), bunlardan 56 tanesi morula (% 37,1), 14 tanesi ise (% 9,3)
blastosist dénemine ulagmistir.

Anahtar Sézcukler: Koyun, in vitro fertilizasyon, in vitro kiltir, blastosist dénemine gelisim
Development of In Vitro Derived Sheep Embryos to the Blastocyst Stage

Abstract: The objective of the present study was to mature and fertilize primary sheep oocytes in vitro and to develop them to the
blastocyst stage. Ovaries from slaughtered Kivircik ewes were used. The ovaries were transported to the laboratory in a vacuum
flask in which 30-35 °C PBS (phosphate buffered saline) was included. The cumulus-oocyte complexes were collected by rupturing
and washing the follicle wall with oocyte washing medium. They were then selected under a stereo microscope and maturated for
23-24 hours in medium 199 supplemented with sodium pyruvate, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and
10% fetal calf serum (FCS), under 5% CO, atmosphere and at 38.5 °C temperature. Semen collected and pooled from three Kivircik
rams by electro-ejaculation and prepared for in vitro fertilization by Percoll-gradient method was incubated for 20-21 hours with
oocytes in BSOF medium supplemented with 2% sheep estrous serum (SES) (0.8x1 0° spermatozoon/ml). Presumptive zygotes were
cultured in SOF medium for 8 days in synthetic oviduct medium (SOF) under an atmosphere of 5% CO,, 5% O, and 90% N,. Glucose
(1.5mM) was added to the culture medium on Day 4.

Out of 171 oocytes, 151 cleaved (88.3% ). Fifty-six morulae (37.1% ) and 14 blastocysts (9.3% ) were obtained from these in
vitro derived embryos.
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Giris
Hayvan islahinin hizlandirilmasi ve genetik ilerleme

amaciyla guinimuzde kullanilan biyoteknolgjik yéntemler
ile oldukca 6nemli ilerlemeler kaydedilmektedir.

Ulkemiz sartlarinda bugiine kadar gerceklestirilen
calismalarda [koyun (1-3), inek (4-6), laboratuvar

hayvanlari (7)] istenen dlzeye ulasilamamistir. Dinyada
bu konuda yapilan bir¢cok calismada (8-13) % 6-40
oraninda blastosist oranlari bildirilirken, Ulkemizde
Koyunlarda yapilan onceki calismalarda (1-2) in vitro
fertilizasyon ve kultlr sonrasi blastosist dénemine
ulagsmak mumkin olmamigtir.

*Bu calisma istanbul Universitesi Aragtirma Fonunca desteklenmistir. Proje No: 1288/050599
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In Vitro Fertilizasyonla Elde Edilen Koyun Embriyolarinin Blastosist Donemine Kadar Gelistirilmesi

Bu calismanin amact, primer koyun oositlerinin in vitro
olgunlastiriimasi, in vitro fertilizasyonu ve in vitro
kulturdnu takiben blastosist dénemine ulagiimasidir.

Materyal ve Metot

Oositlerin  kazanilmasi ve olgunlastiriimast:
Calismada oosit kazanimi amactyla Cekmece Et kombinasi
(Hadimkéy-istanbul) mezbahasinda Kkesilen Kivircik irki
koyunlarin ovaryumlari kullanildi. Ovaryumlar, icinde 30-
35 °C isidaki fosfat tamponlu tuz solisyonu (PBS)
bulunan termos icerisinde laboratuvara getirildi. PBS
solisyonunda tekrar yikanan ovaryumlar oosit kazanimi
stresince bu solisyonun igerisinde su banyosunda
tutuldu. Ovaryumlarin yizeyindeki 1-6 mm. c¢apindaki
antral folliktller agilarak, follikil igleri Hepes tamponlu
medyum 199 (H-199+) ile bir saat camina yikand.
Yikanti sivilari stereo mikroskop altinda incelenerek en az
4 sira kompakt kumulus Kitlesi olan homojen vitellusa
sahip oositler olgunlastirma amaciyla secildi. Bu oositler
H-199+ medyumu icerisinde 3 kez yikandiktan sonra
olgunlasma medyumu (FSH, LH, sodyum piruvat ve FCS
ilaveli M 199) icerisine transfer edildi. Medyumun Uzeri
mineral yag ile ortlldu ve oositler 38.5 °C 1s1, % 5 CO,'li
ortamda 23-24 saat inkibe edildi. Ilk kesimden itibaren
ovaryumlardan oositlerin  kazanilmasi ve Kkultire
konmasina kadar gecen surenin 5 saatten fazla
olmamasina 6zen gosterildi.

Spermanin hazirlanmasi ve in vitro fertilizasyon:
Uc Kivirck ki koctan elektro-gjakiilatér yéntemiyle
alinan sperma pooling yapilarak, oda isisina gelmesi
beklendi ve hepes tamponlu sentetik ovidukt sivisi
medyumu (HSOF) ile sulandirildi (1:20;
sperma:medyum). iki tabaka halinde hazirlanan Percoll'iin
(% 90 ve % 45) Uzerine bir tabaka halinde 200 pl
sulandiriimis sperma birakildi ve 1500 g'de 15 dakika
santrifijje edildi. Ust kismin tamamen atilmasindan sonra
dipteki pellet HSOF ile tekrar sulandirildi ve 600 g'de 6
dakika daha santrifije edildi. Ust kismin tamamen
atilmasindan sonra spermanin Kkonsantrasyon tayini
yapildi.

in vitro olgunlastirmayi takiben oositler hafifce
pipetlenerek kumulus hiicrelerinin bir kismi uzaklastirildi
ve iki kez H-199+ medyumunda yikandiktan sonra % 2
oraninda SES (6strustaki koyunlardan elde edilen serum)
ilaveli, bikarbonat tamponlu SOF (BSOF) medyumu
icerisine alindi. Hazirlanmis sperma oositler Uzerine ilave
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edildi (0.8x10° spermatozoon/ml) ve 38.5 °C 1s, % 5
CO,'li ortamda 20-21 saat inkibasyona birakildi.

in vitro Kkiltir: Spermatozoonlarla inkiibasyonu
takiben fertilize olduklari distuntlen oositler iki kez HSOF
ve bir kez SOF medyumu ile hafifce pipetlenerek yikandi
ve SOF medyumu igerisine alindi. Fertilize olmus oositler,
38.5°Cisive %5 0,, % 5 CO, ve % 90 azot gaz karigimi
saglanan ortamda kultire edildi (7-8 gun). Kultirdeki 4.
gin medyuma 1.5 mM glikoz ilave edildi ve bélinmeyen
oositler Kultir medyumundan uzaklastirildi. Kaltir
suresinin sonunda embriyolarin gelismeleri degerlendirildi
(Sekil 1-2).

Sekil 1. Expanded (geniglemis) blastosist déneminde bir koyun

embriyosu.

Sekil 2.

Hatched blastosist donemine (zona pellusidadan ¢ikmig)
ulasmig bir koyun embriyosu.

Bulgular

Calismada 171 oosit in vitro olgunlastirma,
fertilizasyon ve kultdr amaciyla kullanildi, bunlardan 151
tanesi (% 88,3) yariklanma (cleavage) gecirdi. Sonuclar
Tablo 1'de yer almaktadir.
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Yariklanan oositlere gore

Tablo 1. Koyun  oositlerinin = in  vitro
olgunlastiriimast, fertilizasyonu ve 8

gunluk kaltdrd sonucu ulagilan
gelisme donemleri.

calisiimaktadir. Sunulan calismada elde edilen morula
orani (% 37,1) bircok arastirici tarafindan elde edilen

Oosit sayisi Yariklanmis oosit sayisi (%) Morula sayisi (%) Blastosist sayisi (%)
171 151 (88,3) 56 (37,1) 14 (9,3)
Tartisma
Bu calismanin sonuclari, mezbahada Kkesilen

koyunlarin oositleri ile in vitro olgunlastirma, in vitro
fertilizasyon ve in vitro Kkultlr asamalarini takiben
transfer edilebilir  kalitede embriyolara dinya
standartlarina yaKin olclde ulasilabildigini
gostermektedir. Sunulan calismada yariklanma (cleavage)
orani oldukea yiksek (% 88,3) olmustur. Naqvi ve ark.
(14) ile Walker ve ark. (15) sirastyla % 29-51 ve 9% 50-
70 yariklanma oranlari bildirirlerken, daha ©nce
yaptigimiz calismalarda (1-2) da % 13-62 ve % 33-53
yariklanma oranlari elde edilmistir. Gomez ve ark. (8) ile
Sevillano ve ark. (9) % 62-70 oranlarinda yariklanma
saptamiglardir. Bu ¢alismada elde edilen yariklanma orani,
bildirilen oranlarin tzerinde iken, O'Brien ve ark. (10)'nin
saptadiklari yariklanma oranlarina (% 81-82) benzerdir.

In vitro olarak Uretilmis (in vitro fertilizasyon
asamalari uygulandiktan sonra yariklanmis olan)
embriyolarin morula ve blastosist dénemine ulasma
oranlari giiniimiizde halen distik diizeylerdedir. Ozellikle
blastosist dénemine ulasma oranlart, bu yolla elde edilmig
embriyolarin daha ileri yasama ve yavru olusturma
kabiliyetlerinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Bu ylzden yapilan calismalarda morula ve o6zellikle
blastosist dénemine ulasan embriyo sayilari artiriimaya
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