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1. GiRi§

Dinya hayvan yetigtiriciliginde bilimsel yéntemlerin
uygulama alanina girmesinden sonra, ylksek verimli hayvanlardan
vagamlara siliresince daha fazla yararlanma yoéntemleri arastirilma-
yvya baslanmigstir. Bu gelisgmeler i1gsifinda da reprodiksiyonla ilgili
calaismalar ciddi bir gekilde ele alinmistir. Basglangigta; iyi
verim ©o6zelliklerine sahip annelerden elde edilen yavrular
damizlik olarak kullanilirken, daha sonra yiksek verimli ana ve
babalarin erkek yavrulari tohumlamada kullanilmig ve ayni
6zellikleri tasiyabilecek yavrularain sayilarini artirma yollaraina
gidilmistir. Erkek damizliklardan daha fazla yararlanma amaciyla
da sun’i tohumlama yontemleri geligtirilmigtir. Dinyada ve
iilkemizde hayvan populasyonunun genotip ve fenotipini iyilestit-
mek igin sun’i tohumlama yaygin olarak kullanilmaktadair.

Ulkemiz hayvan potansiyeli agisindan biiyik, buna Kkar-
sin, hayvansal {rinler yoniinden olduk¢a yetersiz bir durumdadir.
1920°1i yillardan bu yana uygulamaya konulan sun’i tohumlama
galismalari, istenilen dizeye c¢ikmadidindan hedeflenen noktaya
ulasgilamamistir. Sun’i tohumlama galigmalari ile hayvan populas-
yonunu genotipik olarak iyilestirmek oldukga uzun zaman
almaktadir. Zira, sun’i tohumlama wuygulamalari 4ile en az iki
generasyonda, ancak %75°lik bir saflik derecesine ulagilabil-
mektedir. Bunun yani sira, toplumumuzun sosyoekonomik yapisi ve
vyetistirici efitiminin de yetersiz olugu, galigsmalari etkileyen
negatif faktérlerdendir. Ulkemiz hayvanciliginin konumu, gigli
bir seleksiyon ile genotipik ve fenotipik iyilegtirme
programlarini zorunlu kilmaktadir.

Aragtiricilar elit erkek damizliklardan genis gapta ya=-
rarlanma yollarinin yani sira, elit digilerden de kisa siireler

igerisinde daha fazla yavru elde etme yollarini gelistirmigler-



dir. Bu c¢aligmalar giiniimizde embryo transferi olarak adlandiril-
maktadir. Embryo +transferi uygulamalarinin sun’i tohumlamaya
istin yani ise, saf bir diginin(donor) siiperovulasyon sonrasinda,
gaf olan bofayla tohumlanmasi sonucu, ondan elde edilen
embryolarin gerek genotipik ve gerekse fenotipik ydnden yetersiz
digilere(recipient) transferi ve sonugta bunlardan elde edilen
yavrularin saf genotipik d6zellikleri tasimasidir. Ancak bu sayede
meveut hayvan potansiyelinin genotipik ©6zellikleri, yalniz bir
uygulma ile %100 ssflik derecesine ulagstirilabilmekte, sonug
olarak da verim yoéniinden (dstin vasifli hayvanlarin sayisi Kisa
sliirede maksimal seviyede artirilabilmektedir. Bu konudaki
galisgmalar son 35-40 vi1l iginde yayginlik Kazanmisg ve
reprodiksiyon faaliyetleri konusunda detayla bilgiler
edinilmigtir.

tilkemizde, iiniversitelerimiz biinyesinde son 10 yilda
tavganlarda [Kiligo§lu ve ark.(52):; tzkoca ve ark.(64)1],
koyunlarda [Kiligo8dlu ve ark.(54)]: si18irlarda [1leri ve ark.
(38,39); Sénmez(71)] ve Ankara Kegilerinde [Kiligarslan (51})]
bagarili embryo transfer uygulamalari yapilmistir.

Embryo transfer uygulamalarinda, genital organlarda ge-
ligmig olan embryolarin digariya alinip difder alicilara +trans-
ferleri yapilincaya kadar in wvitro kosullarda bekletilmeleri
gerekmektedir. Enmbryolarain in vitro kosullarda canliligina
sirdirebilmesi i¢in, ortamin sicaklifinin, besin kaynaklarinin,
osmolarite ve pH’sinin optimal derecede in vivo sartlara yakin
olmasi zorunludur. iste bu zorunluluklar, fertilizasyon olayinin,
embryoleoji ve bununla ilgili fizyolojik ve biokimyasal konularain
aragtirmaya agilmasini, embryo transferin in wvitro kiltiir
§al1smalar1 ile kombine olarak yiritilmesini de beraberinde
giindeme getirmektedir.

Diger hayvanlara uygulanacak yéntemlere temel olusgtura-
bilmesi ig¢in, bakim, barindirma ve reprodiiktif faaliyetlerinin
uygunludu nedeniyle g¢alismamizda deney hayvana olarak tavgan
kullanildi. Bu galismada, embryo transfer programlarlhda kullani-

lan kimi siiperovulatér ajanlardan PMSG’nin uygulanis yénteminin,



tavsanlardan kazanilan embryolarin kalite wve kantitesi (izerine
etkieini belirlemek, embryolarin asama agama taninip geligim
devrelerinin karsilastairilabilmesi igin 24 saatlik siirelerde in
vitro kosullarda geligtirilmesi, 96 saat siire boyunca bu geligim
asamalaraini takip edebilmek ig¢in en uygun ortamin, mediumun ve
mediuma katilcak olan ideal amino nitrojen kaynaklarinin
belirlenmesi, in vitro kosullarda 96 saat siire ile kiiltire edilen
embryolarin alicilara transferlerinden gebslik elde edilmesi ve
laboratuvarimizin gelecekte yapilmasa dislindilen in vitro

aragstirmalara, bu galisma ile hazirlanmasi amag edinildi.



2.LiTERATHR BiLGiSi

2.1. DiSi TAVSANLARDA REPRODUGKSiIYON:
2.1.1:Reprodiiktif Organlar ve Puberteye Ulagma Yagi:

Puberteye ulasmamis bir diside ovaryumlar oldukga kigiuktir, er-
ginlegmis bir hayvanda ise 1.5 x 0.5 cm boyutlarinda ve yaklasgik
clarak 0.26 - 0.8 g afirliktadirlar. Yaglandiklarainda ise
ovaryumlar atrofiye ufrayarak 0.10 - 0.20 g afirliga kadar diser-
ler(20,50). Ergenlife ulasmis bir hayvanda ovidukt yaklagik 10 =
12 cm’dir. Kornu uteriler dorso-lateral yénde hafifge kivraim gds-
terirler. Uterus duvar kalinligi vyaklagik olarak 4 mm kadardar.
Her iki kornu uteri, iki ayri serviks 1le vaginaya agilir. Vagina
ise dorsal ve ventraldan basilmig, yassi gbriniste, 3 - 6 cm
uzunlugundadir(20,24,56).

Tavganlarda puberteye, yani seksiiel olgunlufa ulasma
vasl irklara gére defiskendir. Kigik irklarda, Polish Tavgani, 4
ay; orta boy irklarda, Beyaz Yeni Zellanda Tavsani, 6 - 7 ay; bii-
yik boy tavsanlarda ise, Flemish Tavsani, 9 - 12 aydir. Tavsanlar
yaklagik olarak {dgiincd yaglarinin sonuna kadar reprodiktif arag-

tirmalarda ve damizlik olarak kullanilabilirler.

2.1.2. Seksiiel Aktivite ve Ostrus Sikluslari: Yaban

tavsanlarinda seksiiel aktivitenin genelde subattan mayis ayina
uzanan donemlerde ortaya giktigi bildirilmektedir(50). Buna Kkar-
sin, evcillerde hemen hemen tim yil boyunca kizginlik gdzlene-
bilir. Temmuz, afustos ve eylil aylarinda kizginlik dizensiz,
asim sonucunda elde edilen yavru sayisi az olmakta veya hig yavru
elde edilememektedir. Tavsanlar diger laboratuvar hayvanlarinin
aksine spontan olarak ovulasyona sahip dedildir. Tavganlarda
ovulasyonun olugabilmesi ig¢in giftlesmeleri gereklidir. Bu tip
ovulasyon sekline proveke ovulasyon adi verilmektedir. CGCiftlesgme
sginirsel uyarilari artirmakta, buna bafili olarak LH salgilanmakta
ve ovulasyon olusmaktadir. Bu sayede de ovulasyonlari kontrol

altina alinabilmektedir(24,34,56,61). Lesbouyries(56), 19. YY



baslarinda Cost’un tavganlarda ilgi gekici arastirmalar yaptifin:
ve erkekle ¢iftlesmeyen bir diside korpus luteumlarin bulunma-=
digini, graff follikillerin patlamadidgini izledifini bildirmig-
tir. Olgunlasan follikiller giftlesme olmadigi: sirece atresie ol-
makta ve bunlarin ardindan yeni follikiller geligmektedir. Folli-
kiler gelismelerin bu sekilde birbirini izlemesi nedeniyle,
hayvanlar tim sezon boyunca o6éstrusta olup her an g¢iftlegmeye

hazirdirlar(34,56).

2.1.3. Ovulasyon Mekanizmasi ve Luteal Faz: Tavganlarda

ovulasyon, kedi, sansar, deve gibi hayvanlarda gozlendidi sekil-
de, giftlesme sonrasinda, yani proveke olarak gercgeklegir(24,34,
56,61). Tavsanlarda ovulasyonun giftlesme gibi gok gigli uyarilar
ile olusmasi diginda, ovulasyon olusturacak olan LH veya benzer
etkiye sahip ajanlarin iv. olarak verilmesiyle de gergeklegtiri=-
lebilmektedir(24,33,56,59,61), Diger hayvanlarda ovulasyon meka-
nizmasi, kanda bulunan gl. pituitaria kékenli gonadotrop hormon-
larin ve gonadal hormonlarin etkilesimi ile baslatilmaktadair.
Kanda bulunan FSH ve buna ba§li olarak 6strojen hormonu seviyesi-
nin artmasi, hypothalamus ve dolayisiyla gl.pituitaria {izerine
negatif feed back olarak etkilemekte, bfylece FSH salinimi azalip
LH salinimi artmakta wve sonugta da pvulasyon gergeklesmek-
tedir(24,61,65,66). Tavsanlarda ise ovulasyon mekanizmasinin(LH
saliniminin) baslatilmasi, seksiel aktivite yani vaginal uyarim-
larla gerceklesmektedir. Vaginal uyarimlar hypothalamusu sinir
vyoluyla etkileyerek kontrol mekanizmasini harekete gegirmekte ve
béylece hypothalamus kontrolundaki gl. pituitariadan LH salinmak~-
tadir. Ciftlesmeden veya ovulatdr ajanin ive. olarak verilisinden
10-12 saat sonra 4-12 adet ovum ovule olmaktadir. Ovulasyon son-
rasinda ise korpus luteumlar geligirler(33,34,50,55,56). Luteal
fazin baglamasiyla birlikte uterus endometriumu gebelide hazir-
lanir, o6strus siresince diiz olan epitel ylizeyi dantelali bir
sekil olugturur. Fertilizasyon olustudu taktirde gebelik 28-32

giin =sirer ve bu siire iginde korpus luteumlar aktivitesini sirdi=~



riir. Ciftlesgme veya digaridan verilen ajanlarla ovulasyon sa§lan-
mig, ancak fertilizasyon olugmamig 1ise, digide yalanci gebelik
oplusur. Yalanci gebelik sirasinda da uterustaki geligmelere
memslaerdeki geligmeler eglik ederler. Korpus luteumlar
tavganlarda, ovulasyondan sonra yaklagik olarak ig gin
aktivitelerini sirdirir. Korpus luteumlarin regresyonu kabaca,
18.giniin sonunda renginin saridan pembeye déniigmesgiyle

belirlenir(33,50,532,56,62).

2.1.4. Gebeli§in Olugmaslr ve Embryolarin Geligim Safha-

lari: Tavsanlarda irklarin 6zelliklerine gére 4-12 adet arasinda
ovum ovulasyonla birakilir. Fertilizasyonla beraber gebelik
baglar. Hahn(34)‘in belirttidine gore, fertilizasyondan sonra
olusan embryolarin geligim safhalariy Tablo 1’de goriildigi
gibidir.

Tablo 1. Tavganlarda g¢iftlegme veya tohumlama zamanina
giére in vivo olarak embryolarin geligimi.

Ciftlesme veya tohumlamadan Embryolarin geligim Lokalizasyon
gsonra{saat) Devreleri

24 - 30 2 - 4 hiicreli Ovidukt

21 - 36 4 - 8 " "

37 - 42 8 - 16 " "

43 - 48 Erken Morula "

48 - 60 ' Morula Ovidukt-Uterus
61 - 72 Geg Morula " "
73 - 84 Erken Blastocyst Uterus

85 - 86 Geniglemig Blastocyst "

97 - 108 " " . "

2.2. EMBRYO TRANSFERi:

2.2.1. Embryo Transferinin Tarihgesi: Embryo +rans-

fer galaigmalarinin kdkeni 1890°’1: vyillara kadar dayanmaktadir.
ilk defa bagarili olarak ddllenmisg ovanain transferinin,

tavganlarda Heape tarafindan yapildif§i gegitli aragtiricilarca
bildirilmektedir(23}33,34,52,59,64). Daha sonra embryo transfer



galigsmalarina Gine Domuzu(hamster), fare, rat, tavsan gibi
laboratuvar hayvanlarinda devam edilmigtir(23). Hafez (33)’in

bildirdigine gdére, embryo transfer galigmalarindaki geligmelerin
tarihgesi Tablo 2‘de gbrildigi gibidir.

Tablo 2. Embryo transferinin tarihsel gelisiminin 6zeti.

Arastirici ve Yala Dlay Canli Tiri
Heape, 1890 ilk bagsarili embryo transferi Tavgan
Beidl & ark.,1822 Basarili embryo transferi Tavsgan
Nicholas, 1933 " " " Rat
Warwick & Berry, 1849 " " " Koyun ve Kegi
Kvansickii, 1851 " ¥ 2 Domuz
Willet & ark., 1951 " 2 " Inek

Marden & Chang, 1852 11k olarak 10°C’da saklanmigs Tavsan
embryonun kitalar arasi deniz
yoluyla nakli

Albert Livestock Ilk kez giftlik hayvanlarinda Si@ar
ticari embryo transfer sirketi
kuruldu.

Wittingham & ark. 1973 Uzun siireli dondurulmusg Fare

embryodan yavru elde edildi.

Wilmut & Rowson, 1973 - " " Si8ar

1974 Uluslararasi embryo transfer
derneg§i kuruldu.

Stepto & Edwards, 1978 Embryo transferi sonrasinda insan

ilk kiz gocudiu dodidu,

Drost(23)‘un bildirdigine gére ilk olarak Amerika’da
1932 yvilinda Berry ve Horlmacher, evcil koyun ve kegide basgaraila
transfer yapmigslardir. 1970°1li yallarin baslarina kadar si8arlar
da dahil olmak (izere embryo transfer galismalari cerrahi yoéntenm
kullanilarak gergeklestiriliyordu. 1970°1i yilarin baslarinda si=-
garlarda gerceklestirilen cerrahi olmayan yontemle, embryo trans-
feri galigmalarina kolaylaik ve uygulamada yayginlik kazandiril=-
mistir. Cerrahi olmayan yoéntem ile operasyon riski ekarte edilmis
ve bunun sonucu olarak da, verici ve alicilarin, embryo transfer
programlarinda birkag kez kullanilabilmesi sadlanmistir(23,59).

’Embryo transfer galigmalarinda son 25 yilda, embryoloji

ile reprodiksiyon fizyolojisi hakkinda uyanan ilgi ve merak saye-
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sinde biyik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu galismalara gen mihen-
dislidinin de eslik etmesi sonucunda BiOTEKNOLOJ:i olarak adlandi-
rilan bir bilim dali sekillenmistir. Son yillarda yapilan g¢alis-
malar gen mihendisligi, embryolarin bélinmesi, in vitro kiltir,
in vitro fertilizasyon ve klonlama gibi konular ilizerinde yogdunluk
kazanmistir(16,23,25,33,48,55).,

Hayvanlarda yapilan caligsmalarin :isi8inda, 1978 yilainda
insanlar lGzerinde basglatilan in vitro fertilizasyon ve embryo
transferi galismalari, halen bagsarili sgekilde sirdirilmekte ve
gin gegtikge ilerleme gostermektedir(33). tllkemizde de embryo
transfer galismalari, ilniversitelerimiz binyesinde baslatilmig-
tir. Kiligoglu ve ark.{52) ile Gzkoca ve ark.(64) tavganlarda;
tleri ve ark.(38,39) ile Stnmez(71) sigirlarda; Kiligodlu ve ark.
(54) koyunlarda; Kiligarslan(51) kegilerde basaril: embryo

transferi galismalari yapmigslardar.

2.2.2. Embryo Transfer Tekni§i: Arastiricilar embryo

transfer galismalarini beg bdlimde siniflandirarak gergeklestir-

mektedirler(17,23,33,46,53,55,57,66).

1- Verici(donor) hayvanlarda siiperovulasyon.

2~ Embryolarin kazanilmasi.

3~ Transfere kadar kazanilan embryolarin invitro kogul-~
larda saklanmasai.

4~ Alaici(recipient) hayvanlarain hazirlanmasi{(Synchroni-
sation)e.

5« Embryolarin alicilara transferi.

Embryo +transfer c¢aligsmalarinda kullanilan vericiler,
elde edilecek olan embryolarin sayilarini artirmak amaciyla sii-

perovulasyona tabi tutulurlar. Siperovulasyonu saflamak amaciyla
cesgitli preparatlar kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalara gfre

godunlukla domuz gl. pituitariasi kokenli FSH, gebe kisrak serumu

kdkenli PMSG ve ﬁenapausal kadindan ktken alan HMG’nin, eksojen



olarak yiksek dozda verilmesi ile tim hayvan tirlerinde silipero-
vulagyon olugturdudu ortaya konmustur(4,23,24,33,34,55,58,61).

Siperovulasyon galismalarinda gelisen follikillerin
ocvulasyonlarinil saglamak igin, yine eksojen olarak LH hormonu en-
jeksiyonlari yapilmasil gerekmektedir. LH preparati olarak pitio-
taril gland kékenli LH kullanilabilecedi gibl, insan plasentag:
kékenli hCG(humon chorionik gonadotropin)’den de yararlanila-
bilir.

Hafez(33)*'in yapmis oldudiu agiklamaya gdre, hayvan tir-
lerinde PMSG wve FSH hormonlarinin siiperovulasyonu, hCG wve LH
hormonlarinin ise ovulasyonu tegvik etmek amaciyla kullanimlara
ve dozlari Tablo 3’de gdérialdigid gibidir.

Tablo 3. Gonadotropinlerin siperovulasyon ig¢in dozlar:i.

Hayvan HBstrus Follikiiler biiyime igin Ovulasyon
tldrd siklusunun gonadotropin igin gon.
gini PMSG(IU)b FSH(mg)c hCG(IU)d LH{mg)
inek 16 - 16a 1500-3000 20-50 1500-2000 75-100
Dana - 1000-2000 20-50 1000-1500 650-75
Kegi i6 - 17a 1000-1500 12-20 1000-1500 B0O-75
04lak - 1000-1200 10-15 1000-1500 50-75
Koyun 12 - 1l4a 1000-2000 10-15 1000-1500 50-75
Kuzu - 1000-1200 10-15 1000-1500 650-75
Domuz 15 - 16 7560-1500 10-20 500-1000 25-756
Tavgan - 25-75 2-3 25-75 2-3 _

a- Alternatif olarak, PMSG uygulamasindan, ineklerde 2-3 giin,
koyun ve kegilerde 1 giin sonra lutolitik dozda PGF2_ verilecekse,
PMSG uygulamasi kegi ve ineklerde siklusun 6-1 ginleri ve
koyunlarda siklusun 6-13 giinleri arasinda yapilabilir.

b- PMSG kas 1i¢i veya deri alti yolla tek dozda uygulanir.

c- FSH giinde bir veya giinde 1iki kez, ineklerde 4-5 giin ve di§er
hayvanlarda 3 giin bélinmiig dozlarda uygulanir.

d- LH wveya hCG damar igi yolla, danalarda siiperovulasyon tedavi-
s1 bagsladiktan b giin sonra, tavsanlarda 3 gin sonra, di§er tiir-~
lerde ise H6strus basladifinda wverilir. ineklerde, koyunlarda ve
kegilerde follikiller geligsgimi izleyerek endojen LH salinimi ola-
caindan, ovulasyon igin gonadotropin enjeksiyon yapilmayabilir.

Gerek laboratuvar ve gerekse ¢iftlik hayvanlarinda,
embryolar arzu edilen gelisim safhalarina gére, 6zel sivilarla

ovidukt yada uterus limeni yikanarak kazanilmaktadir(4,8,10,14,



i5,22,32,33,37,46,52,58,59,63,64,72,75), Embryolarain Kkazanilma-
sinda ovidukt yikamasi ydntemi kullanildifdinda, yirkama fimbriadan
uterueg ydniine yapilabilecedi gibi, uvuterustan fimbria yéniine de
yapilabilmektedir. Ancak Hafez(33), domuz ve kisraklar harig,
difyer tirlerde bazan periovaryan . yapismalar gdzlense de, gok az
kayipla yiliksek oranda embryo elde edildidinden fimbria yéniine
yapilan yikamalarin tercih edildigini belirlemektedir.

Cerrahi yéntemle uterus yikamasinda ise, utero-tubal
baglanti yerine yakin bir yerden kit bir kaniille limene girilir-
ken, kornu uteri de korpus yakinlarinda alttan ve istten bastiri-
larak tesbit edilmektedir. Utero-tubal badlanti yerinden yikama
mediumu, kornu uteri gerginlik kazanincaya kadar verilmekte ve
korpus tarafindan tesbit edilen bélgeye, ucuna polietilen boru
takilmis olan kalin bir kanille girilmektedir. Bdylece embryolar
polietilen boru araciligi ile toplama kaplarina aktarilmaktadir.
DiYer bir yéntemde ise, korpus tarafinda yapilan kiigik bir ensiz-
yon deligdinden balonlu bir foley kateteri uterus kornusunun api-
kal bfilgesine dofdru yonlendirilip balonu sigirilerek liimene tes-
bit edilmekte ve kateter aracilifi ile verilen yikama sivisi tek-
rar ayni yoldan digariya alinmaktadir. Bu islem mevcut enmbryo-
larin tamaminin toplanabilmesi igin birkag kez tekrarlanmaktadir
(4,6,29,33,69,61,64). Cerrahi yontemle embryo kazanilmasi
laboratuvar hayvanlarinain yani sira koyun, keg¢i, domuz, kisrak ve
g1f§irlarda da uygulanmaktadair.

1970’11 yillara kasdar cerrahi olarak uygulanan embryo
transfer galigmalari, bu yillardan itibaren gelistirilen cerrahi
clmayan ydntemle vyapilmaya baglamigtir. Cerrahi olmayan embryo
tranefar tekni§inde, dzellikle biiyiik bag hayvanlarda foley kate-
teri rektovaginal olarak serviksten gegirilerek kornu liimenine
sokulmakta ve balonu gigirilerek buraya tesbit edilmektedir.
Yikama sivisil kateter araciliyyr ile disaridan verildikten sonra,
rektumdaki el yardimiyla uterusa masa] uygulanarak uterus iginde-
ki embryolarin eivi iginde yizer duruma getirilmesi sadlanmakta-

dir. Béylece verilen sivi, foley kateteri araciliy§y ile disariya,
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toplama kaplarina alinmaktadir. Bu uygulamada kazanilacak olan
embryo sayisini artirmak amaciyla, uterus yikamasi birkag kez
tekrarlanmakta ve her kornu igin yaklasik 500 ml yikama s1ivisi
kullanilmaktadir(4,23,33,565,569,61,71).

Embryo transfer galismalarinda kullanilan yikama sivi-
larinin embryolar igin fizyolojik ortami koruyacak yapida olmas:
gerekmektedir. Yapilan aragtirmalar sonucunda, pH de8eri agisin-
dan kanla egit konumda, 7.4 + 0,1 pH’da, izotonik, . osmolaritesi=-

nin de 270 + 5 mOsM‘e egit mivilarin en ideal oldudu ortaya

gikmistir. Ayraica kullanilan mediumda enerji ve protein
kayna$inin da bulunmasi gerekmektedir. Protein Kkaynadi olarak
kristalize Bovin Serum Albumini(BSA= Sigir serumu albumini)
kullanilabilece§i gibi, Fo6étal Buzadi Serumunun(FCS= Fetal Calf
Serum) da kullanilabilece$§i ortaya konmustur. Ayrica yapilan
caligsmalarda, ayni tirden hayvanlardan alinan ve sicakla iglem
gbriip inaktif hale getirilmis homolog serumlar kullanilabilecedi
gibi, heterolog olarak ayni sekilde hazirlanmis serumlaran da
ayni islevi gordigi anlasilmigtir. Arastiricilar godunlukla %1.5
BSA veya %1-2°1lik FCS - ve difer serumlari igeren Dubecco’nun
Phosphat Buffered Salin(PBS) solusyonunu kullanmiglardire.
Bunlarin yani sira kullanilan ekipmanin ve yikama mediumlarinan
steril olmasi gerekmektedir. Mediumda olusabilecek, olasi bir
kontaminasyona karsgi her ml igin 100 IU kristalize penicillin wve
0.5 streptomycin sulfat gibi antibiotikler de katilmaktadair.
Enerji Kkayna$ii olarak glukoz ve pyruvattan yararlanilmakta-
dir(7,9,11,12,23,29,33,34,37,38,55,58,59,61,74). Embryolarin is1
defjigimlerine gok duyarli olduklari yapilan arastirmalar sonucun=-
da ortaya konulmustur. Bu nedenle kullanilan tim malzeme, yikama
ve saklama mediumlar:i 379C‘ta ayarli olmalaidar.

Kazanilan embryolar, zonalarinin durumu, hiicresel homo-
jenlik ve gelisim durumlarina gére dederlendirmeye alinirlar.
Sidirlarda ve kisraklarda uterus yikamasi ile kazanilan embryo-
lardan, deferlendirme sonucunda sadlikla: ve kazanildigi anda

bulunma=sl gereken gelisme durumuna uygun oldudu belirlenen emb-



ryolar, payetlere gekilip +transfer kateteri 1ile alicinin kornu
uterisinin apekeine kadar girilerek ©birakilirlar. Laboratuvar
hayvanlarindan kazanilan embryolar da yine, sa$liklas olarak
dederlendirildikten sonra pastér pipeti araciligi ile Kazanildik-
lari yere denk olarak transfer edilirler(6,23,33,34,55).

2.3. TAVSANLARDA EMBRYO TRANSFERi:

Embryo transfer galigmalar:i ilk olarak tavganlar {ze-
rinde baslatilmigtir. Heape’nin 1890 yilinda baglatmig oldudu
galismalar 1920°1i ve 1930’lu yillarda daha bilingli ve daha ay-
rintili olarak devam ettirilmigtir. Tavganlarda embryo transfer

galigmalari aga§ida gbériilen program dahilinde yapilmaktadair.

1- Vericilerin hazairlanmas:i {siperovulasyon).
2- Embryolarin kazanilmasi.

3- Kazanilan embryolarin de8erlendirilnesi.
4- Alicilarain hazirlanmasi (senkronizasyon).

6~ Embryolarin transferi.

2.3.1. Vericilerin Hazirlanmasi(siliperovulasyon): Tav-

sanlarda normal olarak 4-12 arasinda ovulasyon olusmaktadir.
Embryo +transfer g¢alismalarinda temel amag, kazanilacak olan
embryo sayisini artirmak oldufiundan gonadotropinlerin digaridan
verilmesl zorunludur. Eksojen olarak verilen gonadotropinler baz:i
hayvanlarain gl. pituitaria’larindan(FSH-LH) i2ole edilebilece§i
gibi, gebe kisraklarin serumundan(PMSG), menapoza girmisg kad1n-.
lardan da (HMG) izole edilmektedir. Hafez(32) tavsanlarda slpero-
vulasyonu olugturmak ig¢in PMSG’nin 25-756 IU’lik, FSH’in 2-3
mg’lik dozlarinin siiperovulasyonu olugturaca$ini bildirmektedir.

Adams(3), tavsanlarda silperovulasyonu sadlamak igin
atin anterior pituitari ekstraktini kullandi&ini, verici olarak
kullandigi 25 hayvanda, tavsan basina orialama olarak 39.8 + 2,3
adet embryo kazandi§ini bildirmistir.
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Rottmann ve ark.(69) yaptiklar:a aragstirmada, tavsan-
larda siiperovulasyonlari olusturmak igin 60 IU PMSG ve bundan 72
saat sonra ovulasyonlari olusturmak igin ive. olarak 60 IU hCG
kullandiklarini agiklamigtir.

Kiligogdlu ve ark.(52) tavsanlarda yaptiklari embryo
transfer galismasinda 150 IU PMSG enjeksiyonu ile ovaryumlarda
siperovulasyonu olugturduklarini ve PMSG enjeksiyonundan 66-72
saat sonra da 50-75 IU hCG°yi iv. olarak verdiklerini, donorlaran
ovaryumlarinda ortalama 19 + 1 pvulasyon olustudunu ve yikamalar
sonrasinda 20 tavsandan 187 embryo kazandiklarini bildirmisler-
dir.

Ozkoca ve ark.(64)°nin yaptidi galigmada, =iipsrovulas-
yon ig¢in donorlara 150 1U PMSG ve bundan 72 saat sonra da 100 IU
hCG enjeksiyonu yapmislardir. PMSG’nin iki farkli preparatina
kullanan aragtairicilar, ilk grupta ortalama 8.66 + 4,93 gadet
ovulasyon odagina karsin 5.0 + 4,35 adet embryo kazanildidini,
diger preparatin kullanildidi grupta ise ortalama 11.0 + 32.82
adet ovulasyon odadindan ortalama 6.5 + 5,80 adet embryo
kazandiklarini bildirmiglerdir.

Paria ve ark.(67), FSH’1 0.1 mg’lik dozlarda giinde iki
kez olmak lzere, 3 giin Ustiste enjekte etmigler ve son enjeksi~-
yondan 12 saat sonra 25 IU’lik hCG’yi iv. olarak vermiglerdir.
Fisher(27) ise yapti8i calismada, seksiel olgunluda erigmis tav-
ganlarda FSH-P preparatini giinde iki kez olmak lzere, 0.3 mg°lik
dozlarda 3 giin iGstiiste wuygulamig ve ovulasyonu saflamak igin de
75 IU’lik dozda hCG preparatini iv. olarak enjekte stmigtir.

Maurer (59) embryo kazanimi igin hazirlanacak olan tav=-
ganlarin, kiigik irklarda 5 aylik, biyik irklarda 6 aylik olmala=-
rini, kullanaimdan 18=-21 giin ©6ncesinde bireysel olarak kafeslere
alinmalarinin gerektifini, kigik 1irklarda giinlik 200 g., biyik
irklarda 250 g. %17-18 oraninda protein igeren tavsan rasyonu ile
beslenmelerinin gerektidini bildirmistir. Ayrica barinaklarda
isi1klandairmalarin kontrollu olarak 12 saat aydainlaik 12 saat

karanlik veya 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik periodlarainda,



barinak sicaklifinin 18-20°C‘da ve nemin $50-55 oraninda olmasi~
nin gerektidini bildirmigsgtir. Arastirici siperovulasyonu sa§lamak
igin, methilcellulose 1ile %1 oraninda sulandirilmig FSH.P’nin
giinlik O0.4 mg’lik dozda, 4 gin siire ile sc. olarak enjekte edil-
meginl ve 4. gin 0.5 mg/kg dozda LH.P hormonu veya 25 IU hCG’nin
iv. olarak verilmesinin gerektigini bildirmistir.

Embryo transfer galismalaranda, hayvanlara verilen =sii-
perovulatér ajanlara kargi antikorlar olugabilmektedir. Tekrarla
plarsk yapilan uygulamalards bu olay gdz 6ninde bulundurulmal:i-
dir. Bu konuyla 1ilgili olarak Adams(2), 1953 yilinda yapmig
oldudu caligmasinda su agiklamalari yapmistir: Aragsgtirici 12 haf-
talik albino tavsanlarda siperovulasyonu olusturmak i¢in, at
pituitari ekstraktini 12 saat arayla 6 kez deri alti yolla enjek-
te etmig, bu uygulamayi 28 gin arayla ayni hayvanda tekrar etti-
ginde, hayvanlarin %95°inde ovaryum reaksiyonlarinin zayif ve
ovulasyonlarin gergeklesmedidini gdzlemlemistir. Ayni inceleneyi
cinsel olgunluktski hayvanlarda yaptiklarinda ise, ovaryum reak-
glyonlarinin normal reprodiiktif faaliyettekine ey oldufjunu ve
ovulasyon sayisinin ise fizyolojik sinirlar iginde kaldidini bil-
dirmigtir. Bu olayi kanitlamak amasciyla, pituitari ekstrakt:i uy-
gulanmig hayvanlardan alinan plazma, hi¢ hormon uygulamasi yapil-
mami§ hayvanlara verilmis ve daha sonra bu hayvanlara pituitari
ekstrakti enjekte edildiginde, ovaryumlarda siiperovulasyon reak-
giyonlarinin inhibe oldufunu gédzlemlemistir.

Tavsanlardaki siiperovulasyon ydntemlerini inceleyen
Illera ve ark.(40) yaptiklari arastirmada, PMSG ile HMG’nin
etkisini karsilagtirmiglardir. Yeni Zellanda ile Kalifornia
melezi 8 + 2 aylik tavsanlarda yaptiklari galismada PMSG ve HMG
uygulamalarini, kontrol gruplari ile karsilagstirmisglardir. Arag-
tiricilar 120 10 PMSG’yi im. olarak uygulamiglar, 60 saat sonra
da 60 IU hCG’yi iv. olarak vererek hayvanlari g¢giftlegtirmigler-
dir. HMG grubunda ise 12 saat arayla 10 IU’lik dozlarda 6 en-
jeksiyon yapmigslar, son enjeksiyondan 12 saat sonra da iv. olarak
60 ID hCG vererek tavsanlari giftlestirmiglerdir. Citlegmeden 62
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saat sonra ovidukt ve uterus yikamasi ile embryolari kazanmiglar-
dir. Yaptiklari karsilastirmalar sonrasinda PMSG uygulanan hay-
vanlarin ovaryumlarinin, HMG ve kontrol gruplarina oranla daha
genis g¢apta oldugunu, fakat HMG uygulananlarda ovule olmayan
follikil sayisinin diderlerine gore digik oldudunu tesbit etmig-
lerdir. Yapilan uygulamalar sonrasinda elde ettikleri ovaryum

reaksiyonlari ve elde edilen embryo sayilari Tablo 4°’'de gosteril-

migtir.,
Tablo 4. Siperovulasyon uygulamalari ve sonuglara.
Preparat Toplam fol. CL. sayis1 Embryo Ovulasyon Enbryo
sayisi =ayisi Orani % Orani %
PMSG 46.7 + 4,58 26,6 + 2.8B 26.2 *+ 4.7 59.9 S8.50
Kontrol 15.5 + 0.5 11.0 + 1.0 10.5 + 0.5 71.61 94.59.

Arastirci HMG uygulanan hayvanlarda, ovaryum ebatlarinin Kkigik
olmasgina karsgin en iyi sonucu HMG’nin verdigini bildirmigtir.
PMSG wuygulamalarinda siperovulatdér dozun, HMG ve FSH
uygulamalarinda oldudu gibi tek enjeksiyonla veya lige boOliinerek
verilmesi de mimkindir. Bu konuyla ilgili Gabler(28) vapmis oldu-
8u galigmada PMSG, HMG wve FSH.P’nin farkli dozlarini, wverilis
yéntemlerini ve sonug¢larini karsilastirmastir. Hormon kombinas-

yonlari ve dozlari Tablo 5°de gérilmektedir.



Tablo E. Hormon kombinasyonlari ve dozlari.
Hormon Haywvan 1.gin 2.giin 3.gin 4.gin b.gin
Kombin. EAY1E1l _
PMSG/hCG 6 30-50I0 30-50IU0 30-501I0 - BO-100I0iv
FMSG/hCG 17 7510 im 75I0 im 75I0 im 10010 iv -
PMSG/hCG 6 100IUim 100IUim 100IUim - 100 I0 ivw
PMEG/hCG 11 50-100 50-100 E0-100 - 50-100I0iv
' ID im ID im IU im
HMG/hCG 3 2510 im 2510 im 2BI0U im 100ID0 iv -
HMG/hCG 5 26I0 im 25BI0 im 251U im - 100 IU0 iwv
FSH./hCG 22 2%¥0.5 mg 2x0.5 mg 2x0.5 mg 100I0 iv -
im im im
FSH.FP/LH.P 63 2x0.5 mg 2x0.5 mg 2x0.5 mg 2x0.5 mg 2.5 mg iwv
im im im im
FSH.P/LH.P 37 2%0.5 mg 2x0.5 mg 2x0.5 mg 2x0.5 mg 3.1 mg iv
im im im im
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Aragtiricainin - verdidi bu sonuglara gére, hayvan basgina
disen ortalama déllenmis embryo sayisi esas alindiginda, 30.1 ile
FEH.P/LH.P kombinasyonu en iyl sonucu vermigtir. Diderleri 1ise
siraegiyla 29.0'la FSH.P/hCGE, 23.0'1la 2.grup HMG/hCG, 13.3‘1le 1.
grup HMG/hCGE uygulamasi, 12.7 1ile 225 IU0 PMSG/ 100 1IU0 hCG
uygulamasi, 9.8°le 300 IU PMSG/ 756 IU hCG uygulamasi, 1.3’le 225
I0 PMSG/ 7B IU hCG uygulamasi ve sonuncu olarak da 0.6 ile 120 10
PMSG/ 75 1IU hCG uygulamasi sirayil almaktadar.

Illera ve ark.(41), yapmig olduklari galismada tavgan-
larda siiperovulasyon igin kullanilan PMSG ve anti-PMSG uygulama-
ginin ovulasyon sonrasil embryonik gelisime olan etkisini aragtir-
miglardir. Bu amagla siperovulasyon 1ig¢in tavsanlara 120 IU PMSG
uygulayan ve 72 saat sonra onlari g¢iftlegtirip 60 IU hCG’yi iv.
aplike eden arastiricilar, giftlesgsmeden 3 saat sonra hayvanlara
yine iv. olarak 0.26 ml anti-PMSG vermiglerdir. Fizyolojik olarak
giftlegmeden 10-12 saat sonra gergeklegen ovulasyonlarain, silipero-
vulasyon tedavisi yapilmis hayvanlarda ne 2zaman olustudunu
bilemediklerini belirten aragtairicilar, tavganlari giftlegmeden
16 ve 24 saat sonra d6ldirerek embryolari kazanma yoluna gitmigler
ve 16. saatte 6ldirdikleri PMSG ve anti-PMSG uygulanan hayvanlar-
dan déllenmlis higbir embryo KkKazanilamazken, bunlarin yerine
kumulus hicreleri ile kaplanmig durumda ovumlar elde edebildikle-
rini bildirmiglerdir. PMSG ve anti-PMSG grubunda 24 saat sonra
6ldirdikleri hayvanlardan elde ettikleri sonuglari, kontrol grubu
sonuglari ile karsilagstairan Illera ve ark.(41), siiperovulasyon
grubunda hayvan bagina ortalama 21.25 + 3,4 adet zigot konumunda
embryo kazanilirken, kontrol grubunda ise ortalama 10.5 + 0,5
adet 2 blastomerli embryolar elde ettiklerini bildirmislerdir.

Weber(73) yapti8:r ¢alismada 2.5 mg FSH.P uygulayarak
siiperovule ettiyi tavganlarda ve kontrol grubunda embryolarin
kazanilma oranlariniy sirasiyla %91.6 ve %96.9, bunlardaki
fertilizasyon oraninin 1ise sirasiyla %86.3 ile $%88.2 olarak
bildirmistir. |
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2.3.2., Embryo Kazanilmasi: Tavsanlarda embryo Kkazanil=-

masl, kazanilacak olan embryolarin istenilen gelisme durumlarina

gbre, farkli yoéntemlere dayanmaktadir.

Tavsanlarda temel olarak cerrahi yéntemlere dayanan em-
bryo kazanilmasi, ovidukt veya uterus limeninin yaikanmasi ile
gergeklestirilir. Genital kanal limeninin yikanmasi, operatif
olarak(in vivo) gergeklegstirilebilecedi gibi, hayvan uygun bir
sekilde ©6ldiridldikten sonra genital organlari fizyolojik
solusyonlar igine alinarak petri kutulaél iginde(in wvitro) de
yapilabilmektedir.

Gelisimlerinin ilk 72 saatine kadar olan embryolaran
kazanilmasiy igin ovidukt yikamasi gerekmektedir. 60. saatten
sonra embryolarin bir kismi uterus limeninde, bir kisminin ise
oviduktta bulunmasindan bu doénemde hem uterus hem de ovidukt
yikamasi yapmak gerekir. 72 saatten sonra ise embryolarin tamama
uterus limeninde bulundugu igin, uterus yirkamasi
yapilmalidir(33,34). ‘

Operatif olarak embryolarin kazanilmasi igin hayvanlara
genel anestezi uygulanmalidir. Tasanlarda genel anesteziyi safla-
mak Rgin, Kiligodlu ve ark.(52) iv. olarak nembutal sodium kul-
lanmislardir. Ayni amag igin Maurer(52), pentobarbital sodium’u
50 mg/ml yodunlukta 1 ml’si hizli ve devaminda genel anestezi
olusuncaya kadar, dakikada 0.2 ml olarak enjekte edilmesini
6énermistir.

Operasyon igin genel anestezi saglandiktan sonra, me-
dian hatta, inguinal bélgeye yakin 2-3 cm’lik bir ensizyon yapi-
lir ve ovaryumlar, ovidukt ve uterus ensizyon hatti digina gikar-
tilirlar. Kazanilacak olan embryolarin gelisim safhalarina gdre,
yikamanin yapilacadr yere karar verilir ve kanal limeni embryolar
igin izotonik, uygun pH ve osmolaritede, 37°C’da protein ve ensr-

ji kaynadi igeren solusyonlarla yikanir(21,27,31,32,33,48,5%9,69).,

a~- Ovidukt Yikamasi: Aragtiricilar ovidukt yikamasinin

fimbriadan uterus yoniine veya uterustan fimbria yonine yapilabi-
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lecedini bildirmektedirler. Ancak uterustan fimbria yoéniine yika-~
mayi, gerek uygulamadaki kolayligi ve gerekse kazanilan embryo
sayisinin daha yiksek oranda olmasi nedeniyle tercih eden arasti-
ricilar gounluktadir(10,14,15,32,37,38,52,58,61,75).

Maurer(59), oviduktan embryolarin toplanmasi igin, 30
cm uzunludunda polietilen bir boru ucunun oviduktun fimbriaya
agilan Kismina 2 cm Kkadar sokulmasini ve ucu kKaugukla kaplanmisg
minyatiir pens veya buldog klamp’i ile tesbit edilmesini, diger
taraftan 20 numara, ucu kitlegtirilmis kanil ile uterus duvarin-
dan gegilip utero-tubal bafilanti: yerinden ovidukt i¢ine sokulma-
sin: ve %0.1 BSA igeren kiltir mediumu ile fimbria yonine dofru
1560 mm boyutlarindaki steril petri kutularina yikanmasini
dnermektedir.

Oviduktun in vitro olarak yikanmasi ise, petri kutusuna
aktarilmis olan genital kanalain iginden az énce anlatilan yontem-
de oldufiu gibi, yikama sivisinin gegirilmesi ile yapilabildidgi
gibi, organlarin Kiyilmasi ile de embryolarin kazanilmasi miimkin-
dir. Petri igine alinan organlarin ©Oncelikle etrafindaki yaf
dokularindan arindirilmasi gerekmektedir. Ovidukt tamamen parca-
lanarak mevcut embryolarin, petri kutusu igerisindeki mediuma
dailmalari safjlanir. Bu sairada embryolarla birlikte, doku parga-
lari ve kan hiicreleri de serbest hale gelirler. Embryolarin, doé-
kiintiilerden zarar goérmesini onlemek amaciyla en kisa zamanda or-
tamdan uzaklastirilmalar:i gerekmektedir(4,12,33,37,48,52,55,59).

b- Uterus Yikamasi: Tavsan embryolarini 72 saat sonra-
sindaki gelisim devrelerinde kazanmak igin, uterus yikamasa
yapllmaktadir. Uterus yikamasi yine ovidukt yikamasinda oldudu
gibi, in vitro ve in vivo olmak (zere iki sekilde gereklestiril-
mektedir.

Adams(3,4), embryolarin in vitro olarak uterustan top~=
lamak igin sdyle bir yontem izlemistir: Oldirildikten sonra tav-
sanlarain uteruslari daisariya alinmakta ve etrafindaki yad

dokularindan temizlenmektedir. Uterus, mezovaryumlaran yaplstléi



- 22

kenarin kargi yiiziinden, longitudinal olarak ensize edilmekte ve
agilan uterus 1ki ucundan digli bir pensle tutularak limeni
asadiya gelecek sekilde, 6 ml %0.9°luk NaCl solusyonu igeren saat
camlarindan 20 kez gegirilmekte, béylece de 1limende bulunan
embryolarin sivi igine gegmesi saflanmaktadir. Adams, bu iglemi
yaparken kan hiicrelerinin ortama karismasainin mimkin oldufunca
engellenmesi gerektifini bildirmektedir.

UDterustan embryolarin kazanilmasi ile 1l1gili oclarak ise
Hafez(33), in vivo yapilacak olan yikama ydonteminin utero~-tubal
baylanti yerinden, serviks yonine dodru gergeklegtirilmesini
dnermektedir.

in vivo olarak uterusun yikanmasi igin Maurer({59), va-
ginanin kranial kismina kiigik bir ensizyon agilarak ucu d459-90°
agida efilmis ince pastdér pipetinin, ensizyon hattindan igeriye
yénlendirilmesi ile eserviksin gegilebilecedini bildirmektedir.
Aragtirici: serviks gegildikten wve pipet, serviksin izerinden
parmaklarla tesbit edildikten sonra, utero-tubal baglantr yerine
yakin bir yerden kit bir kaniille girilerek, kornunun 5 ml veya

daha fazla mediumla yikanmasini énermektedir.

2.3.3. Kazanilan Embryolarin Deferlendirilmesi: Gerek

ovidukt ve gerekse uterus yikamasi ile kazanilan embryolarin
klasifikasyonu ve kaliteleri hakkinda bir karara varmak gerekir.
Embryo transfer wveya in vitro kiltir g¢alismalarindan bagarail:
sonuglar alabilmek igin, erken dodénemde, 6zellikle ilk 24 saatte
kazanilan embryolarin déllenip déllenmedikleri, sonraki gelisme
safhalarinda ise 2zonalarin durumu, blastomerlerin gsayirlars:,
blastomer biyiikliiklerinin homojen olup olmadiy§as ve blastomer
gitoplazmalarinin durumlari, ileri safhalarda 1ise embryolarin
saglikly gbrinip gdrinmedid§ili hakkinda karar vermek oldukga
6nemlidir.

Magrer(ss), kazanilan embryolarin fertilize olup olma=-
digaini saptamak igin, erkek ve disi proniikleuslaranin varlifini

belirlediklerini, daha ileri safhalarda béliinmelerin baglayaip



baslamadi$ina dikkat ettiklerini bildirmigtir. Arastirici, boélin-
me gbdsteren embryolarin sa$jlik durumlariniy belirlemek igin ise,
geligim dizeyi, morfolojik yani blastomerlerin Gniform gbri-
nimleri, blastomer doku yapisinin homojenlidi, zona pellusidala-
rinin kalinli§i, misin mantonun varli§:i gibi noktalari gdz Odnitne
aldiklarini belirtmigtir.

Embryo transfer programlaranda Kkullanilacak olan em-
bryolarda ise Hafez(33), asadida siralanan defektlerden herhangi
biri gériildiginde, embryonun elden gcikartilmasa gerektigini
bildirmistir.

a- Defisken, iniform olmayan biyiklikteki blastomerler,

b- morula iginde hiicresel yikaintilar,

c= ovallesmis zona pellusida iginde dejenere blastocyst
gokintisi bulunmasi,

d- pargalara ayrilmig mitotik figir,

e- képik gorinisli blastomerler,

f- sitoplazmik ve niklear materyalin pargalanmasi,

g=- morula veya blastocystiin anormal sekli.

Embryolarin mikroskobik dederlendirilmesinde Hafez(33), 40 biyit-
meden 200 bilyitmeye kadar olan mikroskoblari kullanmigstir. Arag-
tirici yine bu kontrollar sirasinda, embryolarin taze mediumlar
igerisinde ve mediumun buharlagmasaini, ayrica mikrobiyel kontami-
nasyonu engellemek amaciyla parafin vya$ia ile o6rtili olarak

saklanmasinin yararli olaca$ini belirtmigtir.

2.3.4. Alicilarin hazairlanmasi{senkronizasyon): Embryo

transfer galigmalarinda bagarili sonuglar alinmasi istenildigin-
de, verici(donor) ve alici(recipient) arasainda yakin bir ostrus
senkronizasyonu gerekmektedir. Bu amagla Chang(17), alicilarda
ovulasyonlari ve sonrasinda yalanci gebelidi olusturmak icin ve=-
ricilerle denk olarak gonadotropin enjeksiyonu yapilmasina

énerirken, Hafez(31) alicilarin ovulasyonlarinin saflanmasinda



vasektomize erkekle ¢giftlestirmeyi tercih etmistir.

Maurer ve ark. (67) transferlerden 23-63 saat énce, kg
canli afiirligda 0.5 mg LH.P uygulayarak alicilarda ovulasyonlari
uyarmiglardir. Bu galismada, LH enjeksiyonu ve hemen akabindeki
¢giftlegtirmelerden 28-32 saat sonra kazandiklari embryolari, 0,
24, 36, 48, 62, 72, BB ve 96 esaat Kkiiltire ettikten sonra transfer
etmisglerdir. Kiltir =siirelerine goéore alicilarin, transferden 23
l1le 63 sazat 6ncesinde LH enjeksiyonuna tabi tutulmalarinin sebe-
bini, embryolarin in wvitro geligimlerinin yavag olduliuna badlayan
aragtiricilar, embryolarin transfer anindaki gelisim durumlar:
ile alicilarin fizyolojik durumlarini denk getirmeyi amag
edindiklerini bildirmiglerdir.

Adams(4) alicilarda ovulasyonlari saflama ydntemlerini,
onlari vasektomize erkekle g¢iftlestirme, veya hCG yada bunun
verine LHRH gibi hormonlarin iv. olarak enjekte edilmesi geklinde
siralamigtir. Arastirici, 39 disiye 0.2 ml{0.8 ug) LHRH iv. ola-
rak verdifinde, tavsanlarin tamaminda ovulasyonun olustudunu,
ortalama 4180 + 112 g. adirliktaki 2 yagli 33 tavsanda, bu uygu-
lama sonrasinda ortalama tavsan basina 10.42 + 0,49 adet ovulas-
yon olugtufunu ve ovulasyon sayisinin hayvanin agirlid:r ile dodru
orantili olarak arttifini veya azaldidina belirtmistir. Ayrica
tekrarlanan hCG uygulamalarainda, bu preparata kargi hayvanlarda
bir resistansin olustugunu, bu nedenle uygulamalarin 3 defalik
aplikasyonlarla sinirlandirilmas: gerektigini bildirmistire.
Yaptif§s gdzlemlerde bu resistansin LHRH preparatina kargi
olusmadifini sdylemektedir.

Adams(3) tavsan embryolarinin 1-4 ginlik kialtir period-
lar: sonrasinda onlarin gelisimlerini incelediyi ¢alismasinda,
alicilarin senkronizasyonunun embryolarin kronolojik yaslarina,
yani, ovulasyonlardan transfer edilinceye kadar gegen zamana gbre
dedil de, bunlardan daha ©énemli olan gelisim durumlarina gore
yaptiklarini bildirmislerdir. '

Seidel ve ark.(70), tavganlarda in vitro fertilizasyon

ve kiiltir g¢alismalara ile ilgili olarak yaptiklari aragtirmada,



kazandiklari ovumlari in vitro kosullarda fertilize ettikten
gonra, sirasiyla 26, 36, 48, b4, 72, ve B4 saat sire igin kiltire
etmiglerdir. Kiltire ettikleri bu embryolari, LH enjeksiyonu ile
genkronize ettikleri alicilara sirasaiyla, 10, 11, 20, 36, 40, ve
46 saat sonra transfer etmislerdir. Arastiricilar, killtir period-
lari ve yalanci gebelik siireleri arasindaki bu farkliliklara, in
vitro kogullardaki gelisimlerin gecikmesini gbz o6énine alarak
vaptiklarini agiklamislardair.

in vitro olarak kiltire edilmis embryolarin transferle-
rinde, alici senkronizasyonunun ©nemini vurgulayan Fischer(27),
galismasinda in vitro kiltir kosullarinda embryolarin geligsimle-
rinin gecikmeye udradigini, 3 ginlik embryolari 48 saat siire igin
standart mediumda kiiltire ettiginde, bu gecikmenin 1 giin civarin-
da olduunu ve bu aksamanin 4«5 glinlik blastocystlerde daha
belirgin olarak ortaya g¢i1ktigaini bildirmistir. Arastirici bu
aksamalarin boyutunun, embryolaran geligim safhalarai yaninda,
mediuma eklenen katki maddelerine de ba$li oldudunu bildirirken,
kiltir ortaminda ortaya ¢ikan bu gecikmelerin reversibl oldudunu,
embryolarin uterusa +transferlerinden kisa bir siire sonra, bu
farkin ortadan kalkti§ini belirtmistir.

Bagska bir galismada ise Hartung ve ark.{(36), in vitro
sartlarda kiiltire edilen embryolardaki gelismelerin geri kalma
nedenlerini elektron mikroskob diizeyinde incelemisler ve yaptik~
larr arastirmada in wvitro kiiltirde olusan bu gecikmelerin
belirgin morfolojik bozukluklarla beraber gdzlendigini
bildirmigslerdir. Bu de§isikliklerin transferden 24 saat sonra or-
tadan kalkabilecedini bildiren arastiricilar, bu dizelmenin ancak
embryolarin gelisim devresine uygun alicilara transfer edildikle~
rinde gbérilebilecedini, fakat embryolarin kronolojik yaslari ile
denk alicilara transfer edildiklerinde ise bdyle bir olayin olusg-

madigini belirtmiglerdir. Aragstiricilarin bulgulari 24 saatlik in
vitro gelisimin, sadece bir kag saatlik in wvivo geligime denk
olabilecedini gdstermektedir.
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2.3.5. Embryolarin Alicilara Transferleri: Embryo

transfer c¢alismalarinda embryolar, kazanildiklari bdlgeye ve
geligim Jdurumlarina gdre alici genital kanalinin uygun bir
bélgesine transfer edilirler.

Senqunizasyon béliminde de de&inildigi gibi, 6zellikle
kiiltire edilen embryolarin kronolojik yagslarina gbre dedil de,
geligim durumlarina gdre transferlerinin gergeklestirilmesi
oénemlidir. Taze embryolarin direk transferleri gergeklegtirile-
cek iee, transferlerin yapilaca§i bdlgenin embryolarin kazanil-
diklari: yere eg deler olmasi esastir. Buna gdre embryolar,
oviduktan kazanilmig ise ovidukta , uterustan kazanilmig ise ute-
rusa transfer edilirler.

Fischer(27) 24 saat sire igin kaltire ettikleri 3-4
giinliik tavsan embryolarini, cerrahil yolla uterus duvarina yapilan
punksiyondan pastér pipeti ile girilerek, herbir kornuya 7-17
adet embryoyu 80 ul‘den kiigilk hacimlardaki medium iginde transfer
etmigtir. Transferden 24 saat sonra, embryoclari tekrar disariya
alan arastirici kiltir asamasindaki gelisimsel gecikmelerin
revereibl olup olmadifiani arastirmistir. Arastirma sonucunda
embryolarda gézlenen gelisimsel gecikmelerin uygun bir aliciya
traneferleri yapildigi taktirde reversible oldudunu ve bu
gecikmelerin transferden kisa bir =siire sonra ortadan kalktigdina
bildirmigtir.

Bu konuyla ilgili olarak Hafez(33), tavsanlarda oviduk-
ta yapilacak olan transferlerde, ¢ok az miktarda medium iginde
uygun' sayidaki embryonun pastér pipeti ile fimbriadan Qvidukt
igine girilerek, infindibuluma kadar 1ilerleyip bu bdlgeye
verilebilecefdini oénermektedir.

ilkemizde Kiligo$§lu ve ark.(52) tarafindan tavsanlarda
yapilan embryo transfer galismasinda, iki blastomerli embryoiarln
trangferleril sonrasinda %20 oraninda gebelik elde edilmisgtir.

Ozkoca ve ark.(64) tarafindan 1984 yilinda yapilan g¢ga-
ligmada ise, giftlesmeden 24 ve 48 saat sonra kazandiklari toplam

327 embryonun 25 tanesini 5 aliciya transfer eden aragtiricilar,



alicilardan sadece birinde gebelik olustudunu, bu gebelik sonunda
da bir adet 6ld yavru elde ettiklerini bildirmislerdir. Yaptik=
lari bu galismanin bir boéliminde ise, kazandiklari embryolara
ototransfer ile tekrar kendi annelerine verme yoluna giden ve bir
hayvana 4 adét, diderine ise 11 adet embryo transfer eden
aragstiricilar, transferler sonrasainda ilk hayvandan 2, ikinciden

ise 4 adet yavru elde ettiklerini bildirmislerdir.

2.4, Vericilerden Kazanilan Embryolarin in Vitro Ko-

gsullarda Saklanmasi:! Embryo transfer c¢alismasinda kazanilan

embryolar genital kanaldan disariya alaindiktan sonra, onlarain

canliliklari dzerine, barindirildiklari ortamin oldukga fazla et-
kisi bulunmaktadir. Bu ortamin belirli sartlara sahip olmas:
gerekmektedir. Efer, uygun bir ortam hazirlanamaz ise, embryolar
canliliklarani yitirip 6lmektedirler.

In vitro olarak embryolarin saklanmasi denildiginde,
embryoclarin geligimlerini devam ettirebilecekleri uygun
i1si1larda(37-389C) ve ortamlarda(pH, nem, besin, osmolarite) ba-
rindirilmasi hem de disik 1silarda geligimlerinin yavaslatilmas:
veya dondurulmasi akla dgelmektedir. Ancak bizim esas konumuz
tavsan embryolarinin in vitro kosullarda gelisimlerini saflamak
oldufundan, bu bélimde daha gok bu konuya dedinilecektir.

Biggers(6), memeli smbryolarinin genital kanal disinda
kiltire etme galigmalarinin, doku kiltirinin bulunmasindan hemen
sonra baslatildigini bildirmistir. 1912°de California Universite=-
sinde Mark ve Long’un rat ve fare embryolarinin gelistirilmesi
Gzerinde caligmalar yaptidini, bu galigmay:r yaparken her iki
tirdin in wvivo geligimi ile in wvitro gsartlardaki geligimlerini
kargilastirmaly olarak arastirdiklarini bildiren yazar, ayni
donemde 1912 ve 1913‘lerde Briksel Universitesi’nde Brachet’in
tavsan blastocystlerini in vitro sartlarda kiiltire ederek, daha
bagarili sonuglar elde etti¥dini bildirmistir.

Pek ¢ok yazarin belirttidne gdére, memeli embryolarinin
kiiltire edilmeleri 1930°1lu yillarda Pincus, Castles, Hammond, Fell
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gibi aragstiricilar tarafindan ele alinmig, gegitli kiltiar teknik-
leri ve g¢egitli mediumlar gelistirilmigtir. Bu arastiricilarin
edindikleri bilgiler do4rultusunda ileriki yillarda daha bagarila
aragtirmalar yapilmistir. ilk dénemlerde yapilan arastirmalarda
si1klikla plasma, serum gibi do8§al kaynaklardan kiiltir mediumu
olarak yararlanilmig, daha sonraki g¢aligmalarda ise dofal katk:
maddelerinin de bulundudu sentetik mediumlardan yararlanilmaya
baglanmigtir(12,13,33,49,55,59,61,75).

Yapilan tim aragtirmalarda, in vitro sartlarin, in vivo
ortama en yakin dizeyde olmasi prensip edinilmigtir. Son zaman-
larda yapilan galismalarda, wuterus endometriumu ve ovidukt
epitellerinin yaptif§r salgidan yararlanma yollarina gidilmisg ve
bu sisteme CO-CULTURE sistemleri adi verilmistir. Embryolarain
kitltirlerinin yapilaca8i petrilerde dncelikle kaplarin yiizeyinin
endometrium epitelleri ile kaplanmasi sallanmakta, daha sonra bu
epitel yiizey iizerinde embryolar kiiltire edildidinde, geligimlerin
desteklendidi ve daha 1yl sonuglar alindiy§ir belirtilmektedir
(12,68,72). Bu yoénteme benzer olarak Eyeston ve ark.(26)’nin
yapti§1r calismada, s1§ir zigotlarini kiltiire edecekleri TCM 199
mediumuna %10 FCS 1lavesi yapildiktan sonra, medium ovidukt
hiicreleri 1le =sispansiyon haline getirilmesi ve hiicrelerin
salgilara: tarafindan mediumun zenginlestirilmesini safjlanmistir.
Elde ettikleri bu mediumla si1841r zigotlarini 6-9 giin sirelerde
kiiltire etmigler wve bu siire igerisinde kullanilan mediumu
tazeleme yoluna gitmemislerdir. (Calisgmada hicrelerle mediumun
siispansiyon halinde bekletilme siirelerinin, elde edilen
desteklenmis mediumun dondurulmasinin ve mediumun cegitli
konsantraéyonlarda sulandirilmasinin etkisini arastirmiglardir.
Caligma sonucunda ovidukt hiicreleri iie desteklenmis mediumun
dondurulmasinain, mediunun embryotrofik etkisine zararla
olmadi@ini, digik i1silarda uzun siire saklanabilecef§ini, ovidukt
hiicreleri 1ile 48 saat nuamele edilmisg ve sulandirilmamisg

mediumlarda en iyi sonucu elde ettiklerini bildirmislerdir.



2.4.1. in Vitro Kiiltir Sistemleri: Embryolarla yvyapilan

in wvitro kiiltir galisgmalarinin tarihsel siireci igerisindeki
aragtirmalarin sonuglarina gdére, g¢egitli Kkisiler tarafindan
ortaya atilmig kiiltir sistemleri ve kiltir kaplari mevcuttur.

Brister (12) tarafindan ortaya konulmusg, g¢egitli yapi-
larda kiiltir kaplari bulunmaktadir. Bu Kkiiltir kaplari sirasiyla
ele alindiginda;

a- 15x60 mm(Falkon) ©6lglilerinde, plastik, bir defalik
petri kutulari kullanilabilmektedir. Petri igine konulan 10
ml’lik parafin ya8:r tabanina, 50-100 ul‘’lik hacimlarda embryolara
igeren kiltir mediumlari yerlestirilmektedir. Parafin yaginin bu-
harlagmay:r o6nledidgi gibi, mediumun kontaminasyonunu ve gaz difiz-
yonunu kontrol altina almakta da yardimci oldudu bilinmektedir.

b~ Bu sistemde 15x60 mm O6lgiilerinde olan ve igine 10 ml
parafin va§i konulan plastik petri kutulari ile kiltir mediumunu
igeren ig gapi 1-2 mm olan kiigik kapillar tipler kullanilmistair.
Embryolary: igeren medium, kapillar +tipler 1i¢ine, tipin (st
kisminda kiligiik bir hava bosludu kalacak sekilde konulur. Daha
sonra mediumla beraber embryolari igeren bu tipler petri kutular:
igindeki parafin yadinin igine yatay olarak yverlestirilir.

c~- Bu yontemde kiltir kabir olarak saat camlarindan ya-
rarlanilmaktadir. 15x60 mm oOlgiilerinde olan petrilerden ise saat
camlarina kiiltiir kabini igine yerlestirmede yararlanilmistir.
Petri kutulari igine saat camlari konulmadan énce tabanina, suya
doyurulmus bir singer veya cam elyafi konulur, daha sonra saat
camlari bu siinger veya cam elyafi {izerine yerlestirilir. Bobylece
siinger vefa cam elyafi iginde bulunan su sayesinde petri kutusu
igindeki hava su buharina doyutulmus olur.

d- Bu yontemde temel olarak "c"de belirtilene benzemek-~
tedir. 15%60 mm’lik petri kutusu igi g¢epegevre olarak siingerle
kaplanmistir ve petrinin orta kisminda kiltirin yvyapilacagdi bélme
bulunmaktadir. Bu tip bir defalik petri kutulari dizayn edilmis,
fabrikasyon olarak dretilmektedir.

€~ 1-4 ml medium iceren saat camlari da bu amag igin
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kullanilabilemektedir. Kabin iizeri agik birakilabilece§i gibi,
bir cam plaka wveya parafin ya$1r ile értilebilir. Medium tlzeri
parafin ile kapatildigdinda iyi sonuglar verdidi bildirilmektedir.

f- 1 mi kiltlir mediumu igeren yaklagsik 25-30 mm gaptaki
bir defalik petri kutulari da bu dofrultuda kullanilabilmektedir.
Medium yiizeyl =steril parafin ya8:r ile é&rtilebileceyi gibi
atmosfere maruz birakilabilmektedir. |

g- Bdlmeli Dbir defalik plastik doku kiltirid kaplarin-
dan faydalanilmaktadir. Bu kaplar her bir bdlmesinde 10 ul mediunm
yerlegstirilen 60 b6lmeden olusmaktadir. Embryo igeren mediumlar
bélmelere konulduktan sonra, ilizeri parafin yag: 1ile ortilip
kutularin kapaklari kapatilmaktadair.

h- Az sayida embryoyu, az hacimdaki medium iginde kiil-
tire etmek i¢in standart olan asili damla metodudur. Bir 1lamin
izerine embryolari igeren medium konulduktan sonra, damla alta
gelecek gekllde lam ters gevrilmekte ve kiltir kabini igine bu
sekilde yerlestirilmektedir.

j- Bu ydntemde kiiltir kabi olarak serolojik tip kulla-
nilmaktadir. Tipin agzi, igine embryolara igeren medium
konulup gazland1ktan sonra kapatilabilecey§i gibi, atmosferi
kontrollu olan bir ortamda kapatilmadan da saklanabilmektedir.

k- Burada konu olan standart karrel gigesidir. Bu gi-
seler, 2 ml’den 10 ml‘’ye kadar kiltir mediumu kapsar ve metod
}’deki gibi sige igi gazlandiktan sonra adzi1 kapatilabilecedi
gibi, atmosferi kontrollu olan bir ortamda kapatilmadan agik
olarak da barakilabilmektedir. Bu sistemdeki avantaj embryoclarain
diiz bir yizey iizerinde daha kolay gérilebilmesidir.

l- Burada belirtilen kiltir kabi, dibinde rutubeti sa§-
lamak 1igin bikarbonat tuzlariyla tamponlanmig +tuz solusyonu
bulunan bir kavanozdur. Embryolar kavanoz dibine yerlestirilmis
bir platform ({izerindeki kiigiilk bir petri kutusu iginde kiltire
edilirler. Kavanoz igindeki atmosfer uygun bir gaz karisama ile
kontrol altinda +tutulur. Bu yéntem daha ¢ok fare embryolarina

killtire etmede kullanilmaktadair.
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Brinster(12), bu sistemleri karsilastirdid: arastirma-
lari sonunda, fare embryolarindaki en iyi gelisme oraninin Metod
A‘da, 1kinei olarak Metod J’de oldufunu bildirmistir. Ayni zaman~
da embryolarin izlenmesinde Metod J’nin ortays koydufu giglikten
de bahsedilmektedir. Arastirici difer taraftan kiltir mediumlarai-
nin atmosfere maruz birakildig:i durumlarda daha digik sonuglar
aldaiklarini, parafinle érttiklerinde ise sonuglarin belirgin ola-
rak iyilestigini agiklamigtir. Aragtiriciya gobre, yadda eriyen
maddelerin embryolaran geligimlerine etkisi arastirilmak
istendifdinde, bu tir maddeleri ig¢eren mediumlarin lizeri parafin
va§: ile Ortilmemeli, =zira, bu maddeler parafin yagi iginde de
eriyebileceginden dolayar hatali sonuglar verecedil aragtirica
tarafindan bildirilmektedir(12).

Maurer(59), pozitif atmosferik basing, ultraviolet ve
floresanlarla donatilmig bir doku kiltiri odasinin, embryolari in
vitro gpartlarda killtiire etmede kullanilabileced§ini bildirmistir.
Bunun yani sira, godu arastirma laboratuvari igin vertikal veys
laminar hava akimli davlumbaz, ultraviolet ve floresan lambalarla
donatilmig, seffaf plastik davlumbazlarla, laboratuvarlarda ste-
ril galigma alanlarinin clugsturulabilecedini belirten aragtiraic:,
ultravioclet lambanin yalnizca hava ve alan yilizeyinin sterilizas-
yonunda kullanilmasini, embryolarla mediumun bu i1iginlara maruz
birakilmamasini énermistir. Maurer(859) galismalarinda, Brinster
(12) tarafindan ortaya konulan g¢egitli kiltir kaplarini karsilas-
tirmis, tavgan zigot ve embryoclarini agik plastik petrilerde kiil-
tire ettiklerinde oldukga iyi sonuglar aldiklarini bildirmistir.
Arastiriciya gére, kullanilan plastik petriler 7% temizleyicisi
ile yikandiktan sonra, 7 kez distile suda hafifge ¢alkalanip,
$70°1ik alkode saklanabilmektedir. Arast1£1c1, kullanimdan 30-45
dakika 6nce alkolden gikartilarak steril bir ortamda kurutulan bu
kaplari birkag¢ kez kullanabilme olanadinin mimkiin olabileceg§ini
belirtmektedir. .

Takahashi wve ark.(72), 7-8 gilnliik si81r embryolari ile

yaptiy§r kiltir g¢alaigmasinda, test tipii ve Maurer(59) tarafindan
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bildirilen mikrodamla sistemini kullanm;slardlr. Embryolar 1 ml
kiltiir meidiumu ig¢inde +tiiplerin igine vyerlestirilmis ve afz:
silikon kapaklarla kapatilmistir. Arastirica bikarbonat tamponlu
medium kullanildif§inda, ortami kontrollu olarak %5 002, %5 0, ve
¥90 N, gaz karigsiminda tutmus, fosfat tamponlu mediumlar
kullanildifinda ise gazlama yapmamistir. Gazlama iginden dakikada
100 ml gaz gegen enjektdr iYnesi araciligy ile yapilmig ve tip
igi basinci 40 cm su basincina ayarlanmistir. Daha sonra test
tipleri 37°C‘daki inkibatére yerlestirilmistir. Mikrodamla
sisteminde ise, 1Cx65 mm’lik petriler kullanilmig, 0.2 ml
hacimdaki mediumlar bu petriler igine konularak i{izeri steril
parafin ya§1r ile é6rtilmis ve embryolar pipetle bu damlaciklar
igine yerlestirilmigtir.

Cho(18), fare embryolarini kiiltire etmek igin 1 ml ig
capla 50 mm uzunlufundaki cam tiplerden yararlanmigtir. Bu tiiple-
ri 9 inglik, tek kullanimlik pastdédr pipetlerinden elde etmistir.
Caligma sirasinda, bu tiplerin ortasina(yaklagik 8 mnm’lik bir
boliimiine) 10 ul killtir mediumu mikropipet araciligi ile koyulmus
ve tiipin bir ucu 5 ul hacimdaki parafin yadir ile kapatilmigtir.
Embryolar medium igine konulmadan énce bu tipler %5 002'11 ve
nene doyurulmus 379C*11k ortamda inkiibe edilmistir. Ekilibrasyon
sonrasinda 10-15 embryo diseksiyon mikroskobu altinda, dikkatli
bir gekilde, tiipiin agik agzindan kapillar pipet yardimiyla medium
igine yerlegtirilmis ve bu wug da hemen parafin ya§a ile
kapatilmigtir. Bu sistemde medium ile parafin yal§r arasinda bir
hava bogludu birakilmistair. Arastirici, bu bosluk sayesinde
mediumlarda ya8dda eriyen kompanentlerin incelenmesinin mimkiin
oclabilecedini, ayrica bu sistemin ekonomik, uygulanmasi kolay ve
taginabilir bir sistem olusu gibi yararlarinin bulundufjunu, ayna
zamanda parafin ya§i ile ortili difer sistemlerle de
kargilagstirilabilecefini bildirmigtir.

2.4.2. in Vitro Kiltir Kogullari: Embryolarda in vitro

kiiltirin gerceklegtirilebilmesi igin, ortamin belirli é6zellikler-



de olmasi gerekhektedir. Ancak bu ortam kontrollu oldudunda ve
gereklil sartlar sad§landiginda embryolarda istenilen gelisme
gbzlenebilmektedir. Kiltir ortaminin kontrol altina alinmasinda
gerekli onemli noktalar: Brinster(12) agadidaki sekilde
belirtmektedir:

a~- Kiultir kabini sicaklaig:,
b~ Kiltir kabini nem orani,
c~ Kiltir kabini gaz akigi,

d- Kiltir kabini gaz bilegimi.

Brinster(12) vaptidyr aragstirmalar ile embryolarin in
vitro gsartlarda geligebilmelerini saglamak igin, ortam sicakligi-
nin 37-37.59C arasinda olmasinin en ideal oldufunu belirtmekte-
dir. Arastirici, kiltir mediumunun tiizeri mineral yagla ortildi-
ginde atmosferin nem oraninin biliyik 6nem tagimadigini, diger ta-
raftan atmosferle +temas halindeki mediumlarda buharlasgmay1
onlemek igin atmosferin su buharai ile doyurulmasinin gerekli
cldudunu, mediumun mineral yad ile 6rtilmeyip atmosfere maruz
birakildigi durumlarda, eder, maruz blraklldlél atmosfer neme
doyurulmamisg ise buharlasma ve buna bafgli olarak mediumun
osmolaritesinde de&isme olusacadini, bunun sonucu olarak da
osmotik basinci kandan yiksek dizeye ulasan mediumda embryolaran
gelisgiminin yiksek oranda zayaf olacadina vurgulamigtair.
Brinster, kiltir kabini atmosferindeki gaz bilegimlerinin de
mediumun pH’sin1 etkilemesi agisindan kontrol altinda tutulmas:
gerektigini belirtmistir. Bu ortami sadlamak igin ise, kabinde
belirli hizda gaz akiminin dolagmasi gerekmektedir. Arastiricaya
gbre gaz akiginda iki faktdér etkili olmaktadar. Bunlardan
birincisi kabinin hacmi, digderi ise ekilibrasyon igin beklemede
gegirilecek zamandir. Bunlara bagl:i olarak Brinster, kabin gaz
bilegimini isienilen dizeyde tutmak ve gaz akisini ayarlamak igin
su formili ortaya koymustur.

V . ac/at = FCx - FC
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C- Kabindekil gazin konsantrasyonu

Cx' Giren gazin konsantraszyonu

V- Kiltir kabinin hacma

F- Dakikada litre olarak gazin akis hiza

dC/dt- Zamanla kabin gaz konsantrasyonundaki degisiklik.

Kabindeki gazin baglangi¢ konsantrasyonu O ve giren ga-
zi1n konsantrasyonu %99 oldufdunda, deferler F/V . T = 4.60
formiiliindeki yerlerine yerlestirilerek'ortamzn ne kadar siire igin
gazlanacadi hesaplanmaktadair(12).

Brinster’e(12) gore, inkibatdére konulan mediumdaki gaz
kompozisyonunun ekilibrasyonu, kabindeki gaz kompozisyonu ekilib-
rasyonundan daha uzun sire almakta ve medium parafinle o6rtidldigi
durumlarda ise bu sgire daha da uzamsktadir. Arastirici bu fark-
111181, mediumla parafin ve parafinle atmosfer arasindaki gaz
gegiglerine baflamig ve in vitro kiilltir galismalarinda kullanilan
gaz bilesiminin daha ¢ok N,, 0,, CO,°den olugtufunu bildirmigtir.
Yaptiydi galigmalarda; 2 hiicreli embryolarin %65°lik C02'11 ortamda
geligebildiklerini, bunun yani sira embryolarin, kiltir periodla-
rinda kesin ve ©6lgilebilen diizeyde atmosferik Oz‘ye ihtivac
duyduklarini ve saf N, gazi bulunan ortamlarda yaptida kiltir
galigmasi sonucunda ise tim embryolarin bir bélinme bile gegir-
meden dejenere olduklaraini saptamistir. Atmosferin 002 praninin
‘ise, mediumda bulunan bikarbonat oranina gére ayarlanmasi gerek-
tig§ini ve 25 mM’lik bikarbonat konsantrasyonuna sahip mediunmun
pH’sin1 %6 CO,°1i ortamda 7.4 olarak belirlemigtir.,

Daniel(21), yaptidi1 galigmada in vitro kiltir ortaminda
bulunan O, oraninin, 5=7 ginlik tavean blastocystlerinin geligim=-
lerl {izerine olan etkisini arastirmigtir. Medium olarak Ham’s F10
kullanmig ve buna %15 oraninda maternal serum katmigtir. Ortam
atmosferini ise %5 CO, temel olmak izere, O, konsantrasyonunu
%0’'dan %95’e kadar dedisgik oranlarda denemigtir. 5 ginlik
blastocystleri kullandiga gruptaﬂuygulanan %0, %10, %20,‘%50, %75
ve %95°11ik O, konsantrasyonlar: arasindaki embryo geligimlerinde
istatistiki olarak dnemli bir fark bulamamigs, fakat en iyl gelis-
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me oraninin %10 02 konsantrasyonunda saptamigtir. Arastarica,
ayni oranlardaki O,*j 7 giinlik tavsan blastocystlerine uyguladi-
fanda ise bu dedisgik konsantrasyonlarda hemen hemen ayni gelig-
meyi gozlemlemis, 02'nin yoklufunda ize embryolarin geligimini
g¢ok zayif bulmustur. Daniel(21) 5 ve 7 ginlik tavsan blasto~-
cystlerini kiltire ettif§i galigmasinda, embryolarin 02 kon=an-
trasyonlarini genig araliklarda tolere edebildiklerini fakat, en
iyi geligimin %10 02 konzantrasyonu dolayinda olugtudunu
savunmustur.

Harlow ve ark.(33), in vitroc ortamdaki %5 ve %20 0,
konsantrasyonlarinin fare embryolarinin geligimi iizerine
etkilerini incelemislerdir. Arastiricailar gallsmalérlnda, %20 02
igeren atmosferde geligtirilen embryolarin %5 02'11 ortamda
geligenlere gb6re yaklasik %20 oraninda daha az sayida blastomere
sahip olduklarini, fakat geligen embryolarain yasayabilme
yeteneklerinin her iki grupta da ayni oldudunu belirlemisglerdir.
Bu sonuca gére, %20 02 konzantrasyonlu atmosferde daha zayaf
geligen embryolarin, transferden sonra 17 giinliik oluncaya kadar

bu zayifligi, tolare edebildiklerini savunmuglardar.

2.4.,3. tn Vitro Kiltir Mediumu pH’sinin Etkisi: Dahsa

6nceki bolimlerde de dedinildigi gibi, embryolarin in vitro

ortamda barindirildiklari siire igerisinde, etkilendikleri faktor-
lerden birisi de ortamin pH’s1 olmugtur. Mediumdaki pH dedisimle~
rinin, 6zellikle asiri alkali veya aside dofru dedisimlerin,
embryolar iizerinde dejeneratif ve ayni =zamanda dldiriici etkisi
bulunmaktadir. Kullanilan mediumun yapisina ba4li olmakla berabser
mediumun pH’s1, igerdi§i bikarbonat veya fosfat tamponlarina ve
bulunduklari ortam atmosferindeki 002 konsantrasyonuna badl:
olarak dedigiklik godstermektedir. Kiltir mediumunun pH’ sina
kontrol altinda tutmak igin, medium icine konulan bikarbonat wve
fosfat tamponlardan yararlanilmasi, bikarbonat igeren mediumlar
kullanildifinda ise atmosferin 002'11 gaz karigimlara ils

gazlanmasi1 gerekmektedir.



Kane(45) yapmis o0ldudu calismada, bikarbonat tamponlu
mediumlarda pH’nin iki hiicreli tavsan embryolarinin blastocyst
zafhaeina kadar olan geligimlerl ldzerine etkisini arastirmigtair.
Aragstirma gruplarindan birinde bikarbonat kosantrasyonu 1.875 ile
120 mM, pH 1ige 6.43 ile 8.2 arasinda iken, difer grupta bikar-
bonat miktari 4.6 ile 80 mM, pH ise 6.64 ile 7.88 arasinda
dedigik dizeylerde tutulmugtur. in vitro kiltir galismas: ise %5
002 igeren ortamda gergeklestirilmistir. Araztirma sonunda elde
edilen veriler, blastocyst safhasina kadar olan gelismenin, 22 nM
bikarbonat konsantrasyonunda ve buna bafli olarak yaklagik 7.3
pH’da en 1yl sekilde gergeklegtif§ini géstermektedir. Aragtiriciya
gbHre mediumun pH dederi, 7.2 ile 7.7 arasinda kiigiik defisgiklikler
gostermekte ve bu sapma da embryolar lzerine zararli etki goster-
memektedir. Dider taraftan arastirici, blastocystlerin en iyi sge-
kilde genigleyebilmesi igin, embryolarin 7.55 pH dederine ve 40
mM bikarbonat konsantrasyonuna ihtiyag duydufunu bildirmigtir. Bu
sonuglara gére Kane(45), embryolarain blastocyst safhasina kadar
geligebilmesi ve diYer taraftan hacimeal olarak genigleyebilmesi
igin, farklai pH de8erlerindeki mediumlara gereksinim oldudunu
belirtmigtir.

Brinster(13), tris ve fosfatli mediumlarin normal at-
mosferde, bikarbonatli mediumlarin ise 002 kontrollu atmosfsrler=
de saklanmasi gerektidini bildirmigtir. Brinster’in ovum kiiltiiri
igin Onerdigi kiltir mediumunun yapisi su sekildedir(Tablo 6).

Tablo 6. BMOC-2 kiltir mediumunun yapisi.

Madde mM am/1lt m -
NaCl 94.88 5.546 5.90
Na-laktat 25.00 2.253 2.10
Na-Pyruvat 0.28 0.028 2.10

Kelr - 4.78 0.356 0.40

CaCl, 1.71 0.189 0.20

KH,pO, 1,19 0.162 0.10
MgS0,-7H,0 1.19 0.294 0.10

NaHCO4 25.00 2.106 2.10
Pen-Strep. 100 I0/ml penicillin, 50 ug/ml streptomycin

BSA 1 mg/ml ; 1 g/lt
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Bu mediuma 25 mM bikarbonat katildiginda ve medium

%¥5°1ik CO,*1i atmosferde +tutuldudunda, mediumun pH'=inin 7.4
oldudunu bildiren aragtirici, atmosfer CO2 oraninin %5°den
%50’ye gikarilmasili ile pH’da 1 birimlik disme oldugdunu(7.4°den

6.47e), COz oraninin %5°'den %0.5°e indirilmesi ile de pH'da 1
birimlik artisin oldudunu(7.4°den 8.4°e) belirtmigtir.

Maurer(53), tavsan embryolarini kiltiire etmede kullan-
d141 mediuma(Tablo 7), bikarbonat ta katarak medium, %5 ‘c02~11
gaz karisimi ile gazlandidinda pH'nin 7.4 + 0,1 oldudunu
bildirmigtir.

Tablo 7. Tavsan embryolarinin kiltiri igin kullanilan
sentetik mediumun kompozisyonue.

i1cerik Igcerik
Tuzlar g/lt Amino asitler mg/lt
NaCl 6.019 L-Alanine 8.90
KC1 0.356 L-Arginine-HC1l 211,00
CaCl.2H,0 0.251 L=Aspartic acid 13,30
KH, PO, 0.162 L=-Azparagine.H,0 15,00
Mggo +7H50 0.294 L=Cy=tein=HC1 31.50
NaHCO, 2.106 L=Glutamine 146.20
Glukose 1.800 L-Glutamic acid 14.70
BSA 156.000 Glycine 7.50
Vitaminler mg/lt L=-Higstidine=HCl 22.00
L-Isoleucine 2.60
Biotin, cystalline 0.024 L-Leucine ' 13.10
DL~Calcium pantothenat 0.72 L-Lysine~HCl 29,30
Choline chloride 0.70 L-Methionine 4.50
Folic-acid 1.30 L-Phenilalanine 5.00
i-Inositol 0.54 L-Proline 11.50
Niacinamide 0.62 L-Serine 10.50
Pyridoxine-HC1l 0.21 L-=Threonine 3.60
Riboflavin 0.38 L-Tryptophan 0.60
Thiamine-HC1 1.04 L-Tyrosine 1.80
DL-Thioctic acid L-Valine 3.50
(@-lipoic acid) 0.20 Metal elementler ug/lt
Vitamin B,, crystallin 1.40
CUS04.5H20 2.50
FBSO4.7320 824,00
Zn504.7320 28.80

Ovidukt salg:ilarinin in vivo ve in vitro olarak embryo-
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nik geligimdeki roliinii arastiran Bavister(5), ovidukt salgisinin
olusturdufu fiziko kimyasal ortamda bazi degisikliklerin séz
konugu oldudunu, bunun yani sira ovidukt sivilarinin salgilanma
yerlerinde, pH, gaz basinci gibi bilegenlerl agisindan élgimleri-
nin yapilmasinin oldukga gi¢ oldudunu belirtirken, buna bagla
olarak ta ovidukt salgisinin yapisi hakkindaki bilgilerin sinirlza
kaldigini bildirmigtir. Embryolarin geligimleri sirasinda, umul-
madik genis araliklardaki pH de§isimlerini tolare edebildiklerini
belirten aragtirici, 8 hicreli hamster embryolarinin 6.5-7.4 pH
araliginin digindaki diizeylerde de geligebhildiklerini bildifmis-
tir. Bavister(5), in wvitro kiiltiir galigmasi sirasinda ortam C02
oranl %¥5°den %10’a gikarildifinda, 8 hiicreli hamster embryolarin-
dan blastocyst safhasina kadar geligenlerin sayisainin iki kat
arttifiny wve ayni zamanda, %10 C02'11 ortamda geligen bla=zto=
cystlerin, %6 CO,“1ji ortamda geligenlers oranla daha biyik va
daha normal yapida oldudunu belirtmigtir. Arastirici, embryolarin
kendi dodal ortamlarindan uzaklastirildiklarinda intraselliler
pH’larainin arttigdini ve bunun sonucu olarak da geligimlerinin
vavagladif§ini, ayni zamanda canliliklarinin tehlikeye girdigini
savunmustur. Bu durumda mediumda 1laktik asit, asetik asit ve
benzeri gibi zayaf asitlerin bulunmasinin, geligmeyi uyarica
olarak etkileyebilece$iini bildirmistir.

2.4.4. in Vitro Kiltir Mediumunun Enerji Kaynaklari: in

vitro kiiltir g¢aligsmalari sirasinda, embryolarin gelisimlerini
etkileyen faktérlerden birisi de medium iginde bulunan veya bu-
lunmasi gereken enerjili kaynaklaridar. Yapilan galigmalar,
embryolarin mediumlar igerisindeki kimi enerji kaynaklaraina
gereksinimleri olduffjunu ortaya koymugtur.

Brinsier(s) 1965 yilinda yaptid:r galigmalarinda, iki
hiicreli fare embryolarinin, blastocyst asamasina geligsimleri ize-
rine def§igik enerji kaynaklarinin etkisini inceleyen arasgtirica,
embryolaran blastocyst safhasina gelisebilmesl 1igin gerekli
enerjinin pyruvét, laktat, oxaloacetat veya phosphoenolpyruvat



tarafindan karsilanabileced§ini belirtmistir. Arastirici glukoz,
fruktoz, riboz, glukoz-6-phosphat, glukoz-1.6- phosphat, acetat,
citrat, @-ketoglutamat, suksinat, fumarat ve malat gibi karbon-
hidratlarin ise fare embryolarinin geligimleri igin gerekli ener-
jiyi sa8layamadidini bildirmistir. Calismasi sonucunda ise 7,38
pH’da bu kompanentlerin optimum konsantrasyonlaraini, pyruvat
igin 3.16 x 10"2M, oxaloacetat igin 3.16 x 10~4M ve phosphoenol-
pyruvat igin ise 1.00 x 10'2M olarak belirlemigtir. Calisma sira-
sinda enerji kaynaglnln yani sira osmolarite, pH ve enerji kay-
naklari arasinda herhangi bir etkilegim olup olmadigdini da ince-
leyen Brinster(9), sonugta osmolarite ile pH arasinda ve osmola=
rite ile enerji kaynadi arasinda bir etkilesim bulunamamasina
karsin, pH ile enerji kayna$inin optimal konsantrasyonu arasinda
istatistiksel agidan dnem tasiyan bir etkilesim oldudunu, sgdyle
ki; medium pH’sinin alkaliye kaymasi sonucu embryolarin gelise-
bilmesi igin, gerekli optimal enerji kaynadi konsantrasyonunun da
arttidina agiklamistair. Ayn: zamahda aragtiric: 1969°da yapmisg
oldudu galismada(12), memeli embryolarinin enerji ihtiyaglarini
pyruvat, laktat, glukoz ve phosphoenolpyruvattan kargilayabildik-
lerini, 6zellikle erken donem bolinmelerinde pyruvat, phosphoe-
nolpyruvat ve laktatin destekleyici etkisinin oldufjunu bildirmig-
tir. Tavgan embryolarinda morula oncesi glukoz harcamasi hakkinda
pek fazla bilgi olmadidini belirten arastirici, blastocyst safha-
sinda glukolizis olayinin arttigini ve Kreps ringer siklusunun
aktivasyon kazandidini bildirmistir. Brinster’in yaptigi arastir-
malara gfre fare embryolari, geligimlerinin ilk dénemlerinde hemn
enerji kaynadina hem de amino nitrojen kaynadina ihtiya¢ duyar-
larken, tavsan embryolari sadece amino nitrojen kaynadi igeren
mediumlarda da geligebilmektedir{(12). Bunun yani sira arastirica,
tavsan embryolarinin gelisimlerine pyruvat ve laktat;n da faydala
etkilerinin oldufunu bildirmistir. Ayni arastiricinin 1870 yilan-
da yaptigi baska bir galismada, kullandlgl‘KRBF(modified Krebs
Ringer Bicarbonat solution) mediumunda glukoz, laktat ve pyruvat

gibi enerji kaynaklarainin ve albuminin tek bagsina etkilerini in-
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celemigtir. Calisma sonucunda higbir katki maddesi igermeyen ve
ayrica 1 mg/ml oraninda glukoz igeren KRBF mediumunda 30‘ar adet
2 blastomerli tavsan embryosunun 48 saatlik in vitro kiltirleri
eonunda embryolarin tamaminin dejenere oldufiunu, 1 mg/ml oraninda
albumin igeren mediumda kiltiire edilen 30 adet 2 blastomerli
embryonun ige 20 tanesinin(%66.66) bu sire sonunda morula
safhasina ulastiginy tesbit etmigtir. Tavsan embryosunun iki
hiicreli konumdan morulaya gelisebilmesi igin, enerji kaynafina
olan ihtiyaglarinin gésterilememesine kargin, pyruvatin ©Hnemli
etkisini belirtmis ve pyruvat igin optimum konsantrasyonunun ise
1-4 x 10™2pM oldudunu bildirmistir(14). Aragtirici, tavsan embryo-
larinin ihtiyaglarinin biiylik bir kismini endojen enerji kaynakla-
rindan karsgiladiklarini, geligimin 1ilk 1kl glniinde farelerde
gbriildigi oranda pyruvat oksidasyonunun gergeklestidini, buna
baflir olarak da fare ve tavgan embryolarinin ilk iki giniinde
enerjl ihtiyaglarini ayni ydntemle safladiklarini savunmugtur.

Witten(74) 1970 vyilinda vyaptigdls aragtirmada, farse
embryolarini in vitro olarak proniklear fazdan blastcyst =afha-
sina kadar kiltiire edip ardindan yalanci gebelere +transfer
ederek, gebeligin sekillenip sekillenmedidini incelemigtir.
Embryolarain kiiltiriinii, basit bir kimyasal mediumda gergeklegs-
tirmigtir(Tablo 8).

Tablo 8. 100 ml killtir mediumu iginde bulunan maddeler.

Madde Madde _
NaCl 514 mg Na pyruvat 3.5 mg
KC1l 36 " Ca laktat 5.H20 52,0 *

KH PO4 ie " Glukoz i00.0 "
Mggo 7.H20 29 " K=Penicillin G g.0 "
NaHC 3 i90 " Streptomycin 5,0 "

Aragstirici medium osmolaritesini 240-310 mOsM arasinda ve pH
deferini de yaklagik 7.2 olarak belirlerken, mediumun ml’sine 3
mg BSA, ve tamamina da - 0.37 ml %60°lik sodium laktat solusyonu ve

0.1 ml’lik fenolred solusyonu kétmlstlr. Calisma sonucunda kalsi-



yum ve bikarbonat iyonlarinin esansiyel oldufjunu ve amino
nitrojene ihtiyag¢g olmadigini belirlemistir. Pyruvati tek enerji
kaynagi olarak belirleyen arastirici, pyruvatin yiksek konsan-~
trasyonlarinin gelismeyi inhibe ettigdini bildirmistir. Arastiric:
bu 6zellikleri tagiyan mediumda killtire edilen proniklear geligme
donemindeki embryolarin, blastocyst safhasina gelisebildiklerini
ve vyvalanc: gebelere transfer edildiklerinde ise, normal
yavrularin olustudunu bildirmistir.

Cross ve Brinster(19) 1873 vyilinda vyaptiklari calig-
mada, iki  hiicreli fare embryolarinin pyruvat ve laktata olan
duyarliliklarin: arastirmiglardir. Kullandiklara bazik mediuna
cesitli konsantrasyonlarda pyruvat( mM olarak 0.05; 0.10;
0.50;1.00; 5.00; 10.00; 100.00) ve laktat( mM olarak 10.00;
30.00; 50.00; 70.00; 90.00) katan aragtaricilar, bunlari karsi-
liklr kullanarak embryolar tzerindeki etkisini arastirmiglardar.
Sonug olarak, ilk bolinme sirasinda 0.25 mM pyruvat igeren ve
daha sonrakil bdlinmeler sirasinda ise 30.00 mM laktat ve 0.25 mM
pyruvat igeren medium kullandiklarainda, maksimal seviyede
blastocyst safhasina geligsme elde ettiklerini bildirmistir.

Kane, vyvapti§ir calismasinda, glukoz ve pyruvatin ayri
ayri ve Dbirlikte tavgan zigotlarinin blastocyst safhasina
geligsebilmeleri dzerine olan etkilerini incelemigtir(44).
Caligmada bazal mediuma(BME) karbonhidrat kayna§i katarak veya
katmayarak do6rt grup belirlenmistir. Birinci gruba higbir enerji
kayna8i katmazken, ikinci gruba 5 x 10'4M pyruvat, lglinci gruba
1l x 10'2M glukoz wve doérdinci gruba ise glukoz ve pyruvat:
beraberce katan ve her grup igin 42 embryoyu kiltire eden aragti-
rici, biitiin gruplar arasinda elde edilen dederlerin istatistikssl
agidan farkl: olmadidini, ancak pyruvatin hacimsal geligmeyi
desteklemesiyle birlikte glukozla aralarinda 6énemli bir estkilesim
oldudunu, pyruvatin embryolar i(zerindeki olumlu etkisini glukozun
ters yénde etkiledidini bildirmigtir. Arastirmada elde edilen
deferler Tablo 9°de gorildidi gibidir.
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Tablo 9. Glukozun ve pyruvatin hatched blastocyst olu-
sumuna etkisi.

Uygulama gruplari Denenen zigot Hatched blastocyst-

Sayisa % Capi(um) _
Enerji_?ayagl katilmadan 42 81.0 283 + 25
5 x 10_2M pyruvat’li medium 42 71.0 483 + 27
1 x 10 "M glukoz’lu medium 42 64.3 376 + 30
Glukoz - Pyruvat 42 81.0 373 + 24

2¢4.5. In Vitro Kiltir Mediumunun Protein Kaynaklari:
Maurer{59), Brinster’in BMOC=3, McCoy’un 5a, Medium 199, Ham’in

F10 ve F12 mediumlarina sicakla muamele edilerek inhibe edilmig
serumlar katildi@inda, tavsan embryolarinin dedisik zaman period-
larinda in vitro olarak gelisebileceklerini bilditmistif. Arag-
tirici, killtir mediumundan amino asitlerin bazilarinin{metionin)
gikartilmasil ile embryolarin geligemediklerini, kimilerinin(tyro~-
gin, cystein, serin ve thréonin) ortamda bulunmadidi hallerde
zayif gelisme gésterdiklerini bildirmigtir. Vitaminlerin kiltir
mediumunda bulunmadidi durumlarda, tavsan embryolarinin erken
dénem bélinmelerinde gelisme yizdesinin dastiugini saptayan
arastirici, buna karsin tavgan zigotlarinin gelisebilmesi igin
ortamda glukoz veya pyruvata ihtiyag duyulmadigini bildirmigtir.

Tavsan embryolarinin zigottan blastocyste kadar geli-
simlerinde, temel ihtiyag maddesi olan protein kaynaklari pek gok
arastirmada incelenmig ve sonugta BSA(si181r serumu albumini) veya
homolog ve heterolog serumlar ihtiyaci karsgilayabilir olarak
nitelendirilmistir(4,6,7,11,15,34,47,59).

Kane ve ark.(47), 1980°de yaptiklari galismada ticari
BSA‘nain in vitro olarak kiltire edilen embryolarin lizerinde, 1iki
kesin etkisi oldudunu belirtmislerdir. Arastairicilar bu etkiler-
den ilkini BSA’nin tasididi ya§ asitlerinden dolayi embryonun
enerji ihtiyacini Kkarsilamasi, diderini ise in wvitro kiltirde
genislemeye ufirayan blastocytlerin zonalarinin yirtilmasini sag-
ladigs wve blastocystin 2zona digina g¢ikmasina etkili oldugu'

seklinde agiklamislardir. Arastairicilar tavsan zigotlarini Ham’s



F10 mediumuna BSA‘nin g¢egitli tiplerini katarak elde ettikleri
mediumds kiltire ettiklerinde, kiltir siiresi sonunda normal BSA
igeren mediumda %59 oraninda erken blastocyst wve %59 oraninda
geniglemig blastocyst ve %51 oraninda hatched blastocyste geliginm
kaydetmiglerdir. Kloroform ile muamele edilerek ugucu ya§ asitle-
rinden arindirilmig BSA katkili mediumda %12 erken blastocyst, %56
geniglemis blastocyst wve %0 hatched blastocyste geligme elde
ettiklerini, bu mediuma 2 = 10'4M oraninda pyruvat katilmasi 1ile
geligmelerinin sirasiyla %34, %17 ve %0 olarak belirlendigini
bildirmiglerdir. Bu sonuca gdre pyruvatin embryonal geligimi des-
tekleyici etkisinin bulundufiunu belirtmiglerdir.

Maurer ve ark.(57), 1870 yilinda yaptiklari galismada,
2 veya 4 blastomerli tavgan embryolarini glukoz igeren tavgan ve
slﬁlr serumu i¢ginde 24, 36, 48, 62, 72, 88 ve 97 ssat =miireler
igin kiltire etmiglerdir. Caligmada tavgan ve sif§ir serumlarini
ayri ayri ve glukoz katkiesi yapilmadan kontrol oclarak, ikinci
grupta ise bu serumlara 100 mg/100 ml oraninda glukoz katarak
ayri ayri deneme grubu olarak kullanmiglardir. 97 saatlik kiltir
giirecl sonunda %76 morula =safhasindan 6nceki dénemlerde, $49.1
oraninda morula ve %43.4 oraninda blastocyst safhasinda; s=i1dar
serumu ilginde %9.1 oraninda morula éncesi ve £90.9 oraninds
blasgtocyet eafhasina geligim kaydedilmigtir. Glukoz kattiklar:
deneme grubunda tavsan serumunda %1.4 morula déncesl dénem, %37.0
oraninda morula ve %61.6 oraninda blastocyet, =i1dair serumunda ise
%11.0 morula déncesi geligim safhalarina %4.9 morula ve %84.1 ora-
ninda blastocyst safhasina geligme elde etmiglerdir. Arastirmanin
sonucunda, embryolarin si18ir serumua iginde tavgan serumuna oranla
daha iyi geligtiklerini belirtmiglerdir. Transfer sonrasi embryo-
larin canli kalmasinda ise in vitro kiltirde harcanan =iirenin
gebelik agisindan oldukga etkili oldudunu bildiren arastiricilar,
morfolojik olarak blastocystler normal godriinseler bile, gebelik
ile eonuglanan transfer oraninin, 48 saati agan killtilr siirelerin-
de distigini saptamislardir. Bu digigiin sebebini de, 48 =saatin

fizerindeki periodlarda fonksiyonel olarak iyl senkronize edilmig



alicilarin hazairlanmasinin gig¢ligine baflamiglardir. Seidel ve
ark.(70)‘na gdre de uzun sireli kiltire edilen embryolarin trans-
ferlerinden elde edilecek basarilar, uygun bir sekilde senkronize
edilmig alicilarin varligina baflidir. Ayrica arastiracilar, tav-
sanlarda bir iki embryo implante olsa bile, gebelifin devam ede-
meyecedini bildirmigslerdir. Yaptaiklari galigmada 26, 36, 48, 72
ve 84 saatlik kiltir periodlar: igin sirasiyla 4, 19, 18, 67, 38,
31 blastocyst transfer eden arastiricailar, bu transferlerden
sirasiyla 2, 5, 0, 4, 15 ve 0 tane yavru elde etmiglerdir.

in vitro kiiltiir mediumlarina katilan fétal buza§i seru-~
munun {FCS) depolanma yénteminin, in vitro sartlarda embryonik
gelisimi destekleyici ©62zellifine olan etkisini 1980 yilinda
inceleyen Kameyama ve ark.(43), galigmada fare embryolarini %5
C02'1i va 39°C’lik ortamda M16 mediumuna FCS ve CS-lot(buzal:
serumu) ‘nun iki tipini(CS-lotA ve CS-1lotB) %10 oraninda katarak
elde ettikleri mediumda kiltiire etmiglerdir. Kullanilan FCS‘nun
1’den 10 defaya kadar ¢egitli defalar dondurup erittikten sonra
ve +4°¢C’ada gesitli siirelerde beklettikten sonra mediuma
karigtirmiglar ve sonugta fétal buzadi serumunun +4°C’da 40
ginin {(zerinde saklama siirelerinde ve 10 kez tekrarlanan dondurup
eritme iglemlerinde bile embryonun in vitrodaki geligimini
destekleyici etkisinin zarar gérmedidini savunmusglardair.

Si4ar amniotik ve allantoik savilarinin killtir mediumu
olarak kullanilaip kullanilamayacadi lizerinde Javed ve ark.(42)
1990 yilanda bir calisma yapmislardair. Yaptiklari ¢galismada, ge-
belidin cegitli dénemlerinde kazandiklari amniotik ve allantoik
sivilari ayri ayri ve Witten’in mediumu(WM) 1le %100°1lik Fotal
buza§a serumunﬁ kargilagtirmali kullanarak sigan embryolarini
kiiltire etmiglerdir. Caligma sonucunda, gebeli§in 70. giininden
énce alinan amniotik wve allantoik sivilaran in vitro Kkiltir
mediumu olarak kullanilabilecey§ini saptamiglardir. Bunlarin yan:
sira kazanilan bu sivilarin dondurulmasinin embryolari destekle-
yici etkisl ilizerinde ters etkisinin bulundudunu belirtmiglerdir.

Illera ve ark(41) yaptiklar: siperovulasyon caligmasa



sonucunda, elde ettikleri tavsan zigotlarini %10 Fotal BuzaQ:
Serumu igeren bazal medium II(BM II) iginde, 379C ve %5 C02'1i
ortamda, silikon vyagir ile 6rtild 20 wul’lik mikrodamlalar
igerisinde kiltire etmislerdir. Calisma sonucunda elde ettikleri
sonuglar:i Kkarsilastirdiklarainda, siliperovulasyon grubunda elde
edilen toplam 170 zigotun %52°sinin(89 adet), ancak 120 saat
‘'sonra genislemis{expanded) blastocyst konumuna gelisebildikleri-
ni, kontrol grubunda ise Kkazanilan 21 adet 2 blastomerli
embryodan %62°’sinin(13 adet), 96 saat sonra geniglemis blastocyst
safhasina erigebildiklerini saptamislardir. Arastairicailar, PMSG
ve anti-PMSG uygulamasinin embryonal gelisimde 24 saatlik bir
gecikmeye neden oldugunu savunmuslardair.

Gabler(28) tarafindan yapilan 2 blastomerli tavsan
embryolarinin kiiltirlerinde kiiltir mediumu olarak TCM 199 + %20
tavsan serumu; TCM 199 + %20 si1gi1ir serumu; Ham’s F10 + %20 tavsan
serumu,; TCM 199 + %1.5 BSA; Ringer solusyonu + %20 si18§ir serumu;
Ringer + %20 tavsan serumu; Ringer + %1.5 BSA; Ringer + %20 sidir
serumu + %0.25 glukoz; loges solusyonu + %1.5 BSA mediumlar:
kullanilmistir. Kiltir sonrasinda bu mediumlarda sirasiyla TCM
189 + tavsan serumu ig¢inde %81.7 oraninda morula ve %41.7 oranin-
da genislemis blastocyst; TCM 199 4+ %20 SS mediumunda %30.1;
Ham’s F10 + %20 tavgan serumunda %22.7; TCM 199 + %1.5 BSA’da
%21.2 oraninda blastocyste gelisim elde etmis, diger fizyolojik
solusyonlarda 1ise sadece morula safhasina kadar geligim
kaydedilebilmigstir. 2-4; 8-16 hiicreli; morula wve blastocyst
safhasindaki embryolarin +transferlerinden sirasiyla %1; %10 ve
%3.8 oraninda implantasyon belirlemisg fakat, yapmis oldugu blas-
tocyst transferlerinden ise implantasyon elde edememigtir.

Heber(73) yaptidi kiltiir galismasinda Kkazandifi 2=4;
8-16; erken morula; morula ve blastocyst safhasindaki embryolara:
+3-59C“ 11k  sicaklikta 24-48 saat beklettikten sonra, TCH
mediumunda kiltire etmigtir. 24 saat sofgukta bekletilen
embryolarin %39.30’u; 48 saat bekletilenlerin %12.31°‘i ve kontrol
grubunda ise %63.31°i blastocyst safhasina gelisim goéstermistir.



Arastirici, morula safhasina kadar yapilan transferlerden oldukga
digik geviyede($12.65) implantasyon gergeklestigini ve bunlardan
gok az sayida(%b) yavru dofdufunu belirtmigtir.

Abdel-Fattah(1) tarafindan yapilan calismada giftlesme~
den 31-36 saat sonra kazandiklari 4-8 blastomerli tavgan embryo-
larini %985 nemli, %5 602‘11 ve 37°C'a ayarli ortamda, mini
pailletler iginde kiltire etmiglerdir. Kiltiir sirasinda paillet-
lerin afzi1 agik birakildif§i gibi polivinilalkol veya misketlerle
de kapatilmig, ayrica galigmada pailletlerin dikey wveya ysatay
durmaszinin embryonal geligime olan etkisgini incelemigtir. Kialtir
igin %20 FC8 igeren ve ayrica %20 tavgan serumu igeren BSM-II
mediumunu kullanan aragtirici, embryolari 96 eaat eilireyle bu
mediumlarda kiltire etmigtir. Arastirici ¢alisma sonunda FCS'’nun
veya tavgan serumunun %1 oraninda mediuma katilmasinda 4-8 blas-
tomerli embryolarin ancak 16 blastomerlil konuma kadar gelilgmesini
safladifini, %20 FCS8 igeren mediumda agik pailletlerde %96; %20
tavgan serumu igeren mediumda ise %73 oraninda blastocyst veya
geniglemig blastocyst konumuna geligim safladigdini bildirmigtir.
Calismanin bagka bir bhdélininde pailletlerin kapali olmaesinin
etkigini inceleyen aragtirici kapali pailletlerdeki geligimi
agiklarla kargilagtirmig, agik biraktiklarinda %81; polivinilal-
kol ile kapattiklsrinda %82 ve misketle kapattiklarinda ise %64
blastocyst veya geniglemisz blastocyste geligim kaydetmigtir.
Caligma gonucunda FCS’'nun tavgan serumuna gére daha idstin oldufdu-
nu ve paillletlerin kiiltir igin gok uygun oldufunu savunmugtur.
Kiltir agamasindan sonra kiltiirin embryolasrin yagsayabilme yetene-
gine olan etkieinl gegitli gelligim dénemlerinde transferler yapa-
rak inceleyen arastirici, %20 FCS igeren BSM-II mediumunu kullan-
diklaril grupta kiiltiire etmeden transfer ettikleri embryolardan
%74’iinde, 24 saat kiiltire ettikleri embryolardan %59, 48-60 saat
kiltire ettiklerinden ise %47 oraninda fetus olugstufunu belirle-
diklerini bildirmistir. Tavgan serumu kullandiklari gruplarda ise
her bir grupta %10 ile %20 oraninda bu fétal olusumlarda bir
azalma gdzlediklerini bildirmigtir.



Carney ve ark.(16) 2 blastomerli tavsan embryolarini
BSM~I1I mediumu iginde tavsan ovidukt epitel hiicreleri ile‘birlik-
te kiltire etmislerdir. Calismada BSM~-II mediumunu {i¢ gekilde
kullanmiglardir. ilk grupta higbir katki maddesi eklenmemis BSM-
I1°de kiiltir kontrolinii, ikinci grupta insilin, transferrin,
selenium ve epidermal growth faktér (ITS/EGF), collagen igeren
BSM-1I1 mediumunda co culture’in kontrolini ve {igincii grupta ise
ovidukt epitelleri ile beraber BSM-II + ITS/EGF + collagen
mediumunda ise c¢o culture’i gergeklestirmislerdir. ITS/EGF ve
collagen’in embryoclar lzerinde bir etkisinin bulunmadifdini belir-
ten arastiricilar, ovidukt hicrelerinin bu maddelere ihtiyag
duymasindan dolayi kiltir sistemine katildigdini Dbelirtmislerdir.
Calisma sonucunda kiiltir kontrolunda %79, co culture kontrolunda
%0 ve co culture sisteminde ise %89 oraninda blastocyste gelisim

elde etmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Aragtirmanin materyali 60’1 verici(donor) ve 30’u ali-
cil(recipient) olmak iizere toplam 90 disi tavsandan olustu.
Bunlara ek olarak, vericilerin tohumlanmasinda 4 adet de damizlaik
erkek tavsan kullanildai.

Arastirmanin materyalini sec¢erken asa8idaki esaslara
tdzenle dikkat edildi.

1- Yaklagsik ayni yasta olmalari,
2- Yaklasik ayni adirlikta olmalara,
3- Ayni irktan olmalar:,

4- Ayni sartlarda bakim ve beslenmeleri.

Caligma, agsafidaki disiplin +takip edilerek, b asamada
gergeklesgtirildi.

1- Vericilerde siiperovulasyon ve giftlegtirilmeleri.
2- Alicilarin senkronizasyonu.

3- Embryolarin kazanilmasi ve dederlendirilmeleri.
4- Embryolarin in vitro kiltirleri.

6~ Kiltir sonrasi sa§likli embryolarin transferi.

3.1. Vericilerde Siiperovulasyon ve (Ciftlegtirilmeleri:

Vericilerde siperovulasyonu sadlamak amaciyla, bir siiperovulatédr
ajan olan PMSG(Pregnat Mare Serum Gonadotropin; Folligon;
Intervet) hormon preparatindan yararlanilda.

Caligma, her seferinde 1ki vericinin siiperovulasyonu
gergeklegtirilerek toplam 30 partide tamamlandi. Her uygulama
grubunda PMSG’nin toplam ayni dozu, fakat iki farklai wverilisg
yontemi denendi(Tablo 10).

| 1- Toplam 225 10U PMSG’nin tek enjeksiyonla kas igi yol-
la verilisgi.
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2- Toplam 225 IU PMSG’nin i¢ esgit doza b6lunerek kas
igi yolla uygulanigai.

Tablo 10. Siliperovulasyon igin PMSG’nin kullanim yontem-
leri ve uygulanigi.

Prepa~- Toplam Hayvan PMSG’ nin uygulanisi _
rat doz IU sayisi 1. giin 2. gin 3. gin 4. gin _
PMSG 225 1IU 30 225 1IU - - 150IU0 hCG + Toh.
PMSG 225 10 30 75 10U 75 10 75 IU 150IU hCG + Toh.

3.1.1. Toplam 225 IU PMSG’'nin Tek Enjeksiyonla Verili-

§it Follikiler fazda olan 30 digi tavsana tek enjeksiyonda 225
IU PMSG kas 1igi yolla verilerek siiperovulasyon reaksiyonu
olusturuldu. PMSG enjeksiyonundan 72 saat sonra ise ovulasyonlara
sadlamak igin ive. olarak 150 IU hCG(Human Chorionic Gonadotropin;

Pregnyl; Organon) enjeksiyonu yapildi.

3.1.2. Toplam 225 IU PMSG’nin UYg Esit Doza Bdlinerek
Kas 1¢i Yolla Uygulanigi: 225 IU‘lik doz iig esit porsiyona
bélinerek 75 IU’lik dozlarda, follikiiler fazda bulunan tavsanlara
24 saatlik aralarla kas igi olarak verildi. Son PMSG enjeksiyo~-

nundan 24 saat sonra ovulasyonlari saflamak igin, dider grupta
oldufu gibi 150 IU hCG damar igi yolla uygulandi. Vericiler,
Maurer(59)‘’in de Onerdidi gibi, ovule sdilecek sekunder oocytle-
rin, dogal olarak sayilarini artirmak amaciyla, her iki grupta da
hCG enjeksiyonundan hemen sonra iki ayri erkekle iististe
giftlegtirildiler.

3.2. Alicilarin Senkronizasyonu:!: Embryolarin 96 saat in

vitro kiltiirlerinden sonra, normal geligimlerini tamamlayanlarain
alicilara transferleri planlandi. Bu amagla, gerek taze ve

gerekse kiiltiire edilmig embryolarin transferlerinde, uygulamalar

sirasinda, embryolarin geligsimlerinin yavasgladifyr belirlendigin-



den(27,36,44), alicilar vericilere goére 24 saat daha geg
ovulagyon(hCG enjekeiyonu) 1glemine tabi +tutuldular. Bbylece

vericilerle alicilar arassinda 24 saatlik bir siklus farka

olusturuldu.

3.3. Embryolarain Kazanilmasil ve Defjierlendirilmeleri: in

vitro kiiltiir galismalarinda kullanilacak olan embryolarin 24
gaatlik(2 blastomerli) geligim safhasinda olmasi istenildifinden,
embryoclarin kazanilmasgi, vericilerin giftlegtirilmelerinden 24
eaat sonra gergeklegtirildi. Embryolar, nembutal genel anestezisi
altindaki tavganlardan operatif olarak wve ovidukt yikamagl
yonteml i1le kazanild:.

Nembutal iv. yolla 1lk 1 ml’ei hizli ve devami da ope-
ratif genel anestezil saflanincaya kadar yavag verilerek hulla-
nildi. Median hat ensizyonu ile ilireme organlari(uterus, ovidukt,
ovaryumlar) ensizyon hattina ¢ikartilip, ovaryumlardakl ovulse-
yon odsaklar: wve patlamamig follikilller sayilarak reaksiyonlar
saptandi.

Oviduktan embryolarin Kkazanilmasinda %1.5 BSA igeren

Dulbecco’nun PBS1({38B) yikama Sivisi olarak kullanild:i{Tablo 11).

Tablo 11. Dulbecco‘nun PBS({Phosphat Buffered Salin)
mediununun yapisl.

Madde mg/lt Madde mg/lt
NaCl 8000 KC1 200
Na_HPO +2H,0 1150 KH, PO, 200
Mg&lz. H,0 100 call 100

Hazairlanan mediuma %1.5 oraninda BSA ve her ml’ye 100 ID krigstal
penicillin ve 0.5 mg streptomycin sidlfat katildi.

PBS mediumu hazirlanirken Tablo 13‘de belirtilen kimya-
#al maddeler tartilip steril, 1 1t‘lik balon igine konuldu. Daha

gonra iizerine bir miktar steril, bidistile su ilave edilip, mag-
netik karigtiricida maddelerin tamamen erimesi sadlandi. Kimyaéal

maddeler eritildikten sonra %1.5 oraninda BSA(Bovine Serum Albu-~



min) ilaveel yapi1ldy ve yine magnetik karigtirici {zerinde
BSA’'nin da erimesi gaflandi. BSA da eridikten sonra mediumun
hacmi 1 1lt‘ye tamamlandi ve antibiotik ilavesi yapilarak sterili-
zasyon amaciyla filtrasyon isleml gergeklegtirildi. Filtrasyon
iglemi, otoklavda sterilize edilmig, por genigligi 0.45 um olan
milipor filtreden gegirilerek vyapildi. Sterilizasyon sonrasi,
herhangi bir kontaminasyonun kontrolu amaciyla, hazirlanan medium
24 saat sire ile 37°C‘1lik inkiibatérde bekletildi.

Ovidukt yikamasi i¢in 16-18 numara, ucu kitlegtirilmis
bir kaniil, uterusun utero-tubal baglanti yerine yakin bir yerden
limene sokularak, 1-1.5 cm ovidukt igine yodnlendirildi. Ovidukt
igindeki kaniil, bagparmak ile igsaret parmadi arasinda hafifge
sgikilarak tesbit edildi. Daha sonra kaniilin ajutajina &5 ml yiksama
mediumu igeren bir enjektdr adapte edildi. Difer taraftan disg
¢ap: 1-1.5 mm olan bir polietilen boru, fimbriadan ovidukt igine
gokularak yine iki parmak arasinda hafifge sikilarak tesbit
edildi. Polietilen borunun difer ucu altina ise, bir =saat cami
konuldu wve enjektdr aracilify ile wverilen yikama ©sivisinin
ovidukttan gegerek bu cam kapta toplanmasi saf§landi(Resgim 1).

Embryolari igeren yikama sivilari, deferlendirilme aga-
masina kadar 37°C‘a ayarli sicak tabla {(izerinde bekletildi.. Bu
bekletilme siiresi, yikama sivislr  ilginde bulunabileceek ve lreme
organlarindan kdéken alan zararli etkenlerden{kan hiicreleri vb.)
embryolari korumak amaciyla mimkin oldudunca kisa tutuldu. Yikama
givielr iginden mikropipet aracilify 1le digariya alinan embryo-
lar, oviduktan gelen sivi ve hiicrelerden arindirailmak amaciyla,
ig ayri petri kutusu 1iginde bulunan taze FBS mediumundan ayri
ayri gegirilerek ¢ kez yikandilar. Yikama iglemi tamamlandiktan
gonra 1se deferlendirmeye alindilar.

Embryolarin kazanilmasindan sonra kiiltir agamasina ka-
dar yapilan tim iglemler, 1igi ultraviolet lambasi ile sterilize
edilen bir cam kabin iginde gergeklestirildi(Resim 2). Kabin ig¢
yiizeyinin sterilizasyonu igin, ultraviolet lambasi 12 saat

fncesinden g¢alistairild: ve kabinin cam kapal§i kapali tutuldu.



Embryolarin dederlendirilmesi ve digder +tim maniplas-
yonlar, camli dolap iginde bulunan zumlu, %10 - x40 biyitmeli
stereo mikroskob(Olympus; VMZ 4F) altinda gergeklestirildi.
Dederlendirme sirasinda, zigot halinde olan embryolarin, wvitel-
luslarinin gérinimleri, homojen yapida olup olmadidi, vitellusta
dagilma, pargalanma ve vakuollenmelerin bulunup bulunmadid:,
vitellus hacmi, vitellin boslukta polar cisimciklerin varligir ve
zona pellusidalarin kalinligi, homojen yapisi, yuvarlakligi ve
berrak gérintiisi gz 6ninde bulunduruldu. iki hiicreli embryolarain
ise yine zona pellusidalarinin yapisina, blastomerlerin esit
biyiklikte ve zona ig¢ini doldurma durumlarina, blastomer sitop-
lazmalarinin homojen yapisina, vakuollenme ve dejeneratif dedi-
sikliklerin varligina bakilarak sa§lik durumlari hakkinda karar

verildi.

3.4. Embryolarin In Vitro Kiltirleri: Ssz&1ikli1 olduduna

karar verilen zigot wve embryolar, in wvitro ortamda kiltire
edildiler.

Kiltlir asamasinda Kkullanilan cam petriler wve diger
bitin cam malzemelerin tenmizlidinde 7x(Serva) temizleyicisi
kullanildi. 7x’1i suda temizlenen malzemeler, durulamak amaciyla
7 defa, pespese distile sudan gegirildiler. Kurutulduktan sonra

aliminyum kaditlara sarilarak, otoklavda sterilize edildiler.

3e4s1. in Vitro Kiltir Ortami:! Embryolarin kiltire e=

dilmeleri igin inkibatdr olarak, 37 + 1°C’a ayarlanabilen etiv
kullanildi. Kiiltir kabini olarak ise 2.5 1t hacimda, gaz giris ve
gikisga igin iki adet baflantisai bulunan kiltdr kabininden

vararlanildi (Resim 3).

3.4.2, Kiltir Mediumlari: Caligmada, embryolarin kilti=

riic igin en ideal ve en ekonomik mediumu belirlemek amaciyla,

asaida belirtilen ¢ medium denendi.
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1- TCM 199 + %20 Sigar serumu(SS)
2- TCM 199 + %1.5 BSA
3- PBI + %20 S8S

Bu ii¢ mediumdan ikisinde esas oclan TCM 1988 hazir olarak
alindi. Toz halinde temin edilen medium laboratuvarda, steril
bidistile su ile eritilerek filtre edildi. Kullanim éncesinde
gerekli katki maddeleri eklenerek tekrar sterilizasyon amaciyla
filtreden gegirildi. Didger PBI mediumu(60) ise kendi laboratuva-
rimizda hazairland:i.

TCM 199 ve PBI mediumlarina katilan sidir serumu, saj-
likly sifirlardan elde edildi. Bu amagla sifairlardan vendéz Kkan
steril tiiplere alindi. Kanlar pihtilagtiktan sonra ¢izilerek,
serumlarin ayrilmasi ig¢in, oda 1sisinda 24 saat bekletildi. Elde
edilen serumlar 3000 devirde 20 dakika santrifuje edildikten
sonra, dipteki +tortulardan ayrilip ikinci kez, ayni devir ve
sirede santrifije edildiler. Santrifij sonrasinda serumlar,
yapisinda bulunan ovosid faktérlerin inhibe olmasi igin 56°C‘da
30 dakika bekletildi. Elde edilen bu serumlar daha sonra, Kkigiik
porsiyonlar halinde buzlukta dondurularak, Kkullanilincaya kadar
saklandi. Béylece, hazirlanan serumlar kullanilacag: Zaman
eritilip, belirtilen oranlarda mediumlara katildai.

Arastirmada embryolarin in vitro kiiltird igin kullani-
lan bazal mediumlardan TCM 199( GIBCO; Tablo 12) ve PBI mediumun
bilegimleri(Tablo 13) asafiida belirtildigi gibidir.
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Tablo 12. TCM 199 mediumunun kimyasal yapisi.

inorganik kompanentler mg/lt Amino asitler mg/l _
CaCl, (susuz) 140.00 DL=Alanin 50.00
Fe(N63)3.9H20 0.72 L-Arginin.HCl 70.00
KCl 400.00 DL-Aspartik asit 60.00
60,00 L-Bistein.HC1.H,0 0.11
Mg§04.7H 0 200.00 L=Bistin.2HCI 26.00
NaCl 8000.00 DL-Glutamk asit.Hzo 150.00
HPO, (susuz) 47.00 L=Glutamin 100,00
Dig omponentler: - Glisin 50,00
L-Histidin.HCl.H 21.88
Adenin Sulfat 10.00 L- Hidroksipropilgn 10.00
ATP(disodium tuzu) 1.00 DL-Isoleusin 46.00
Adenilik asit 0.20 DL-Leusin 120.00
Kolesterol 0.20 L-Lisin 70.00
Deioksiriboz 0.50 DL~-Metionin 30.00
D-Glukoz 1000.00 DL-~-Fenilalanin 50.00
Glutation(indirgenmis) 0.08 L-Prolin 40.00
Guanin.HC1 0.30 DL-Serin 50.00
Hipoksantin(Na tuzu) 0.354 DL-Treonin 60.00
Fenol red 20.00 DL-Triptofan 20.00
Riboz 0.50 L-Tirosin{disodium t.) 57.66
Sodium asetat 50.00 DL-Valin 50.00
Timin 0.30
Tween80 20.00 Vitaminler mag/lt
Orasil 0.30
Keantin(Na tuzu) 0.344 Askorbik asit 0.08B
Vitaminler mg/lt D~Biotin 0.01
D-Ca Pantotenat 0.01
Kalsiferol 0.10 Folik asit 0.01
Kolin Klorid 0.50 Menadinon 0.01
i-inositol 0.056 Niasinamid 0.025
Niasin 0.028 Pridoksal HC1 0.025
Para-faminobenzoik asit 0.050 Ribofilavin 0.01
Pridoksin HC1 0.0256 Vitamin A(acetat) 0.14
Tiamin HC1 0.01

- TCM 199 Gibco firmasindan hazair olarak temin edildi ve bir
gruba %20 oraninda Sifdair serumu, diferine ise %1.5 BSA katild:i.

- Olasi bir kontaminasyona karsi her iki uygulamada da ml’ye 100
IU0 kristal penicillin ve 0.5 mg streptomysin silfat katailda.

- Kiltir Calismasi CO,°1i ortamda yapilacadindan bu mediuma
filtrasyon ©oncesinde, firmanin onerdigi sekilde 0.35 g/lt

oraninda NSHC03 katilarak CO, gazi ile gazlandi.’
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Tablo 13. PBI Mediumunun kimyasal yapisi.

Madde mg/lt Madde mg/lt
NaCl 8000,00 KC1 200.00
MgCl,,6H,0 100.00 KH4PO, 200.00
NaEH 0,4 1150.00 Na=-pyruvat 365.00
Ca 12(a) 1 ml Phenol Ret(b) 1 ml

_Glukoz 1000,00

a- CaCl,; 13,246 g CaCl, 100 ml bidistile suda eritilip 1 ml‘si
, 2
mediuma katild:i.

b- Phenol Ret; 0.5 g phenol rot 100 ml bidistile suda eritilip 1
ml‘si mediuma katildi. ‘

- Medium hazirlandiktan sonra %20 sifir serumu katildi.

- Bu mediuma da diger TCM 199 mediumunda oldudu gibi ml‘ye 100 IU
kristal penicillin ve 0.5 mg streptomysin silfat katildi.

- Kiltdr galismasi CO,¢1j prtamda yapildigindan, tampon tuzu
olarak NaHCO3’ 2.2 g/lt oraninda katilarak CO, gazi ile gazlandi.

3.4.3. Kiltir Kaplari: Caligmada, Brinster(12) tarafin=-
dan 6nerilen, 1 ml killtir mediumu igeren, 30x15 mm ebatlarindaki
tek kullan1m11k, steril plastik kiltir kaplari(Nunk, Inter Med)

kullanildi. Petri kutularina 1 ml medium konulduktan sonra ildzeri,

vine steril ve toksik etkisi olmayan parafin ya§as ile(Parafin
0il, Merk) ortildi. Boylece, mediumda olusabilecek buharlasgmanin
ve medium ile atmosfer arasindaki hizli gaz alasverisinin oOnine
gegildi.

Kiltir mediumlarina aktarilincaya kadar 3. yikama Kka-
binda tutulan embryolar, mikropipet aracailig: ile 10-15‘erli
gruplar halinde belirtilen kiltir mediumlarinin igine
vyerlestirildiler. Daha sonra, plastik petriler, 100 x 20 mm
Oblgiilerindeki, tabaninda steril bidistile su bulunan cam petriler
igine {iger liger konuldular.

Kiltir petrileri cam petriler igine lUger {iger yerlesti-
rilirken, bir biiyik cam petri igine, TCM 199 + %20 5SS, TCM 199 +
%1.56 BSA wve PBI + %20 688 uygulama gruplarinin bir arada

konulmasina 6zen goésterildi. Buradaki amag, eder ortamda, kiltir
mediumunun haricinde embryolari etkileyen herhangi bir etken var

ise, i{i¢ uygulama grubunun da bu faktdrden egit olarak etkilenme-~



gini eaflamakt:i.

. Kiltir gruplarini igeren biyik cam petriler, kiltir ka-
binine konulduktan sonra, kabin igi, %5 C02, %5 o2 ve %90 N2 gazi
karigsimindan yararlanilarak, Brinster(12) +tarafindan ortaya

konulan,
V . dC/dt = FCx - FC

formiline gdre gazlandi.

Bu formile gdre, kiltir kabininin hacmi(V) 2.5 1lt, gi-
ren gazin akig hizi(F) 1 1t/dakika, gszlama dSncesl kabin igi EQZ
gazi konesantrasyonu(C) O, gazlama sonrasi ulagilmasi isgtenilen

C02 konsantrasyonu(dC) %5 ve kabine giren gazin CO2 orani{Cx) iz=e
%5 oplarak belirlendi.
2.5 % 0.065/dt = 1 ® 0.06 - 1 x O

eglitlifinden gazlama siresi= dt= 2.5 dakika olarak hesaplandi.

3.4.4. Kiltir Periodlari ve Embryolarin Kontrollari: tp

vitro  kiiltir ortamina konulan embryolarin geligimlerinin
belirlenmegl ve bulunduklari mediumlarin tazelenmesl amaciyla,
her 24 saatte bir emb}yolat inkibatér digina alindilar. Digariys
alinan embryolar geligim durumlari, bélinmelerin homojenlidgi,
blastomerlerin biyikliklerinin homojenlidgi, sitoplazmalarlnlﬁ
2afilikly gérinigleri ve dejeneratif defigiklikler dikkate
alinarak sa$lik kontrollari yapildi. Kontrollari yapilan safjlikl:
embryolar, taze kiltir mediumlari igeren vyeni petriler igine
konuldular. Petriler kiltir kabini igine vyerlegtirilip her
defasinda, daha dnce de belirtildiy§i gibli gazlama yapildi. in
vitro kiiltiir siiresi 96 saate ulagincaya kadar her 24 eaatte bir
bu iglemler tekrar edildi.
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2.5. Kiltir Sonrasil Sa8likli Embryolarin Transferi: gg

saatlik in vitro kiltir siresi sonunda, embryolarin blastocyst
eafhasinda olmalari esas alindi. Bununla beraber genel durumu
ivi, berrak ve homojen gorinimde olan, hiicresel erimelerin ve
parg¢alanmalarin gdrilmedidi, kompakt morula ile genislemis(expan-
ded) blastocyst safhalari arasindaki gelisim safhalarina sahip
embryolar da transfer edilebilir, sa§likli embryolar olarak
nitelendirildi. “

Saf§likl: bulunan embryolar, genel anestezi altinda ope-
ratif yolla, senkronize edilmis alicilara +transfer edildiler.
Embryolarin kazanilmasinda oldu@iu gibi, ayni ydéntemle anesteziye
edilen alicilara median hat ensizyonu uygulandi. Ovaryumlardaki
reaksiyonlar, herbir kornu uteriye verilecek embryo sayisini
belirlemek amacaiyla saptandi. Kornu uterilerin herbirine,
servikse yakin olmak lizere, mikropipetin gegebilece§i biyiklikte,
kalin bir kanil araciligs ile delik agildi. Uygun sayida embryo
iceren mikropipet, agilan delikten uterus igine sokulup apekse
kadar yonlendirildi. Embryolarin mimkin oldudunca u¢ noktaya
birakilmalari saglandzi.

Transfer sonrasi alicilar, gebelik takipleri vyapilmak

lizere ayri kafeslerde barindirildilar.
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4. BULGULAR:

Bu bélimde arastirmanin sonuglari; siperovulasyon, emb-
ryolarin kazanilmasil, toplam 96 saatlik in vitro killtir galigmasi
giresinde 24 esaatlik periodlarda embryolarin geligim durumlar:i ve

onlarin transferleri olmak ldzere dért agamadas sunuldu.

4.1. Siiperovulasyon sonuglari:! S{iperovulasyon uygulama=
s1 materyal ve metod kisminda da belirtildi§i gibi 1iki ayr21

gekilde yapild:i.

1- Toplam 225 IU PMSG’nin tek enjekeiyonla verilisgi.
2- Toplam 225 IU PM8SG’nin ig¢ egit doza({(75 1U) bdlinerek

ii¢g enjekelyonda uygulanisgi.

4.1.1. Toplam 225 IU PMSG’nin tek enjeksiyonla wverili-

§1: Bu uygulamada toplam 30 hayvan kullanildi. Yapilan galigmada
PMSG enjeksiyonundan 96 =saat sonra operasyonlarda tesbit edilen

ovaryum reakegiyonlari Tablo 14°’de belirtildigi gibidir.

Tablo 14°'de siperovulasyon igin yapilan PMS8G enjekeiyo-
nundan elde edilen deferler, bireylere ve bireyin kendi
binyesinde say ve =0l ovaryumlarina ait bulgular:i géstermektedir.

Tablo 15'de 1ge, bu del§erler genel toplam olarak
verllmektedir.
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Tablo 14. Toplam 225 1IU PMSG’nin tek enjeksiyonla ve-
rildigi hayvanlarda gdzlenen ovaryum reaksi-
yonlarai.

Hayvan Sag Ovaryum Sol Ovaryum

=ira no Patlamamig Fol. CL.H Patlamamig Fol. CL.H
1 8 2 7 5
2 3 10 4 5
3 3 3 3 3
4 - 35 - 35
5 L] 5 6 12
6 7 7 12 9
7 6 7 7 9
8 5 18 ) 23
9 3 8 3 15
10 4 15 3 10
11 - 10 - 2
12 2 12 - 12
13 9 1 4 10
14 2 3 3 5
i85 S 1 4 3
16 5 3 3 2
17 12 3 14 -
i8 - - - -
i9 2 6 1 5
20 3 7 2 5
21 6 S 3 7
22 4 10 5 8
23 2 5 3 7
24 3 7 4 S
25 2 8 3 10
26 10 6 11 8
27 8 12 6 15
28 - - - -
29 3 15 3 13
20 6 14 2 8

CL.H= Hemorajik korpus luteum(Ovulasyon odadgi).
Fol.= Follikil



Tablo 15. Toplam 225 IU PMSG’nin tek enjeksiyonla

vegrilmgzinden elde edilen ovaryum reaksiyonlara.

Toplam hayvan Dvaryumlardaki Reaksiyonlar _
Eayizi(n) Fatlamamig Follikiil CL+.H sayi=a
30 253 524
Matematik ortalama 8.43 + 2,29 17.53 + 4,99
Tablo 15°’den de anlagilacadi lizere, 30 hayvanin OVar-

yumlarinda 253 adet patlamamis(ovule olmamis) follikil wve 524
adet de korpus 1luteum hemorajikum(ovulasyon o©dadi) bulundulu
saptandai.

Ovaryumlarda hayvan basina ortalama olarak 8.43 + 2,29
adet patlamamis follikil, yine ayni grupta ortalama 17.53 + 4,99
adet de ovulasyon odaginin bulundufu tesbit edildi(t= 0.056).

225 IU PMSG’nin tek enjeksiyonla verildigi bu grupta
patlamisg follikiller ve ovulasyon odaklari toplanarak siiperovula-
tér ajanin etkisiyle olusan gelismenin saptanmasi istenildiginde
ise toplam 777 adet follikilin gelismis oldudunu belirledik. Or-
talama ovaryum reaksiyonlari t= 0.06 giivenilirlik esidine gbre
hesaplandiginda ise hayvan basina 25.86 + 4,96 adet o©larak
bulundu.

Ovaryumlarda gelisen 777 adet follikilden, 524 tanesi-
nin ovule edildigi g6z &éninde bulunduruldugunda, ocvulasyon

oraninin %66.43 oldudu hesaplandai.

4.1.2. Toplam 225 IU PMSG’nin (¢ enjeksiyonla veriligi:
PMSG’nin lUg esit doza bélinerek, 24 saat arayla verildigi bu

grupta da 30 hayvan kullanildi. Uygulamalardan 96 =sonra elde e-
dilen ovaryum verilerinin bireysel olarak da§ilimlari Tablo 16’da
gbriildigi gibidir. '
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Tablo 16. Toplam 225 IU PMSG’nin (¢ esit doza(75 1IU0)
bbélinerek g enjeksiyonla verildigi hayvan-
larda gdzlenen ovaryum reaksiyonlar:.

Hayvan saira Sad Ovaryum Sol Ovaryum
No
Patlamamig Fol. CL.H Patlamamig Fol. CL.H

1 20 5 25 6
2 6 i0 10 7
3 10 10 12 12
4 11 2 L} 3
5 6 18 6 12
6 6 11 11 i0
7 10 4 9 6
8 15 4 17 13
9 5 10 8 12
i0 - - 2 3
11 - - - -
12 10 17 6 19
13 7 5 8 3
14 7 6 3 3
15 2 2 4 4
16 - - - -
17 2 4 3 2
18 2 1 2 4
18 1 9 1 8
20 3 10 4 11
21 6 13 2 1=
22 8 15 3 i0
23 11 17 8 11
24 8 S 6 13
25 2 13 7 15
26 10 18 8 9
27 4 7 7 g
28 7 S 7 5
29 4 2 5 4
30 7 5 8 6 _

Tablo 16°da verilen defierler bireylere gore ve ayni za-~
manda da sa§ ve so0l ovaryumlara gdre dadilimlara ifade

etmektedir. Tablo 17°’de ise, bu dedierler genel toplam oiarak

verilmektedir.
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Tablo 17. 3x75 1IU PMSG enjeksiyonu sonrasinda hayvan-

larda gézlenen toplam ovaryum reaksiyonlari.

Toplam Hayvan Ovaryumlardaki Reaksiyonlar
Sayisi(n) Patlamamis Follikil =ay. CL.H sayisa B
30 387 465

Matematik ortalanma 12.986 + 2,432 15.5 + 3.59

Tablo 17°’den de izlendi4§i gibi, 30 hayvanain ovaryumla-
rinda 387 adet ovule olmamig follikil ve 465 adet de korpus
luteum{ovulasyon odadi) belirlendi.

Ovaryumlarda hayvan basina ortalama olarak 12.96 + 3,43
adet patlamamis follikill saptanirken, yine ayni: grupta ortalama
16.5 + 3,59 adet ovulasyon oda&inin bulunduéﬁ tesbit edildi(t=
0.05).

PMSG’nin 24 saat arayla 3x75 IU dozda verildi§i bu hay-
vanlarda, verilen hormonun etkisiyle olugan toplam follikiiler
geligme ortaya konuldudunda ise toplam 852 adet follikilin gelig-
tigil saptandi. Ovaryumlardaki geligmeye géire hayvan bagina diigen
ortalama deder 28.46 + 5,64 olarak hesaplandi(t= 0.05).

Gelisen bu 852 adet follikilden, 465 tanesinin ovulas-
yona udradifini, buna ba§li olarak da, ovulasyon oraninin ise

%54.57 oldu§u saptandi.

4.2. Ovidukt yikamasi sonucunda elde edilen bulgular:

Ovidukt yikamasi sonrasil elde edilen bulgular, siiperovulatér

ajanin veriliy ybntemine gbére ikl grupta toplanda.

4.2.1. Tek enjeksiyonla 225 10U PMSG uygulanan verici-
lerden kazanilan embryolar: By uygulama grubunda 30 hayvanda
yapilan ovidukt yikamasindan elde edilen dederler Tablo 18’de
izlendigi gibidir.




Tablo 18. Tek enjeksiyonla 225 IU PMSG verilen hayvan-
lardan elde edilen toplam hiicre sayisi ve
dagdilimlara.

Hay. T.Hicre Sa§ Ovidukt Sol Ovidukt
gira sayls1 .
no Ovum Zigot 2B 4B Ovum Zigot 2B 4B
1 3 - - - - 2 1 - -
2 i5 4 6 1 - 2 1 1 -
3 4 1 1 - - 2 i - -
4 58 ip 19 - 7 22 - -
5 34 1 1 13 - 2 4 13 -
6 13 3 - 3 - 2 - 5 -
7 B 2 1 - - 1 1 - -
B 7 3 - - - 1 2 1 -
9 21 1 - 9 - 1 3 6 1
10 24 - 2 13 - - 2 7 -
11 12 3 7 - - - 2 - -
12 22 - 5 6 1 3 7 -
13 20 - 4 B 1 1 3 3 -
14 5 1 1 1 - - i 1 -
i5 3 1 - - - - 1 1 -
i6 i - 1 - - - - - -
17 2 1 1 - - - - - -
is 0 - - - - - - - -
19 12 7 - - - 5 - ~ -
20 i2 1 2 4 - - i 4 -
21 16 1 3 5 - - 2 5 1
22 16 1 3 5 - - 3 4 -
23 12 - - 4 - - 2 & -
24 is p 2 b - - 2 7 1
25 18 1 2 b - - 2 7 1
26 i3 1 2 2 - 1 2 5 -
27 25 3 4 B - - 3 10 -
28 0 - - - - - - - -
29 23 - 4 7 - 2 4 B 1
30 20 - 3 8 1 1 3 4 -

B= blastomer

Bu grupta 30 hayvandan toplam 434 hicre kazanild:i.
Bu sayi ovaryumlarda tesbit edilen ovulasyon odaklari ile kargi-
lagtirildifinda, hiicrelerin kazanilma orani %82.8 olarak belir-
lendi.

Kazanilan toplam 434 hiicrenin 78 tanesi(%17.97) ovum
(Resim 4) 148 tanesi(%34.10) zigot(Resim 5), 202 tanesi(%46.54) 2
blastomerli(Resim 6) ve 6 tanesi(%1.38) de 4 blastomerli (Resim 7)
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emhryo olarak tesbit edildi(Tablo 19). Bu grupta kazanilan

hicrelerin fertilizasyon orani %82.02 olarak belirlendi.

Tablo 19. Tek enjeksiyonla 225 IU PMSG verilen hayvan-
lardan elde edilen embryolarin gelisim dénem-
lerine goére dafilimlari ve matematik ortala-
malari(t= 0.05).

n Toplam Ovum Zigot 2 blastomerli 4 Blastomerli
hiicre zaye. Sayisi sayisi E, =ayisi E. sayisi

30 434 78 148 202 6

% 14.46+4,45 2.6+1.33 4.9+42.74 6.73+2.61 0.2+0.10

® = Matematik ortalama

Genel olarak kazanilan hiicrelerin hayvan bagina orta-

lama degerleri 14.46 + 4.45 olarak belirlendi(Tablo 19).
Kazanilan hiicrelerin geligim durumlarina gére hayvan
bagina digen ortalama deferleri, t= 0.056 giivenilirlik egifine
gbre hesaplandifinda 2.6 + 1,33 adet ovum, 4.9 + 2.74 adet zigot,

6.73 + 2,61 adet 2 blastomerli ve 0.2 + 0,10 adet de 4 blasto=-
merli embryo olarak belirlendi(Tablo 19).

4.2.2. g enjeksiyon uygulanan vericilerden kazanilan

embryolar: Bu grupta yapilan ovidukt yikamalari =sonucunda 30
hayvandan elde edilen hiicrelerin daf$ilimi Tablo 20°’de belirtildi-
i gibidir.

Bu grupta 30 hayvandan toplam 429 adet hiicre kazanilda.

Ovaryumlarda tesbit edilen ovulasyon odaklari sayisi{465) ile
hicrelerin rsayilari Kkargilastirildiginda, hicrelerin kazanilma

oranlari %92.2 olarak belirlendi.



Tablo 20. 3x75 IU PMSG verilen hayvanlardan elde edilen

embryolar.

Hay. T.Hicre Sag§ Ovidukt Sol Ovidukt
sira sayisi _
_no Ovum Zigot 2 B 4 B Ovum Zigot 2 B 4 B
1 7 - - 2 - 1 1 3 -
2 26 4 4 - - 3 15 - -
3 30 3 - 9 - - 6 12 -
4 4 2 - - - 2 - - -
5 17 - - 7 - 2 4 4 -
6 24 13 4 - - 5 2 - -
7 5 1 4 - - - - - -
8 18 - 4 - - - 14 - -
9 20 - 4 7 - - 2 7 -
i0 o] - - - - - - - -
11 0 - - - - - - - -
12 36 - - 19 1 1 - 11 4
13 7 - 1 2 4 - - -
14 5 - 2 1 - 1 - 1 -
15 8 - 4 - 1 3 - -
16 o] - - - - - - - -
17 1 - - 1 - - - - -
i8 3 1 - - - 2 - - -
19 19 - - 8 - - - i0 1
20 19 1 3 6 - 2 1 6 -
21 19 2 2 7 - - 3 4 1
22 23 3 4 7 - - - S -
23 25 2 - 13 - - - 10 -
24 21 1 1 7 - 1 3 8 -
25 24 - 3 9 - 2 1 9 -
26 24 - 5 11 - - 3 5 -
27 16 - 3 4 - - - 9 -
28 14 3 1 5 - - 1 4 -
29 4 - - 1 - - - 3 -
30 10 1 - 3 - 1 3 2 -

Kazanilan 429 hicrenin 65 tanesi(%15.15) ovum, 111 ta-
nesi(%25.87) zigot, 246 tanesi(%57.34) 2 blastomerli ve 7 tane-
8i(%1.63) de 4 blastomerli embryo olarak tesbit edildi(Tablo 21).
Bu uygulama grubundaki fertilizasyon orani ise %84.84 olarak
saptandi.

Genel olarak kazanilan hiicrelerin hayvan basina ortala-

ma deferi 14.3 + 3,76 olarak saptandi(Tablo2l).



Tablo 21. tig enjeksiyonla 225 IU0 PMSG wverilen hayvan-
lardan elde edilen embryolarin geligim ddnem-
lerine dadilimlari ve matematik ortalamaslari

(t= 0.05).
n Toplam Ovum Zigot 2 Blagstomerli 4 Blastomerli
hiicre Eayis1 gEaylsl Eaylisil sayig1
30 429 B& 111 246 7
® 14.3+3,76 2,1#1.26 3,7+1.75 B.2+3,21 0.23+0.34

x= Matematik Ortalamas:

Kazanilan hiicrelerin gelisim durumlarina gére hayvan
bagina diigen ortalama degerleri 2.1 + 1,26 adst ovum, 2.7 + 1.75

adet zigot, 8.2 + 2,21 adet 2 blaztomerli ve 0.23 + 0,34 adet de
4 blastomerli embryo olarak belirlendi(Tablo 21).

4.3. in Vitro Kiltir Sonuglari: Ovidukt yikama=zi ile

kazanilan hicreler, materyal vae metod kisminds belirtilen
dederlendirme ydntemleri ile dederlendirildikten sonra, saflikla
bulunan embryoclar, zigot wve iki blastomerlil olmak izere iki grup
sltinda toplanirken, 4 blastomerli embryolar in wvitro kiiltir
galigmasgina dahll edilmediler.

Siniflandirma Eonrasinda, embryclar (g ayri medium
iginde kiltire edildiler. Ilk 24 =saat i¢in inkibatdre konulan
zigot ve 1iki blastomerli embryolarin da8ilimlari Tablo 22°de
goérildiugi gibidir.

Tablo 22. 24 gaatlik in wvitro kiiltir periodu igin inkii-
batére konulan embryo sayilari ve mediumlara
dafilimlar:.

_Medium Zigot 2 Blastomerli oplam
TCM 199 + %20 SS ‘ 100 144 244

TCM 199 + %1.5 BSA 96 i38 234

PBI + %20 S8S 60 120 180 _

Toplam 256 402 658




11k uygulama grubu olan TCM 199 + %20 si1§ir serumu me-
diumu iginde kiltire edilmek izere 100 adet zigot ve 144 adet de
iki blastomerli; %1.5 BSA igeren TCM 199 mediumunda yapilan
kiltidr uygulamasinda ise 96 tane =zigot ve 138 +tane de iki
blastomerli embryo inkibatoére yerlestirildi. Ugilinclii grupta ise
PBI + %20 si18ir serumu mediumu iginde Kkiltire edilmek lzere 60
tane zigot ve 120 tane de iki blastomerli embryo kullanild:i.

24 saatlik in vitro kiltir perioduna konulan zigot ve 2
blastomerli embryolarin geligim durumlari ayri ayri ele

alindiginda Tablo 23 ve Tablo 24’e gfzlenen veriler saptanda.

Tablo 23. in vitro kiltir igin inkibatdore konulan
2igotlarda 24 saat sonra gozlenen gelismeler
ve mediumlara gdre dafilimlari.

Medium Toplam 2B 4B 6B 16B 32B Geligsen(%) Dejenere (%)
TCM1994+%20 SS 100 i 15 16 33 1 72(%72) 28(%28)
TCM199+%1.5 BSA 96 - 17 19 31 2 69(%72.1) 27(%27.9)
PBI + %20 SS 60 - 6 13 19 1 39(%65) 21(%35) _

Tablo 24. In vitro kiltir igin inkiibatére konulan 2
blastomerli embryolarda 24 saat sonunda
gHzlenen gelismeler ve mediumlara gobre
dagilamlarie.

Medium Toplam 2B 4B 8B 16B 32B Geligen(%) Dejenere(%?
TCM199+%20 SS 144 - - 18 86 9 109(75.69) 33(24.31)
TCM199+%1.5BSA 138 - 2 18 67 3 90(65.22) 48(34.78)
PBI + %20 SS 120 - 2 19 58 - 79(65.84) 41(34.16) _

24 saatlik in vitro kiltir periodu sonucunda %20 ora-
ninda sigir serumu igeren TCM 199 mediumuna konulan 100 zigotun
72 tanesi(%72) geligsme gosterdi. Bu geliseﬁ embryolardan 1
tanesi(%1.30°u) 2 blastomerli, 19 tanesi{%26.30) 4 blastomerli,
16 tanesi(%22.22) 8 blastometli) 33 tanesi(%45.83) 16 blastomerli



(Resim 8) ve 1 tanesi de(%1.30) 32 blastomerli konuma gelisti.
TCM 199 + %20 s18§1r serumu mediumuna Konulan 100 zigotun 28
tanesi (%28) ise dejenere olarak geligsememislerdir (Resim 9).

Ayni sire sonunda %1.5 oraninda BSA igeren TCM 198
mediumunda kiltire edilen 96 zigotun toplam 69 tanesi(%71.87)
geligme godsterirken, 27 tanesi(%28.13) de dejenerasyona uframig-
tir. Gelisen 69 embryonun 17 tanesi({%24.63) 4 blastomerli, ig
tanesi (%27.53) 8 blastomerli, 31 tanesi(%44.92) 16 blastomerli ve
2 tanesi(%2.89) de 32 blastomerli(Resim 10) konuma ulast:i.

%20 si1i8air serumu igeren PBI iginde gergeklegtirilen
kitltir grubunda ise, kiltire alinan 60 =zigotun 39 +tanesi(%65)
gelisme gésterirken, 21 tanesi(%35) ise dejenere oldu. Gelisen 39
embryonun 6 tanesi(%15.38) 4 blastomerli, 13 +tanesi(%33.33) 8
blastomerli, 18 tanesi(%48.71) 16 blastomerli konuma ve 1
tanesi(%2.56) de 32 blastomerli konuma ulasmis oldu.

Ilk 24 saatlik period igin TCM 198 + %20 sigir serumu
iginde kiiltire edilen toplam 144 adet 2 blastomerli embryonun 108
tanesi (%$75.68) bu sire sonunda gelisim gosterirken 33
tanesi (%24.31) de dejenerasyona ugdradi. Gelisen 109 embryonun 18
tanesi(%12.5) 8 blastomerli, 86 tanesi(%78.89) 16 blastomerli
konuma wulasirken, 9 tanesi{%8.25) de 32 blastomerli Kkonuma
ulasmis oldu. Ayni sire iginde %1.5 BSA igeren TCM 199 mediumunda
kiltire edilen 138 embryonun 90 tanesi(%65.22) geligirken, 48
tanesi(%34.78) ise dejenere oldular. Gelisen 90 embryonun 2
tanesi(%2.22) 4 blastomerli, 18 tanesi(%20) 8 blastomerli, 67
tanesi (%74.44) 16 blastomerli ve 3 tanesi(%3.33) de 32
blastomerli konuma ulasti(Tablo 24).

%20 oraninda si1gair serumu igeren PBI mediumunda kiltire
edilen 120 adet 2 blastomerli embryodan 79 tanesi(%65.84), ilk 24
saatlik sire sonunda geligsim gOsterirken, 41 tanesi(%34.16)
dejenere oldu. Gelisen 79 embryonun 2 tanesi(%2.53) 4
blastomerli, 19 tanesi(%24.05) 8 blastomerli, 58 tanesi(%73.41)
de 16-b1as£omerli konuma geliﬁti(Tablo 24).



Elde edilen bulgulari zigot ve 2 blastomerli embryola-
rin in wvitro geligimleri olarak toplu halde deferlendirmeye
alindiginda 1ise, 11k 24 sasatlik kiltir periocdu gonragainda
uygulama gruplarina gdre embryolarda gézlenen geligimler, Tablo

25*de belirtildifi sekilde oldu.

Tablo 25. 24 saatlik in wvitro kiltir periodu sonrasinda
uygulama gruplarinda elde edilen bulgular.

Medium Toplam 2B 4B 8B 16B 32B Geligen(%) Dejenere(%)
TCM199+%20 S8S 244 1 19 34 119 10 183(%75) 61(%25b)
TCM199+%1.5 BSA 234 - 19 37 98 5 1B9(67.86) 765(32.058)
PBI + %20 88 180 - 8 32 77 1 118(665.56) 62(34.44)

B= Blastomerli;

Bu perlodda %£20 oraninda sidir serumu igeren TCM 189
mediumuna yerlegstirilen +toplam 244 tane zigot ve embryonun, 1
taneginin (%0.40) 2 blastomerli, 19 tanesinin(%7.78) 4 blastomer-
l1i, 34 tanesinin(%13.93) 8 blastomerll, 119 tanesinin(24B.77) 16
blastomerli ve 10 taneeginin{(%4.09) de 322 blasgtomerli konuma
geligtifdl belirlendi. Gerilye kalan 61 embryo da bu period s=onrsa-
ginda geligme gbeteremeyerek dejenere oldu. Geligim gdeteren
embryolarin(183 adet), inkibatére konulan toplam embryo sayigi-
na(244 adet) olan orani, %75 olarak belirlenirken, dejenere olan
embryolarin{(61l adet) orani ise %25 olarak tesbit edildi. Geligim
géeteren embryolarin dafilimlari esiragiyla, %65.03 ile 16 blasto-
merli, %18.568 ile B blastomerli, %10.38 ile 4 blastomerli, %5.46
ile 32 blastomerli ve =on olarak da %0.55 ile 2 blastomerli
geligim devrelerine oldu(Grafik 1).
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Grafik 1. 24 saatlik in vitro kiltir periodundan sonra
TCM 199 + %20 SS mediumunda gelisim gbsteren
embryolarin dagdilimlari(%).
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%1.5 oraninda BSA igeren TCM 199 mediumunda kiltiire
edilen 234 zigot ve embryonun, 19 tanesinin(%8.11) 4 blastomerli,
37 tanesinin(%15.81) 8 blastomerli, 98 tanesinin(%41.88) 16
blastomerli wve 5 tanesinin(%2.13) de 32 blastomerli konuma
ulagtiklar: saptandi. Geriye kalan 75 adet(%32.05) embryonun da
killtir sonrasinda dejenere olduklari belirlendi. Gelisim gosteren
embryolarin(159 adet), inkiibatére Kkonulan toplam embryolara(234
adet) olan orani ise %67.95 oldu. Gelisgim gbésteren embryolarin
dailimlary =sirasiyla %61.64 ile 16 blastomerli, %23.27 ile 8
blastomerli, %11.95 ile 4 blastomerli ve son olarak da %3.14 ile
32 blastomerli geligim devrelerine oldu(Grafik 2).



Grafik 2. 24 esaatlik in vitro kiltir periodu i¢gin TCM
199 4+ %1.5 BSA mediumunda gelisim gbsteren
embryolarin dagilamlara.
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DiYder grupta ise PBI + %20 si§ir serumu mediumunda 11k
24 egaatlik in vitro kiiltir periodu sonucunda, toplam 180 zigot ve
embryonun 8 tanesi(%4.4) 4 Dblastomerli, 32 tanesi(%17.77) 8
blasgtomerli, 77 tanesi(%d44.44) 16 blactomerli ve 1 tanesi(%0.55)
de 32 blastomerli konuma ulagsirken, geriye kalan 62 tanesinin
(%34.44) de dejenere oldudu saptandi. Geligim gdsteren embryola-
rin(118 adet), inkilbatére konulan toplam embryclara(180 adet)
olan orani ige %£65.56 olarak belirlendi. Bu grupta geligim géste-
ren embryolarin dafilimlari ise sirasiyla, %65.26 ile 16 blasto-
merlil, £27.12 ile B.blastomerli, %6.78 ile 4 blastomerlil ve son
olarak da %0.85 orani ile 32 blastomerli safhada oldu(Grafik 3).



Grafik 3. 24 saatlik in vitro kiltir periodu ig¢in PBI +
%20 SS mediumunda gelisim gosteren embryola-
rin dajalimlara.
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11k 24 saat sonrasinda zigot ve 2 blastomerli embryo-

larain mediumlardaki gelisim oranlara grafik olarak karsilastai-
rildi(Grafik 4).

Grafik 4. 11k 24 saatlik in vitro kiltir periodu sonun-
da zigot ve 2 blastomerli embryolarda medium-
lara gére gdzlenen gelisim oranlara.
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Yapilan karsilastirmalar sonrasinda farkli mediumlardaki zigot
geligimleri sirasiyla, TCM 199 + %20 SS mediumunda %72, TCM 189 +
%$1.5 BSA mediumunda %72.1 ve PBI + %20 SS mediumunda ise %65
olarak saptandi. 2 blastomerli embryolarin ayni mediumlarda
gelisim oranlari ise, sirasiyla %75.69, %65.22, %6b.84 olarak
belirlendi (Grafik 4).

24 saat in vitro olarak kiltiire edilen ve gelisim gfs-~
terenlerden sadlikli olduklarina karar verilen embryoclar, tekrar
ikineci bir 24 saatlik =siire igin kiltir perioduna alindilar.
Kiltiire alinan embryolarain mediumlara ve gelisim safhalarina gbére

da4i1lamlari Tablo 26°da gdzlendigi gibidir.

Tablo 26. 2nci saatlik in wvitro kiltir perioduna alainan
embryolaran mediumlara ve gelisim safhalarina
gore dadilimlari.

Medium 2B 4B 8B i6B 32B Toplam
TCM 199 + %20 88 1 19 34 114 10 178
TCM 199 + %1.5 BSA - i6 37 S8 4 1556
PBI + %20 S§ - 8 32 77 1 118

2nci 24 saatlik kiltir siiresi sonunda embryolarda

gtzlenen geligimler ise Tablo 27°de g6zlendidi gibidir.

Tablo 27. 2nci saatlik in vitro kiiltir periodu sonucun-
da embryolarda izlenen gelisim safhalara.

—

Medium Bag. 4B 8B 16B 32B M KM Gelig.(%) Dej.(%)
Emb. ‘
4
TCM199+%20 SS 244 3 3 11 11 84 24 136(76.41) 42(23.59)
TCM199+%1.5 BSA 234 - 1 5 19 65 15 1056(67.75) H50(32.258)
PBI + %20 SS 180 - 2 5 25 329 10 81(68.65) 37(31.35.

Bag.Emb.= inkiibasyon baslangicindaki embryo sayisi; M= Morula;
KM= Kompakt morula.

%20 si14§ir serumu igeren TCM 199 mediumunda kiiltire edi-
len <toplam 178 embryonun 3 +tanesi(%1.69) 4 blastomerli, 3
tanesi (%1.69) B blastomerli, 11 tanesi(%6,18) 16 blastomerli, 11



tanesi (%¥6.18) 32 blactomerli, B84 taneegi(%¢7.1%) morula wve 24
teaneei (£12.48) de kompskt morwvla konumuna geligirken, geriye
kalan 42 tane(%232.59) embryonun ige bu dénemde dejenere cldufu
gbzlendi. Gelisim gbsteren embryolarain(i36 adet), inkibatére
konulan toplam embryolara (178 adet) oran: $£76.41 olarak
belirlendi (Tablo 27). Bu uygulama grubunda in wvitro kiiltire
konulan toplam 244 adet embryonun 48 eaat sonunda 136
" tanesi ($55.73) gelisme gistermis oldu. Geligim gbsteren
embryolsrain yizde dafiilimlariy sirasiyla, £61.76 1ile morula,
217.64 ile kompakt morula, %8.09 ile 16 blastomerli ve 32
blastomerli konumlara ve son olarak da %2.21 jile 4 blsestomerli ve

8 blastomerli geligim safhalarinda gdrildi(Grafik 5).

Grafik b. 48 saat kiltir sonrasinda TCM 189 + %20 S8
mediumunda, embryolarda gdzlenen gelisimlerin
dagdilimlara.
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2nei 24 eaatlik period ig¢in 1.5 BSA igeren TCM 199
mediumunda kiltire slinan toplam 155 embryodan, bu sire sonunda 1

tanesi (%0.64) 8 blastomerli, 5 tanesi(%4.24) 16 blastomerli, 19



tanesi (%12.25) 32 blastomerli konuma, 65 tanesi (%$41.94)
morula(Regim 11) ve 1B tanesi ($9.67) de kompakt morula safhasina
vlasti. 50 adet(%32.25) embryenun ise bu period sirasinda
dejenere oldufdu belirlendi. Geligim gbosteren embryolarin(1056
adet), inkiibatfre konulan toplam embryoc sayisina(155 adet) olan
oranit ise %67.75 olarak belirlendi.48 saatin bitiminde %1.5 BSA
igeren TCM 199 mediumunda kiltire alinan 234 embryonun 1056
tanesi ($44.87) geligme gosterdi. Geligim gdsteren embryclarain
geligim safhalarina gbtire dadilimlari ise sirasiyla; %61.980 ile
morula, %18.10 ile 32 blastomerli, %14.29 ile kompakt morula,
%4.76 ile 16 blastomerli safhaya ve son olarak da %0.95 ile B8
blastomerli safhalara ocldu(Grafik €).

Grafik 6. 48 saat in wvitro kiltir sonrasinda TCM 189 +
%1.5 BSA mediumunda, embryolarda gozlenen
geligimlerin dagilaimlari.
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Ayni: period sonunda PBI + %20 SS mediumunda kiltire
edilen toplam 118 embryodan 2 tanesi(%1.70) 8 blastomerli, &
tanesi(%4.24) 16 blastomerli, 25 tanesi(%21.19) 32 blastomerli,



39 tanesi (£33.05) morula ve 10 tanesi($8.47) de kompakt moruls
gafhaepins geligtiler. Kiltidre alinan toplam 118 embryonun 37 ta-
nesinin(%31.35) ise bu period sonucunda dejenere oldufju gdzlendl.
Geligme gbésteren embryolarin(81 adet), kiiltire alinan embryola-
ra(l1l18 adet) olan orani %68.65 iken, dejensrasyon oranl ise
£31.35 olarak belirlendi. Bu uygulama grubunda ige in wvitro
kiltdrin baglangicainda kiiltire alinan 180 embryonun 81
tanesi (345) geligti. Gelisme gésteren embryolar}n yuzde da-
Yi1laimlari iee sirasiyla; %£48.15 ile morula, £30.86 1le 322 blasto-
merli, %12.35 ile kompakt morula, %6.17 ile 16 blastomerli ve son
olarak da $2.47 1le de 8 blastomerli konumda oldu(Grafik 7).

Grafik 7. 48 saat in vitro kiiltir sonrasinda PBI + %20
S8 mediumunda, embryolarda gdzlenen geligim-
lerin dafilimlara.

[
%
704
o
60 <
~2
X
504 ©
9 -
404 b
X
30 4
B -
. ~ -
20 ~ - NS
™ X
104 =X H
M Gelisim
8B 16B 32B M KM  Sathalar

2nci 24 ssatlik in vitro kiltir periodundan sonra geli-
gen - embryolar, 72 saatlik sire ig¢in kiltire alindilar. Kiltiire



alinan embryolarin toplam sayilari, mediumlara ve geligim

durumlarina gore dagilimlari Tablo 28°de belirtildigi gibidir.

Tablo 28. 3incli 24 saatlik kiltir periodu igin inkiba-
t6re konulan embryclarin mediumlara ve geligim
durumlarina gore dagilimlarzi.

Medium 4B 8B 16B 22B M KM Toplam _
TCM 199 + %20 SS 3 3 11 11 84 24 136
TCM 199 + %1.5 BSA - 1 5 i9 65 15 105
PBI + %20 SS - 2 5 21 39 i0 77

Bu period sonunda vyapilan kontrollarda, embryolarda

gbzlenen gelisimler Tablo 29°da izlendidi sekildedir.

Tablo 29. 3inci 24 saatlik in vitro kiiltir periodu so-
nunda embryolarda izlenen gelisim safhalari.

Medium Bas. 16B 32B M KM EBL BL Gelis.(%) Deje.(%)
Emb.

TCM199+%20 SS 244 3 - 15 50 20 5 93(68.38) 43(31.62)

TCM19S+%1.5 BSA 234 1 1 15 40 i1 2 70(66.67) 35(33.323)

PBI + %20 SS 180 =~ - 14 35 2 - bB1(66.23) 26(33.77)

EBL= Erken Blastocyst,; BL= Blastocyst.

%20 si18ir serumu igeren TCM 199 mediumunda 3. period
igin kiltire edilen 136 embryodan; 3 tanesi(%2.2) 16 blastomerli,
15 tanesi(%11.03) morula, 50 tanesi(%36.76) kompakt morula(Resim
12), 20 tanesi(%14.71) erken blastocyst ve 5 tanesi(%3.68) de
blastocyst konumuna ulasta. Gelisen embryolarin(93 adet)

inkiibatére konulan embryolara(136 adet) olan orani %68.38 iken,
dejenere olan embryolarin (43 adet) orani ise %31.62 olarak

belirlendi. In vitro killtirin baslangicindan 72 saatin bitimine
kadar gelisme ' gdsteren embryolarin orani $38.11 olarak

belirlendi. Geligen embryolarin dagilimlari sairasiyla, %53.76 ile



kompakt morula, %21.51 ile erken blastocyst, %16.13 ile morulsas,

85,37 ile blagtocyet wve gon olarak da %3.23 ile 16 blastomerli
konumda oldu{Grafik 8).

Grafik B. in wvitro kiltirde 72 saat sonunda TCM 199 +
%20 88 mediumunda geligim gosteren
enbryolarin dafilaimlarai.
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Ayni period sonunda %1.5 BSA igeren TCM 198 mediumunda
killtire edilen toplam 106 embryodan; 1 tanesi(%0.85) 16
blastomerli, 1 tanesi(%0.95) 32 Dblastomerli, 15 tanesi(%$14.29)
morula, 40 taneei (£38.1) kompakt morula, 11 tanesi(%$10.48) erken
blastocyst ve 2 tanesi(%i.QO) de blastocyst geligim safhalaraina
ulagtilar. Geligen enmbryolarin(70 adet), inkiibatdre konulan
embryolara(105 adet) olan corani %66.67, dejenere olan embryolarin
(36 adet) orani iee %33.33 olarak belirlendi. Baslanglgta in
vitro killtire alinan 234 embryonun 70 tanesi(%$29.91) bu pericd
gonuna kadar geligme gtsterdi. Geligim gés{eren embryolaran

dadi1limlarl sirasiyla; %57.14 1ile kompakt morula, %21.43 ile



= 79

morula, %15.71 ile erken blastocyst, %2.86 ile blastocyst ve son
olarak da %1.43 ile 16 blastomerli ve 32 blastomerli safhalarda
oldu(Grafik 9).

Grafik 9. in vitro kiiltirde 72 saat sonunda TCM 189 +

%1.5 BSA mediumunda geligim gosteren embryo-
larin dagilimlara.
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%20 oraninda si181r serumu igeren PBI mediumu ile yapi-
lan 3inci 24 saatlik kiiltir periodu sonunda ise, toplam 77
embryonun 14 {anesi(%19.18) morula, 35 tanesi(%45.45) kompakt
morula ve 2 tanesi(%2.60) de erken blastocyst safhasina gelisgti.
Gelisen embryolarin(b1 adet), inkiibatére konulan embryolara(77
adet) olan orani %66.23, dejenere olan embryolarin(26 adet) orani
ise %33.77 olarak belirlendi. Bu grupta, baglangigta 180 embryo
kiiltire konuldu ve 72 saatin bitimine kadar bu embryolardan 51
tanesi(%$28.33) geligebildi. Gelisme gdosteren embryolarin dagi~-
limlar: sirasiyla %68.63 ile kompakt morula, %27.45 ile morula ve

son olarak da %3.92 ile erken blastocyst safhasina oldu(Grafik
10).



Grafik 10. in vitro kiltirde 72 saat sonunda PBI + %20
S8 mediumunda gelisim gésteren embryolarain
dagilimlara.

Y,
t 3
% N
70 1 —
6071
50 1
un
-~
407 =~
<
™
307
\ ]
20 1 o~
[« 2]
3
.10 *
M Gelisim
328 M KM EBL BL Safhalar
icincii kiltir periodu sonucunda, gelisme gbsteren

embryolar, son 24 saatlik =sire 1ig¢gin inkibatére konuldular.
inkibatére konulan embryolarin, mediumlara ve gelisim safhalaraina

gdre dafilimlari Tablo 30°da belirtildiydi sekildedir.

Tablo 30. 4iincii 24 saatlik kultir periodu icgin inkiba-
tére konulan embryolarin mediumlara ve gelisim
durumlarina gére dafiilimlara.

Medium 16B 32B M KM EBL BL Toplanm
TCM 199 + %20 SS 3 - i56 47 ig .} 89
TCM 199 + %1.5 BSA 1 1 14 40 11 2 69
PBI + %20 SS - - 14 35 2 - 51 L

Kiltir periodu sonunda, %20 81g1i serumu igceren TCM 1989

mediumuna konulan 89 embryonun; 1 tanesi(%1.12) morula, 1



tanesi(%1.12) kompakt morula, 13 tanesi{(%14.61) erken blastocyst,
32 tanesi(%35.96) blastocyst ve 5 tanesi de hatching blastocyst
konumuna gelisti(Tablo 31). Gelisen embryolarin(b2 adet),
inkiibatére konulan embryolara(89 adet) olan orana %$58.43,
dejenere olan embryolarin(37 adet) orani ise %41.57 olarak
belirlendi (Tablo 31). Geligim gésteren embryolarin dagilimlara
sirasisyla; %61.54 ile blastocyst, %25.00 ile erken blastocyst,
%9.62 ile hatching blastocyst ve son olarak da %1.92 ile morula

ve kompakt morula safhasinda oldu{Grafik 11).

Tablo 31. 4iinci 24 saatlik in vitro kiltir periodu sonun-
da embryolarda gdzlenen gelisimlerin mediumlara
ve geligim safhalarina gdére dagilimlari.

Medium Bags. M KM EBL BL HBL Gelis.(%) Deje.(%)
Emb.

TCM199+%20 S8 244 1 1 13 32 5 52(58.43) 37(41.57)

TCM199+%1.5 BSA 234 - 3 8 16 1 28(40.58) 41(5%9.42)

PBI + %20 SS§ 180 - 2 9 7 - 18(35.29) 33(64.71)

HBL= Hatching blastocyste.

Grafik 11. 96 saatlik in vitro kﬁltﬁr'periodu sonunda TCM
199 + %20 SS mediumunda geligme gésteren embryo-
larin gelisim safhalaraina olan daffiilimlara.
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4iincii periodun bitiminde, %1.5 BSA igeren TCM 198 me-
diumuna yerlegtirilen toplam 69 enbryodan; 2 | tanesi(%3.92)
kompakt morula, 8 tanesi(%11.59) erken blastocyst, 16
tanee]l (£23.19) blastocyst (Resim 13) ve 1 tanesi($%$1.45) de
hatching blastocyst (Resim 14) safhasina gelistiler(Tablo 31).
Geligen embryolarin(28 adet), inkibatdre konulan embryolara(69
adet) olan oran: %£40.58 olarak belirlenirken, dejenere olan
embryolarin(41 adet) orani ise %59.42 olarak saptandi. Geligim
gbsteren embryolarin dagilaimlara sirasiyla; £57.14 ile
blastocyst, %28.57 ile erken Dblastocyst, %10.71 ile kompakt
morula ve son olarak da %3.57 ile hatching blastocyst safhasinda
oldu{Grafik 12}).

Grafik 12. 96 saatlik in wvitro kiltir periodu sonucunda
TCM 182 + %1.5 BSA mediumunda geligme gbste-
ren embryolarin geligim gafhalarina olan
daailimlarai.
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%20 si1¥ar serumu katkili PBI mediumunda, bu period i¢in
killtiire edilen toplam &1 embryodan; 2 tanesi(%$3.92) kompakt

morula, e} tanesi (17.65) erken blastocyst ve 7 tane-



si(%13.72) de blastocyst safhasina gelisti(Tablo 31). Geligim
gbeteren embryolarin(18 adet), inkibatére konulan embryolara(Sl
adet) orani %35.28 oclarak belirlenirken, dejenere olan embryocla-
rin(33 adet) orani ise %64.71 olarak belirlendi(Tablo 31).
Gelisim gosteren embryolarin dadilimlari sirasiyla; %50.00 ile
erken blastocyst, %38.89 ile blastocyst ve son olarak da %1i1.11
ile kompakt morula safhasinda oldu(Grafik 13).

Grafik 13. 96 saatlik in wvitro kiltir perodu sonucunda
PBI + %20 SS mediumunda gelisme gbsteren
embryolarin gelisim safhalarina dagilimlara.
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Yapilan 96 saatlik in vitro kiltir galigmasi siresince,
her 24 saatte bir vapilan kontrollarda elde edilen embryolarin

gelisim durumlari toplu olarak Grafik 14°de belirtilmisgtir.



Grafik 14. 96 saatlik in vitro kiltir eilireeince, 24
gaatlik periodlarda elde edilen embryonik
gelisim oranlarinin mediumlara gére dafiilim-
lara.
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in wvitro kiltir galigmasinin i1k 24 saatlik periodu so-
nunda embryolarda, TCM 199 + %20 8SS mediumunda %75, TCM 1889 +
%1.5 BSA mediumunda %67.95, PBI + %20 SS mediumunda ise %67.56
oraninda geligimler elde edildi(Grafik 14).

2nci ssatlik eiire sonunda embryolarda, TCM 199 4+ %20 SS
mediumunda %76.4, TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda %67.75 ve %20
oraninda eifir gerumu igeren PBI mediumunda ise %68.65 oraninda
gelisme elde edildi(Grafik 14).

3incit 24 saatlik in vitro kiiltir sonunda %20 si8ir se-
runu iceren TCM 199 mediumunda %68.38, TCM 199+ %1.5 BSA mediu-



munda %66.67 ve %20 si18ir serumu igeren PBI mediumunda ise
embryolarda %66.23 oraninda gelisim elde edildi(Grafik 14).

in vitro kiltirdeki 4inci 24 saatlik siire bitiminde ise
TCM 199 + %20 SS mediumunda embryolarda %58.43; %1.5 oraninda BSA
igeren TCM 199 mediumunda %40.58 ve % 20 si18ar serumu i¢eren PBI
mediumunda ise %35.28 oraninda gelisim belirlendi(Grafik 14).

in vitro kiltir galismasinda, arastirmanin baslangi-
cindan sonuna kadar embryolardaki gelisimler belirlendidinde ise
Tablo 32°de go6zlenen durum ortaya gikmistair( Kiltir g¢alismas:
sirasinda her 24 saatlik period sonunda embryonal gelisimleri

fotodraflamak igin, birka¢ embryonun kiltirine son verilmigstir.).

Tablo 32. 96 saatlik in vitro killtir g¢alismasi sonucun-
da 24 saatlik embryolarda elde edilen gelisim
oranlaryi ve mediumlara gére dafiilaimlari.

Medium Kiltir bagslangig 96 saat sonunda Gelisgim oran:i
embryo sayisi gelisen embryo (%)
Eay1Z1
TCM 199 + %20 SS 244 52 21.31
TCM 199 + %1.5 BSA 234 28 11.96
PBI + %20 SS 180 18 10.00 _

Calismada TCM 199 + %20 S8 mediumunda kialtirine Dbasgla-
nan 244 enmbryodan, 96 saat sonunda 52 +tanesi(%21.31) gelisme
gosterirken, TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda kiltiire alinan 234
embryodan ise 28 tanesi(%11.96) geligebildi. %20 885 igeren PBI
mediumunda ise kiiltiire alinan 180 embryodan ancak 18 tanesinde
(%10) 96 saat sonunda gelisme gdzlenebildi (Tablo 32).
86 saat devam eden in wvitro kiltir galismalarinin ta=-
mamlanmasindan sonra geligme gésteren embryolar, transfer igin
defierlendirilmeye alindilar.

4.4, Kiltir Sonrasi Transfer Bulgulari: in vitro kialtir

sonrasinda, %20 si1§ir serumu igeren TCM 199 mediumunda geligme
gbsteren, 1 tanesi kompakt morula, 8°i erken blastocyst ve 14°‘i

de blastocyst safhasinda olan toplam 23 embryonun 13 tanesi bir



aliciya, 10 tanesi de difer bir aliciya transfer edildi(Tablo
33).

Tablo 33. 96 saatlik in vitro kiiltiir sonrasinda trans-
fer edilen embryolarin mediumlara dafilimlar:
ve elde edilen gebelik sonuglari.

Medium KM EBL BL Toplam Alica Gebelik
TCM199 + %20 SS 1 8 14 23 2 -
TCM199 + %1.5 BSA 3 7 8 i8 2 -
PBI + %20 88 2 9 3 14 1 -

%1.5 oraninda BSA igeren TCM 198 mediumunda geligimini
tamamlayan, 3 tanesi kompakt morula, 7’si erken blastocyst, 8°1
de blastocyst konumunda olan toplam 18 embryonun 8 tanesi bir
sliciya dider 9 +tanesi ise  bagka bir aliciya transfer edildi.
(Tablo 33).

%20 si181r serumu igeren PBI mediumunda geligim gdsteren
embryolardan, 2*’si kompakt morula, 9’u erken blastocyst ve 3‘i
de blastocyst safhasinda olan toplam 14 embryo, bir aliciya
transfer edildi(Tablo 33).

Ancak yapilan gebelik muayeneleri ve normal gebelik sii-

resi sonunda, hig¢bir alicida pozitif sonug alinamadi(Tablo 33).



5. SONUC VE TARTISMA

Tim dinyada hayvan 1slahil ve genetik arastirmalarda
vaygin bir wuygulama alani bulmus olan embryo transferi wve in
vitro galismalar, i{ilkemizde de (niversiteler bazinda yayginlaik
kazanmistir. Veteriner hekimligdinin vyani sira begeri hekimlikte
de in vitro fertilizasyon ve embryo transfer konulari rutin
olarak uygulamaya konulmustur.

Calismada ©o©ncelikle siiperovulatdr ajanlardan PMSG’nin
uygun verilis yontemini belirlemek, ikinci agamada kazanilan
embryolarin in vitro olarak 96 saat silireyle yasayabilecedgi wuygun
bir mediumu saptamak, ilglincli agsamada ise in vitro kiltiri
gergeklegtirilen embryolarin transferi ile yavru elde etmek
amaglanmistir.

Tavsanlarda siiperovulasyonu colugturmak igin at pitui=
tariasi ekstraktini kullanan Adams(32), hayvan bagina ortalama
39.8 + 2,3 adet smbryo elde sttiggini bildirirken, yine ayni amag
.igin dedigsik PMSG dozlaraini kullanan bazi arastiricilar, bu
uygulamalarla yeterli siiperovulasyon reaksiyonu elde
edilebileced§ini belirtmiglerdir. Bu arastiricilardan Hahn(34) 75-
150 IU, Hafez(33) 25-75 10, Kiligodlu ve ark.(52) 150 IU, Rottman
ve ark.(69) 120 1IU PMSG wverilmesinin bu amag igin yeterli
olacadini savunmuslardir.

Kiligo8lu ve ark. (52), 150 IU PMSG enjsksiyonu ile 20
tavsandan toplam 187 embryo elde ettiklerini, operasyon sirasinda
hayvan basina  ortalama 19 + 1 ovulasyon odad: szaptadiklarini
bildirmiglerdir. Yaptiklar:i galismada PMSG ve HMG’'nin etkisini
inceleyen Illera ve ark.(40), PMSG verilen hayvanlarda ovaryum
boyutlarinin, HMG ve kontrol grubundaki hayvanlarin ovaryumlaraina
kiyasla daha biyik, fakat HMG verilen hayvanlarda patlamamisg
follikil sayisinin digik oldudunu belirlemiglerdir. Bu arastiri-
cilar 6 saat ara ile toplam 60 IU dozda HMG verdikleri

hayvanlardan ortalama 22.2 *+ 4,7 adet embryo Kkazanirlarken,



kontrol grubunda bu dederi 10.5 + 0,5 plarak belirlemiglerdir.
Yaptidimiz g¢alismada, ayni PMSG dozununun iki farkla
verilig yoénteminin birbirine olan iGstinligi incelenmigtir. Tek
enjeksiyonla 225 IU PMSG verilen aragtirma grubunda, 320 hayvanin
ovaryumlarinda toplam 777 adet follikil + ovulasyon odaf

belirlenirken, hayvan bagina digen ortalama reaksiyon de8eri

26.06 + 5,20 (B.43 + 2,29 patlamamig Ffollikil; 17.53 + 4,99

ovulasyon odadi) olmustur. 777 adet olusumdan 253’4 follikil, 524
tanesil ovulasyon odadi1 olarak saptanirken, ovulasyon orani %67.43
olarak hesaplanmigtir. Yapilan ovidukt yikamalari sonrasinda
tavsanlardan toplam 434 tane yumurta hiicresi kazanilirken, bu
defer ovulasyon odaklari =sayisl ile karsgilastairildiyinda, hicre
kazanma orani %82.82, hayvan bagsina ortalama deder ise 14.46 +
4.46 olarak belirlenmigtir. Kazanilan 434 hilcreden 356
tanesinin fertil, fertilizasyon oraninin ise %82.02 oldufu sap-
tanmigtir. 225 IU0 PMSG’nin 75 IU’lik dozlarda ii¢ enjeksiyonla
verildigi grupta, 30 hayvanin ovaryumlarinda toplam 852 adet fol-
l1ikil ve ovulasyon oda4§i belirlenirken, hayvan bagina diigen
ortalama reaksiyon 28.43 + 5,67 (12.96 + 3.43 patlamamis
follikil; 15.5 + 3,59 pvulasyon odadi1) olmustur. Toplam 852 adet
olusumun 389°’u follikiill, 465 tanesi ovulasyon odadi olarak
saptanirken, ovulasyon oraninin %54.57 o0ldudu hesaplanmistar.
Ovidukt yikamasi sonucunda 30 tavsandan toplam 429 tane yumurta
hieresi kazanilirken, bu def§er ovaryumlardaki ovulasyon odaga
sayllari ile kargilagtirildifinda, hilcre kazanma orani %92,25,
hayvan bagina diisen ortalama hiicre sayisiy ise 14.3 + 3,76 olarak
bulunmustur. Kazanilan 429 hicrenin 364 tanesinin fertil,
fertilizasyon cocraninin ise %84.84 oldufu hesaplanmigtir.

Tek enjeksiyon yéntemi uyguladifimiz silperovulasyon
grubunda elde ettidimiz ovulasyon oda§ir verileri(17.53 + 4,89),
Kiligoglu ve ark.(52) tarafindan bildirilen ortalama defere
(19 + 1) yakin olarak gergeklegirken, {ig enjeksiyon grubunda ise
bu deger daha digiik olarak saptanmistar(ib5.5 + 3,59), te
enjeksiyon grubunda elde ettifimiz oratalama deder, ayni teknikle



gliperovulasyon galigmasl yapan Gabler(28)‘in elde ettidi ortalama
defere(14.7) gok benzer olarak gergeklegirken, bu veriler, Illera
ve ark.(40)°'nin HMG(32.2 + 4.3) ve FPMSG kullanarak(26.6 + 4.7)
elde ettidi ortalama deferlerin altinda kalmigtir.

iki uygulama grubunun verilerini kargilagtairdigimizda,
hayvan bagina digen ortalama reakgiyon deferlerl arasinda bulunsn
ve 3x75 IU0 PMSG uygulamasi lehine olan farkin, istatistiki ydénden
tnem tagimadiyi belirlenmigtir. Ovaryumlardaki reaksiyonlari fol-
likil ve ovulasyon odaklar: olarak ayri ayri ele aldi§imizds,
patlamayan follikil sayisi tek enjekeiyon grubundan ortalamas 8.43
}r 2.29; ig enjeksiyon grubunda izs ortalama 12.96 + 2.43 olarak
tesbit edilmigtir. Ovaryumlarda bulunan patlamamig follikil
gayiginin, iyl bir miperovulasyon reakeiyonunda en az dizeyde
olmas1l gerektidinden, 225 IU PMS8G’nin tek enjekeiyonla wverildigi
grubun lehine olan fark istatistiki yénden oSnemli bulunmugtur
(P< 0.05). Ovaryumlar izerinde, tek enjeksiyon grubunda ortalama
17.5 + 4,99, (g enjsksiyon grubunda 15.5 + 3,59 adet ovulazyon
odadi1 saptanirken, bu ortalama def§erler arasinda bulunan ve tak
enjeksiyon yontemi 1lehine olan farkin, ie=statistiki yénden
herhangi bir 6énem +tagimadifia hesaplanmigtir. Ovaryumlardsaki
ovulagyon orani, yapilan incelemeler esonucunda tek enjeksiyon
grubunda %67.4, g enjeksiyon grubunda izse %E4.5 oclarak
belirlenirken, 1iki grup arasinda bulunan ve tek enjekeiyon
y6ntemi lehine olan %12.9°luk {stinlifin, istatistiki ydénden
oldukgs dnemlil pldufu eaptanmigtir(P<0.001).

Ovaryumlarda belirlenen ovulasyon odaklari sayisi1 1ile
kazanilan yumurta hicresi sayilari kargilagtirildifinda, ortaya
konulan hiicre kazanma oranlari tek enjeksiyon grubunda %82.82, ig
enjekeglyon grubunda ige %92.25 olmugtur. Bu oranlar ar331ndaki,
iig enjeksiyon yéntemi lehine olan %9.43’1lik fark, yine istatisti-
ki olarak oldukga 6Hnemli bulunmugtur(P¢ 0.001). Tek enjeksiyon
grubunda kazanilan toplam 434 hiicreden 366°sinin, ii¢ enjeksiyon
grubunda elde edilen 429 hiicreden ise 364’inin fertil oldugu;

fertilizasyon oraninin tek enjeksiyon grubunda %82.02, ¢ enjek-



siyon grubunda ise %84.84 oldufu belirlenirken, 1ki grup arasinda
bulunan ve iig enjekeiyon uygulamasi lehine oclan %2.82°1ik fark
istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur.

Weber(73) yapmis oldufiu siiperovulasyon calismasinda,
2.5 mg FSH.P verdi4i tavsanlardan %91.6 oraninds, kontrol
grubunda ise %86.9 oraninda embryo kazandigini, kazanilan
embryolardaki fertilizasyon oranlarinin siiperovulasyon grubunda
%686.3, kontrollardsa ise %88.2 oldugunu bildirmigstir.
Arastirmamizda ise, hiicrelerin kazanilma oranlari agisindan iig
enjeksiyon grubunda elde edilen deder (%92.25), Weber’in(73)
vaptigil siperovulasyon galigmasi sonucuna(%21.6) hemen hemen denk
iken, tek enjeksiyon grubunda ise(%82.82) daha digik olarak
gergeklesmigtir. Calismamizda, ig enjeksiyon grubundaki
hayvanlarda fertilizasyon orani, Weber’in galismasinin sonucuna
yakin(%84.84), tek ‘enjeksiyon grubundakilerde ise, daha disik
oranda(%82.02) olmustur.

Kazanilan embryolarin geligim safhalari karsilastiril-
diginda elde edilen ovum, =zigot ve dért blastomerli embryolarain
oranlari arasindaki fark, her iki uygulama grubu igin oOnemsiz
bulunurken, iki blastomerli embryolarin uygulama gruplarina gére
dagilimlari(tek enjeksiyon: 6.73 + 2,61, %46.54; ig enjekziyon:
8.2 + 2,21, %57.34), i{ig enjek=ziyon grubu lshine izmtatistikssl
oclarak g¢ok dnemli bulunmustur({ P< 0.005 ).

Caligmamizdan elde edilen verilere gore, 225 I0’lik
PMSE dozunun (¢ enjeksiyonla verilig yontemi, hiicre kazanma
oranlari ve kazanilan 24 saatlik embryolarin bulunmalari gereken
2 blastomerli geligim safhalari agisindan, tek enjeksiyon
yontemine gdre daha iistin olmasi nedeniyle tercih edilebilir.
Ancak tek enjekeiyon yodnteminin siperovulasyon sonrasinda
ovaryumlarda patlamamisg follikiil vwve dolayisiyla cvulasyon
oranlari agisindan, (¢ enjeksiyon ydntemine gore daha istin
sonug¢lar verdiyi de géz ardi edilmemeli, bunlarin yani sira tek
enjeksiyon yénteminin (¢ enjeksiyon uygulamasina gdre daha kolay

uygulanabilir oldudu da unutulmamalidir.



Calismamizda, tavsan embryolarin: in vitro gartlarda
kiltire etmek igin TCM 199 ve PBI mediumlarindan hangisinin daha
uygun olaca$§i saptanmak istenirken, embryolarin ihtiyac: olan
nitrojen kaynafiinin da si§ir serumu veya BSA‘dan karsilanmasinin
birbirlerine lGstinligi arastirilmistair.

Materyal ve metod béliminde de belirtildigi gibi, TCM
199 fabrikasyon olarak lUretilen ve yapisinda g¢egitli tenel
amino asitleri, wvitaminleri ve mineral maddeleri igeren kompleks
yapiya sahip bir medium iken, PBI ise laboratuvarda
hazirlanabilen temel +tuzlardan olugan basit bir bilesimdir.,

Amino nitrojen kayna$§ii olarak kullanilan BSA yine fab-
rikasyon olarak lretilen ve standardize edilmig Dbir madde
olmasina karsain, s1§1r serumu kendi olanaklarimizla elde
ettidimiz bir materyaldir.

Brinster(12), tavsan embryolarinin in vitro kiltir me-
diumlarinda enerji kayna8ina ihtiyag duymadiklarini, ancak
pyruvat ve laktatin embryo gelisimine yararl: etkisi oldudunu,
sadece amino nitrojen kayna$i igeren mediumlarda da embryolarin
geligebilecedini belirtmigtir. Bu konuyla 1ilgili olarak ayni
arastirici(14), 2 blastomerli tavgan embryolarini glukozun(1l
mg/ml) disinda higbir katki maddesi ilave etmedidgi KRBF
mediumunda 48 saat kiltire ettidinde tamaminin dejenere oldudunu
bildirirken, ayni mediuma yalnizca albumin (1 mg/ml) kattifiinda
ise ayni gire sonunda %66.66 oraninda morulaya geligim
kaydederek, glukozun tek basina tavsan embryolarinin gelisimi
igin yeterli olmadidini, sadece amino nitrojen igeren mediumlarin
yeterli oldufunu ortaya koymustur. Baska bir g¢aligmada yine
tavsan embryolarinin in wvitro geligimlerinde glukozun ve
pyruvatin etkisini inceleyen Kane(44), yaptidi galismada BME
mediumuna pyruvati ve glukozu ayri ayri, beraberce ve hig
katmadig: durumlarda, diger aragstiricilarain ifadeleri
dogrultusunda hemen hemen +tim gruplarda ayni sonuglar:i elde
etmistir. Glukozun etkisini si8§ir ve tavsan serumlarina katarak

inceleyen Maurer ve ark.(57), diger aragtiricilarain da belirt=-



tig1 gibi glukozun embryonal geligime etkili olmadidin:
bildirmiglerdir. Bir bagka yayininda Maurer (59), tavsan
embryolarinin gelisebilmeleri igin, glukoz veya pyruvata
ihtiyaglari olmadiginy bildirmis, bunun yani sira, mediumda
bulunan amino asitlerin bazilarinin g¢ikarilmasinin, enbryo
geligmesinin zayiflamasina neden oldufjunu belirtirken,
vitaminlerin mediumda bulunmamasinin embryolarin erken dénem
bélinmeleri {izerine negatif ydnde etkili oldufunu vurgulamigtir.

Yaptidimiz g¢aligsmada embryoclari kiiltire etmek igin si-
rasiyla; %20 si18ir serumu igeren TCM 189, %1.5 BSA katkili TCM
199 ve %20 si181r serumu ilaveli PBI mediumlari kullanilmistair.

ilk 24 saatlik in vitro kiilltir sonunda zigotlarin ve 2
blastomerli embryolarin gelisimleri ayri ayri incelendiginde;
zigotlarda TCM 199 + %20 S8 mediumunda %72, TCM 199 + %1i.5 BSA
mediumunda %72.1, PBI + %20 S8 mediumunda %65 oraninda geligme
kaydedilirken, 2 blastomerli embryolarain geligimleri ise TCM 199
+ %20 S8 mediumunda %75.69, TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda %65.22,
PBI + %20 S8 mediumunda %65.84 oraninda olmugtur. iIstatistiksel
hesaplara gére zigot gelisimlerinde TCM 199 + %20 SS ve %1.5 BSA
mediumlarinda PBI + %20 S5 mediumuna kargil olugsan %7 ve %7.1°1lik
istinliYgin, ayrica TCM 199 + %20 SS mediumundaki 2 blastonerli
embryolarin gelisimlerinin difer mediumlara karsi olan %10.47 ve
%9.8b6’11ik pozitifligin de istatistiki bir Onem tasimadiga
anlagilmigtir.

tlk 24 saatlik in vitro kiltir periodu sonunda, zigot
ve 2 blastomerli embryolarin toplam geligimlerinin mediumlar
arasindaki farkliliklari incelendiginde, embryonal geligimler TCM
199 + %20 si181ir serumu mediumunda %75, TCM 199 + %1.5 BSA
mediumunda %67.95, PBI + %20 88 mediumunda %65.56, olarak
belirlenmigtir. Mediumlar arasindaki bu dederler hiicrelerin in

vitro geligimleri agisindan kargilagtirildiginda, TCM 199 + %20
s14§i1r serumu ile, TCM 199 + %1.5 BSA mediumlary: arasinda

%7.06’11ik bir geligim farkliligai bulunmustur. %$1.5 BSA igeren TCM

199 ile PBI + %20 sifir serumu mediumlari arasindaki fark ise



%2.4 olmugtur. Bu iki fark ilstatistiki bilr dnem tagimszken, £20
Eldir gerumy igeren PBI mediumu ile TCM 199 + %20 mifir eserumn
mediumu arasinda belirlenen %9.4°1lik geligim farkinin ietatietiki
olarak dnemli oldufu hesaplanmigtir (P< 0.08). Bu fark,
Maurer(59)‘in de belirttidi gibi PBI mediumunun vitaminlerden
yoksun olmasina baflansbilir.

ilk 24 sgaatlilk kiltiir pericdunda geligerek 2inci 24
gaatlik siire igin kiltire alinan embryolarin TCM 199 + %20 8B8‘ds
£76.41°1, TCM 198 + %i.H BSA’da %67.76’1 ve PBI + %20 8S’da
%68.65°1 geligim géstermigtir. Bu giire sonunda 3inci 24 gaatlik
periot i1gin kiltidre alinan =aflikli embryolardan ise, TCM 199 +
%20 S58‘da %68.38°1, TCM 199 + %1.5 BSA‘da %66.67'si ve PBI + %20
£85’da %66.23'i1 geligmigtir. 2. vwve 3. periodlarda elde edilen bu
geligim oranlari arasindas bulunan farklar, istatistiki hir é&nem
tagimazken, TCM 199 + %20 SS mediumuna konulan embryolarin diger
mediumlardaki embryolara gére %9 ile %1 oraninda daha iyl geligme
gbéeterdlkleri belirlenmigtir.

in wvitro kilitirin baglangicindan 48. saatin bitimine
kadar geligen embryolarin oranlari mediumlars gdre eirasiyla; TCM
189 + %20 8S‘da %55.73, TCM 199 + %1.5 BSA‘da %44.87, PBI + %20
S8*da %45; 72. maatin bitiminde ise TCM 199 + %20 88°‘da %38.11,
TCM 199 + &£1.5 BEA’da %20.91 wve PBI + %20 S5'da %28.33 olarak
belirlenmigtir. Bu verilere gdre 48. saatin sonunds TCM 199 + %20
g£8'da diﬁer mediumlara gére olugan %10.9 (P<0.02) ve %10.7°1lik
(P« 0.05) istinligin istatistiki olarak tnemli oldufiu
hegaplanmigtir. 72’inci eaatin bitiminde ise TCM 199 4+ %20
SS’nda, TCM 199 + %1.5 BSA mediumuna kargi elde edilen &8.2°1lik
geligme farki istatistiksel olarak donem tagimazken, PBI + %20
88’'na kargy olan %9.8’11ik {stinligin istatistikl dnemi oldufu
belirlenmigtir (F<0.05).

in wvitro kiltirin baglangicindsn 48. gaatin bitimine
kadar TCM 199 + %20 S8 mediumunda elde edilen %55.73, TCM 199 +
%1.5 BSA mediumunda saptanan %44.87 ve PBI + %20 SS mediumunda
olusan %45°’1ik gelisim oranlari, Brinster’in (14) KRBF mediumunda



- 64 -~

ayn1 siire igin elde etti§i %66.66 oranindakil gelisimin altinda
kalmigtair.

3’iincilt 24 gaatlik kiltir perodu sonunda gelisim g6ste-
rip, son 24 saat igin inkibatdre konulan embryolarin TCM 1992 4+
%20 SS8’nda %b58.43’i, TCM 198 + %1.5 BSA’‘da %40.58’'1 ve PBI + %20
S8’nda %35.29'u geligme gbéstermigtir. Bu siire sonunda, TCM 189 +
%20 88 ile TCM 199 + %1.5 BSA arasinda tesbit edilen
%¥17.85°1ik(P<0.05) ve TCM 199 + %20 SS ile PBI + %20 SS mediumu
aragindaki %23.14*10k (P<0.01) geligim oranlari farkinan
istatistiki yonden énemli oldufu belirlenmistir. %1.5 BSA igeren
TCM 199 mediumu 1ile %20 oraninda sifir serumu igeren PBI
mediumlari arasinda olusan %5.29’1uk geligim farkainin ise
istatistiki bir 6nem tasimadifiy saptanmigstar.

86 saatlik in wvitro kiiltiirin bagslangicindan sonuna ka-
dar her (¢ medium, embryolarin geligimleri agisindan kendi
aralarainda kaiyaslandiklarainda, gelisme oranlari TCM 189 + %20
S88’nda %21.31, TCM 199 + %1.5 BSA’da %11.96 ve PBI + %20 SS‘unda
%10 olarak belirlenirken, TCM 199 + %20 SS’nun, TCM 199 + %1.56
BSA’'ya ve PBI + %20 S8’na olan %9.85(P<0.01) ve %11.31‘1ik
{P<0.005) farklari istatistiki yénden o6nemli bulunmustur.

in wvitro kiiltirin baglangicindan 96 saatlik giirenin
sonuna kadar, TCM 199 + %20 88 mediumunda elde ettidimiz
%21.31°11k gelisgim orani, Gabler(28)‘in ayni mediumla yaptidg:
kiiltir galigmasinda elde ettidi %81.7 morula ve %41 geniglenis
blastocyst oranlaranan altinda sekillenirken, ada gegen
arastiricinin ayni galigsmada yaptigas TCM 199 + %1.5 BSA kiltir
mediumundaki dederin(%21.2) .ﬁZEtinde kalmigtir. Yalniz her Iig
mediumda da(TCM 199 + %20 88, TCM 199 + %1.5 BSA, PBI + % 20 88)
96 sastlik =eirenin sonunda elde ettif§imiz embryonal geligim
oranlari (sirasi ile %21.31; %11.36; %10), vyine Gabler(28)°in
kimi fizyolojik solusyonlarla elde etti8i delerlerin oldukga
~lizerinde gergeklegmigtir.

Yine elde ettigimiz bu %21.31’1lik en iyi gelisim orani,
kimi arastiricilarin(1.16.41.44,47.73) farkli medium ve ydéntem=-



lerle elde ettikleri gelisim oranlarinin altinda kalmigtir.
Sonuglarimizin bu arastiricilarin elde ettigi verilerin altinda
kalmasinda, hig siphesiz yeni bir teknolojinin Bilim Dalaimizda
ele alinmasi, buna paralel olarak da deneyimimizin azlig:1 ve
teknik olanaksizliklarimiz etkili olmustur.

Calismamiz sirasinda uygun olan amino nitrojen kaynadi-
ni1 belirlemek igin si18ir serumu ve BSA, TCM 199 mediumuna ayri
ayri katilarak incelenmistir. Elde edilen bulgular kiltir
baslangicindan 24, 48, 72 ve 96, saatlerin bitimine kadar
sirasiyla; sigir serumu igin %75, %55.73, %38.11 ve %21.31; BShA
igin %67.95, %44.87, %29.91 ve %11.96 olarak gerceklesmigtir.
Buna gbdre, 24 saatlik kidltdir siiresi sonunda embryolarain
gelisimleri agisandan si181r serumu ve BSA arasainda istatistiki
agidan 6nemli bir fark saptanamazken, si18ir serumu igeren TCM 188
mediumunda daha iyi geligim saf§landig: belirlenmistir. Daha
sonraki kiltiir periodlari sonunda TCM 199 + %20 SS ile TCM 199 4+
%1.5 BSA mediumlari arasinda bulunan fark daha da artmigtir.
Yapilan belirlemelere gére 48 saat sonunda belirlenen %10.9°1luk
fark istatistiki 6nem tasirken (P< 0.02), 72 saat sonunda olugan
%¥8.2°11ik farkin istatistiki agidan 6nemli olmadiy§:r saptanmistair.
tn vitro kiltirin baslangicindan 96 saatlik sirenin sonuna kadar
gelisme gosteren embryolarin oranlarina godre, sififir serumlu
TCM’de %9.4°1luk (Ustinlik belirlenmisg, bunun da istatistiksel
olarak oldukga ©onemli oldudu bulunmustur(P< 0.005). Béylece,
s141r serumunun BSA’ya oranla daha 1iyi gelisme sagladirg:
saptanmigtir. Maurer ve ark.{57) tavgan ve si¥ir serumlarinin,
tavsan embryolarinain in vitro geligsimlerine etkisini
arastirdiklary ¢alismada, sadece si181r serumu kullanarak
vaptiklari:i 96 saatlik in wvitro kiltirde %90.9, tavgan serumunda
yaptiklar: galismada %43.4 oraninda geligsme elde etmisler wve
si1§ir serumunun daha uygun olacadini savunmuslar ve bu farkin da
muhtemelen osmotik basinglarin farkliligindan kaynaklanabile~-

cefini bildirmislerdir. Tavgan embryolarinin in vitro kiltirdeki



amino nitrojen ihtiyacini, %10 FCS ile karsilayan Illera ve
ark.(41) zigotlarda 120 saatlik in vitro kiltir sonucunda %52
oraninda, 2 Dblastomerlilerde 96 saat sonunda %62 oraninda
expanded blastocyste geligim elde etmigslerdir. Tavsgan
embryolarinin in vitro ihtiyaglarini FCS ve tavsan serumlari ile
karsilama yoluna giden Abdel-Fattah(l) da, BSM II mediumuna %20
younlukta FCS*’u katarak, 86 saatlik kiltir silresi sonunda %86
oraninda geligsim kaydettigini, ayni mediuma %20 FCS yerine %20
tavsan serumu kattigdinda ise blastocyste gelisim oraninin %73°e
distigini, FCS’nun ve tavsan serumlarinin yodunlu§unu %20’den
%1’e digirdidginde, embryolarin ancak 16 blastomerli konuma kadar
gelisebildidgini bildirmistir. Ayni konuyla ilgili olarak Kane ve
ark.(47) BSA'nin, igerdidgi ugucu yay asitleri sayesinde embryonal
geligimi destekledigini, kloroformla bu asitlerin
uzaklastirilmasi sonucunda gelisimin distddini, pyruvatin ise bu
digmeyi biraz olsun iyilestirdidini bildirmislerdir.

Tim gruplardan kiiltir periodu sonunda yaptigimiz trans-
ferlerden herhangi bir gebelik elde edilememigstir. Seidel ve
ark.(69) da, 84 =saatlik kiltir periodu sonucunda +transferini
vaptiklari 31 blastocystten hig¢ vyavru elde edememiglerdir.
Heber (73) Kiiltire ettigi embryolarain transferlsrinden ancak
morula safhasina kadar olanlardan %12.65 oraninda implantasyon ve
bunlardan da %5 oraninda yavru elde edebildigini, Gabler(28) i=ss
2-4, 8-16 blastomerli, morula ve blastocyst safhasindaki
embryolarin transferlerinden sirasiyla %1; %10 ve %3.8 opraninda
implantasyon gergeklestigini, fakat her iki arastirici da(28.73),
vyaptiklara blastocyst transferlerinden hig yavru elde
edemediklerini bildirmislerdir. Gabler (28) bunun ssbebini,
fonksiyonel olarak uygun alicilarin ayarlanamamasina ve ayrica da
tavganlarda fizyolojik olarak az sayidaki embryo(1-2)
implantasyonunun, gebelidin devam edebilmesi igin vyeterli
olmadifina baglamistair.

Yaptidimiz aragtirmada, transfer edilen embryoclardan

yavru elde edilebilmesi {izerine, kullanilan mediumlarain, killtir



sirelerine gore etkilerini arastirabilmemiz igin, her 24 saatlik
period sonunda transfer yapilmasi gerekli olabilirdi. Ancak
elimizdeki mevcut olanaklar bu ¢galigma igin yeterli olmadigindan
bdyle bir deferlendirmeye gidilemedi.

Her 24 saatlik kiiltir periodunu ayri ayri ele aldig§i-
mizda, sunu séyleyebiliriz ki, kullandigimiz her ig¢ medium ilk 72
saatlik kialtir sonuna kadar birbirine karsgi bir istinlak
saglamamaktadir. Buna badl: olarak yapiminin kolaylig: ve
ucuzlugu nedeniyle, iki blastomerli tavgan embryolarini kompakt
morula ve erken blastocyst konumuna gelistirmek igin, PBI + %20
s181r serumu mediumu kullanilabilir. Ancak, blastocyst ve‘ daha
ileriki safhalara uvulagabilmek igin, TCM 199 + %20 SS mediumu ¢ok
daha iyi sonug¢ verebilir.

Yaptigimiz galigmada kullandifimiz TCM 199 hazir mediu-
muna katilan %20 si8§ir serumu, %1.5 BSA’ya oranla daha iyi sonug
verdiginden, tavsan embryolarinan in vitro kiltirde amino
nitrojen ihtiyaglarini si§air serumundan daha iyi karsilayabile-
cekleri disinilebilir. Bunun yani sira, Kkullandifimiz PBI
mediumu amino asit, vitamin ve mineral maddeler yéninden fakir
olmasina karsin, igine katilan si18§ir serumunun embryonal geljisimi
destekleyici etkisi sayesinde, daha kompleks bir yapiya sahip
olan TCM 1989 + %1.5 BSA mediumuna oldukg¢a yakin geligim
oranlarini safladigr igin tercih edilebilir. In wvitro kiltir
galigmalarinda kullanilan BSA Ulkemizde (retilmeyip, temininde
yurt disina ba@imlilik sodzkonusu iken, mezbaha materyalinden
kazanilan sidir serumu Kkolay ve ucuz elde edilen bir {irindir. Bu
nedenlerden dolay1 BSA’nin vyerine sifar serumunun
kullanilabilece§i, bdylece yurt digina olan bagdimlilidin ortadan

kalkaca§i sbylenebilir.
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6. OZET

Aragtirma, tavganlarda siperovulasyon, embfyolarln ka-
zanllmasi, kazanilan embryolarin 86 saat siire ile kiltirleri ve
kiltir agamasindan sonra gelisme gdésteren embryolarin transfer-
leri olmak iizere 4 agsamada gergeklestirildi.

Bu galaisma igin 60’1 verici 30’u alici olmak iizere top-
lam 90 digi, wvericilerin +tohumlanmasi ig¢in de 4 adet erkek
damizlik tavgan kullanild:i.

Siperovulasyon 1i¢in PMSG 1iki farkli yéntemde, toplam
ayni dozda uygulandi. 1iIlk uygulama grubunda 30 tavsana 225 1IU
PMSG tek enjeksiyonla wverilirken, ikinci grupta ayni doz PMSG iig
esit kaisima(75 IU0) bdlinerek 24 saat ara ile uygulandi. Vericiler
tek enjeksiyon yoénteminde PMSG uygulamasindan 72 saat, ag
enjeksiyon grubundé ise son PMSG verilisinden 24 saat sonra iwv.
oclarak hCG enjeksiyonu ve tohumlama islemine tabi tutuldular.
Tohumlamadan 24 saat sonra her 1iki grupta bulunan vericiler,
ovaryumlardaki olusumlarain belirlenmesi ve embryo kazanilmasa
amaciyla operasyona alindilar. Operasyonlarda, tek enjeksiyon
grubundaki tavganlarin ovaryumlarinda ortalama 25.96 + 4,36 adet
olusum(follikil + ovulasyon oda§i) saptandi. Bunlardan ortalama
8.43 + 2,29 tanesi patlamamiy follikidl, 17.53 + 4.99 tanesi ise
ovulasyon oda4§i: idi. Bu grupta ovulasyon orani %67.43 olarak
belirlendi. Ug enjeksiyon grubunda ise bu dederler 28.46 + 5,64
adet toplam olusum, 12.96 + 3,43 adet patlamamis follikil, 15.5 *
3.59 aaet ovulasyon oday§: seklinde idi. Ovulasyon orani da %b4.5
olarak saptand:.

Yapilan ovidukt yikamalari sonucunda, tek enjeksiyon
grubunda hayvan bagina ortalama 14.46 + 4,64 adet yumurta hiicresi
kazanildi. Kazanilan hicrelerden ortalama 2.6 + 1,33 tanesi ovum,

4.9 + 2,74 tanesi zigot, 6.72 + 2.61 tanesi 2 blastomerli, 0.2 +
0.10 tanesi 4 blastomerli embryo olarak belirlendi. Big enjeksiyon
grubunda ise ortalama 14.3 + 3,76 adet hiicre kazanilirken, bu

hicrelerden 2.1 # 1.26 tanesi ovum, 3.7 * 1.75 tanesi zigot,



8.2 + 32,21 +tanesi 2 blastomerli, 0.23 + 0.24 tanesi de 4
blastomerli embryo olarak +tesbit edildi. Hicrelerin ovulasyon
odaklarina gdre Kkazanilma oranlari tek enjeksiyon yénteminde
%82.8, ¢ enjeksiyon grubunda %92.2 olarak belirlenirken,
kazanilan hiicrelerin fertilizasyon oranlari ise tek enjeksiyon
grubunda %82.02, ig¢ enjeksiyon grubunda %84.84 olarak saptandi.

Elde edilen veriler incelendiginde, {ig enjeksiyon
yoneminin, hiicre kazanma (P< 0.001) ve kazanilan hiicrelerin
bulunmas: gereken 2 blastomerli geligsim devresinde yodunlasma
oranlari agisindan (P< 0.005) tek enjeksiyon yéntemine gbre lstin
oldudu belirlenirken, tek enjeksiyon ydnteminin ise, ovaryumlarda
bulunan patlamamigs follikiil sayilara (P<0.05) ve ovulasyon
oranlari (P<0.001) agisindan ii¢g enjeksiyon yoéntemine karsi daha
iyi sonug verdif§i saptanda.

Her iki grupta elde edilen sadlikli embryolar 379C‘lik
ve %5 CO,°1i ortamda, TCM 185 + % 20 5B, TCM 199 + %1.5 BEA ve
PBI + %20 8S mediumlarinda, 24 saatlik periodlarda toplam 96
saatlik bir siire igin in vitro olarak kiltiire edildiler. Calisma~
nin basglangicinda ilk 24 saatlik siire igin zigot ve 2 blastomerli
embryolar ayri ayri kiiltire edildiler. Buna gdre zigotlar, TCM
199 + %20 SS mediumunda %72, TCM 199 + %1.5 BSA‘da %72.1 ve PBI +
%20 85 mediumunda %65 oraninda geligsirken, 2 blastomerli
embryolar ayni sartlarda %75.69; %65.22 ve %65.84 oraninda
gelisim gosterdiler. Bu sonuglara gdre TCM 199 + %20 S8
mediumunda elde edilen gelisimin, digder mediumlarda elde edilen
geligsimlere kargsil istatistiki yénden bir O6nem tagimasa da, daha
istin olarak gerceklestidi belirlendi. 2Zigot ve 2 blastomerli
konumda bulunan embryolarin toplam geligsimleri TCM 199 + %20 S8
mediumunda %75, TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda %67.95 ve PBI + %20
S8 mediumunda ise %65.56 olarak belirlendi. TCM 199 + %20 8§ me-
diumunun diderlerine gbére ilistiin bir gelisme sa§lamasina karsin,
bunlardan sadece PBI + %20 SS mediumuna olan {istinligin istatis-
tiki yénden 6nem tasidigd:r belirlendi(P< 0.05). 24 saatten sonraki
asamalarda embryolarin geligimleri TCM 1989 + %20 S§ medimu
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igerisinde 48 saat sonuhda %$76.41, 72 saat sonunda %68.38 ve 96
szaat sonunda %58.4; TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda ayni sireler
ig¢in sairasiyla %67.75, %66.67 ve %40.58; PBI + %20 SS mediumunda
ise %68.65, %66.23 ve %$35.29 oraninda elde edildi. Vericilerin
tochumlanmasindan 24 saat sonra kazanilan ve 96 saatlik kiltir
siiresi sonunda geligme gdsteren embryolarin oranlarai ise TCM 198
+ %20 SS mediumunda %21.31, TCM 199 + %1.5 BSA mediumunda %11.96
ve PBI + %20 SS mediumunda ise %10.00 olarak belirlendi.

Bu sonuglara gore 24. saatten 72. saatin sonuna kadar
TCM 199 + %20 SS mediumunda elde edilen embryolarin gelisim
oranlari, diferlerine gore idstin gériniip, istatistiki bir ©Onem
tasimazken, 72. saatin sonunda geligim gdstererek son 24 saatlik
siire igin tekrar kiltire edilen, TCM 198 + %20 SS mediumundaki
embryolarin gelisim oranlari bu sire sonunda, TCM 189 + %1i.5 BSA
(P< 0.05) wve PBI + %20 SS (P< 0.01) mediumlarindaki gelisim
oranlarina gore istatistiki ydénden {dstin bulundu. in vitro kilti-
rin baslangicindan sonuna kadar TCM 198 + %20 SS medimunda embr-
yolarda kaydedilen total geligimin, TCM 199 + %1.5 BSA (P< 0.01)
ve PBI + %20 SS mediumlarinda(P< 0,005) elde edilen gelisimlere
oranla oldukga i{istin cldudu saptandi.

96 saat sonucunda TCM 189 + %20 S5 mediumunda gelisme
gosteren toplam 23 embryo 2 aliciya, TCM 199 + %1.5 BSA
mediumunda geligsen 18 embryo 2 aliciya ve PBI + %20 SS mediumunda
gelisen 14 embryo 1 aliciya +transfer edildi. Ancak vyapilan
kontrollarda transferlerin higbirinde gebelik olusmadiga
belirlendi.
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7. SUMMARY

Thie =study was carried out in 4 steps; =uperovulation
of rabbits, recovery of embryos, culture of the recovered embryos
for 96 h and trangfer bf the developed embryos +to the
recipients.

Total 90 female rabbits were used in the study, 60 were
donors and 30 were recipients, also 4 males were used for mating.

Superovulation is provided by injecting egual doses of
PMSG in two different methods. In the first group each of the 30
donors were superovulated by a single injection of 225 IU PMSG.
In the second group same dose of PMSG was divided into 3
portione (75 IU) and injected to the other 30 donors with 24 h
intervals. All of the donors were treated with 150 IU hCG and
mated after 72 h from the PMSG injection in the first group, and
24 h after the last injection of PMSG in the second group. 24 h
after mating donors of both groups were operated in order to
detect the structural findings on the ovaries and to recover the
embryoe. At the end of operations, in the first and second group,

26.96 + 4,96 and 28.46 + 5,64 respesctively, total structural
findings ( follicle + ovulation point) were observed. In the

first group 8.43 + 2,29 wunovulated follicles and 17.53 + 4,99
ovulation points were noted. However, the values for the second
group were 12.96 + 2,42 and 15.5 + 3.59 respectively. The
ovulation rate for both the group was 67.43% and E4.5%
respectively.

From the oviduct flushings of first group,on an
average 14.46 + 4,64 fertilized & unfertilized ova per animal
were recovered. Out of the total recovered ova, 2.6 + 1,33 vwere
unfertilized ova, 4.9 + 2,74 were zygotes, 6.73 + 2.61 were 2
cell stage and 0.2 * 0,10 were 4 cell stage embryoz. In the
second group, 14.3 + 3,76 ova were recovered. Qut of the +total

in  this group, 2.1 + 1,26 were ova, 3.7 * 1.75 were
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zygotes, 8.2 + 3,21 wers 2 cell stage and 0.23 + 0.34 were 4 cell
stage embryos. The recovery rate of ova relating to their
ovulation points were 82.8% in the first group and 92.2% in the
second group. The fertilization rate of the recovered ova were
82.02% and 84.B4% respectively.

From the flushing it was observed that the recovery
rate (P<0.,001) and number of two <cell stage embryos were
significantly higher (P<0.005) in the second group than the first
group. However, the number of unovulated follicles (P<0.05) and
ovulations rate (P< 0.001) were higher in the first group.

Healty embryos collected from each group were cultured
at 37°C and 5% €O, containing atmosphere in TCM 199 + 20% C8, TCM
199 + 1.5% BSA and PBI + 20% CS culture media for 86 h. For the
first 24 h +the zygotes and 2 cell stage embryos were cultured
separately. The developmental rate for zygotes was 72% in TCM 199
+ 20% CS, 72.11% in TCM 198 + 1.5% BSA and 65% in PBI + 20% CS8
medium. However, it was 75.69%, 65.22% and 65.84%, respectively,
for 2 cell stage embryos in the these culture media. From the
results it was obvious that although statistically there was no
difference among three culture media, but, TCM 189 + 20% CS
proved to be better than the other +two media. The total
development rate for embryos (zygot + 2 cell stage embryos) was
75% for TCM 189 + 20% CS, 67.95% for TCM 199 + 1.5 BSA and 65.56%
for PBI + 20% CS culture media. TCM 199 + 20% CS differed
significantly (P<0.05) than PBI + 20% CS culture medium, but, TCM
199 + 20% CS differed non significantly than TCM 199 + 1.5% BSA.
The differance between TCM 199 + 1.5% BSA and PBI + 20% CS was
also non significant. The rate development for embryos was
76.41%, 68.38% and 58.4% in TCM 199 + 20% CS at the end of 48, 72
and 96 hours of culture respectively. Whereas it was 67.75%,
66.67% and 40.58% in TCM 199 1.5% BSA ; and 68.65%, 66.23% and
35.28% in PBI + 20% CS respectively. Embryos collected 24 h after

insemination of donors when cultured for 96 hours, they developed
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21.31% in TCM 199 + 20% CS, 11.96% in TCM 199 + 1.5% BSA and
10.00% in PBI + 20% €S8 culture medium. Although upto 72 hours of
culture there was no significant difference among the three
culture media, but, from 72 hours to 96 hours of culture TCM 199
+ %20 CS differed significantly than PBI + 20% CS8 (P<0.01). The
total developmental rate of embryos {zygotes ; 2 <cell stage
embrycs) from the beginning upto 96 hours of culture in the TCM
199 + 20% CS culture medium differed significantly than TCM 199 +
1.5% BSA (P<0.01) and PBI + 20% CS (P<0.005).

At the end of 96 hours of culture, 23 embryos from TCM
199 + 20% CS, 18 embryos from TCM 199 + 1.58% BSA and 14 enbryos
from PBI + 20% CS, were collected and were transferred into 2, 2
and 1 recipient respectively. The transfers were not resulted 1in

pregnancy.
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Resim 1.

Reegim 2.

RESiMLER

Tavganlarda operatif olarak yapilan ovidukt
yikamasl .

UDltraviolet lambasgiy ve floregan lamba ile do-
natilmis 6zel camli dolap.




Resim 3. Tavsan embryolarainin Kiltirinde kullanilan
inkibatdr wve kiiltir kabini.

Resim 4. Ciftlesmeden 24 saat sonra ovidukttan kazani-
lan bir ovum.




Resim 5. Ciftlesmeden 24 saat sonra kazanilan zigot
: konumundaki bir embryo.

Resim 6., Ciftlesmeden 24 saat sonra kazanilan 2 blas-
tomerli konumda bulunan bir embryo.




Resim 7. Ciftlegsmeden 24 saat sonra ovidukttan kazani-
lan 4 blastomerli konumda bir embryo.

Resim 8. 11k 24 saatlik kiltir siiresi sonunda 16 blas-
tomerli konuma gelisen bir embryo.




lk 24 maatlik period sonunda dejenere

i

Regim 9

olmus bir embryo.

1k 24 saatlik period sonunda 32 blastomerli
konuma gelismis bir embryo.
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Resim 10.
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Resim 11. ikinci 24 saatlik kiiltir periodu sonunda
morula konumuna gelismis bir embryo.
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Resim 12. Uginci 24 saatlik kiltir periédu sonunda
kompakt morula konumuna gelisen bir embryo.




Regim 13. Dordinci 24 saatlik period sonunda blastocyst
safhasina geligsen bir embryo.

Resim 14. D&6rdinci 24 saatlik period sonunda hatching
blastocyst konumuna geligen bir embryo.
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