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ONSOZz

In vitro embriyo elde edilmesi konusundaki calismalar yillardir devam
eden bir surectir. Ozellikle biyoteknoloji alaninda elde edilen yeni bilgiler in vitro
embriyo iiretimindeki olumsuzluklarin giderilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Son yillarda kullanilmaya baslayan antioksidan maddelerde in vitro embriyo
tiretimde sayr ve kalitenin artmasini saglamaktadir. Yaptigimiz calismada
antioksidan 6zelligi olan oleik ve linoleik asidin in vitro embriyo gelisimindeki
rolleri incelenmistir.

Bu tez konusunu segmemde yol gosteren ve ¢alismam esnasinda olumlu
yonlendirme ve elestirileri ile bana destek olan, danigman hocam Prof. Dr. Sevket
ARIKAN’a, tez calismamu hosgoriileriyle yardimer olan Kirikkale Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Arzu
YIGIT ve Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali 6gretim {iyelerinden Dog¢. Dr. Hakan KALENDER e, tez calismam
sirasinda  bana yardimcr olan Enstitiimiiziin - degerli Miudiri Muharrem
SATILMIS, Enstiti Teknik Koordinatérii Dr. Sedat Hamdi KIZIL ve mesai
arkadasim Oguz BUYUKKAYAER’e, ayrica her zaman ilgi ve destegini
gordiigim Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni
Tohumlama Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Yrd. Do¢ Dr. Numan AKYOL’a

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.
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OLEIK VE LINOLEIK ASIDIN

IN VITRO SIGIR EMBRIYO GELIiSiMi VE KALITESINE ETKILERIi

OZET

Bu ¢alisma, doymamis yag asitlerinden oleik asit (18:1 cis-9- oktadekadienoik asit)
ve linoleik asidin (18:2 (n—6), 9,12- oktadekadienoik asit) sigir embriyolarinin in
vitro gelisimi iizerine etkilerini arastirmak amaciyla gergeklestirildi. Calismada
kullanilan ovaryumlar, Ankara iline bagli Cubuk ilge mezbahasindan temin edildi.
Toplanan 198 adet ovaryumdan aspirasyon yontemiyle, 1304 adet oosit elde edildi.
Ancak bu oositlerden A ve B kalitede olduguna karar verilen 1124 adedi ¢alismada
kullanildi.

Maturasyon, kapasitasyon, fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii islemleri %5
CO, ve %95 nem iceren 38,5 °C’lik inkiibatdor ortaminda gergeklestirildi.
Maturasyon medyumu olarak doku kultir medyumu 199 (TCM-199) kullanildi. Bu
medyumdan 100 pL’lik maturasyon mikrodamlalar1 hazirlandi. Damlalarin iizeri
mineral yag ile kapatildi. Her mikrodamlaya ortalama 18’er adet oosit yerlestirildi.
Oositler, maturasyon amaciyla 22 saat siireyle inkiibe edildi. Kumulus ekspansiyonu
gorulen oositler mature kabul edildi.

Spermatozoonlarin kapasitasyonu amaciyla heparin (5 U/mL) ve kafein (2
mM) igeren Brackett ve Oliphant (BO) medyumu kullanildi. Spermatozoonlar
25000/00sit olacak sekilde doze edildi. Oosit ve spermatozoonlar fertilizasyon
amaciyla 6 saat inkiibe edildi. Ardindan Charles Rosecrans (CR1aa) embriyo kiiltiir
medyumu ile yikanan oositler, oleik asit (10 uM, 100 uM ve 1000 uM) ve linoleik
asit (10 uM, 100 puM ve 1000 pM) iceren CRlaa medyumunda inkibasyona
kaldirildi. Inkiibasyonun 48. saatinde ilk bdliinme kontrolii yapildi. Fertilizasyonu
takip eden 168. saatte ise morula-blastosist asamasina gelen embriyolar tespit edildi.
Verilerin istatistiksel analizi khi-kare yontemiyle yapildi. Zigotun boliinme oranlart;
kontrol grubu icin %53,64, linoleik asit i¢in %62,59 (10 uM), %50,00 (100 uM) ve
%58,55 (1000 pM), oleik asit icin ise %62,25 (10 uM), %64,29 (100 pM) ve



%71,70 (1000 uM) olarak bulundu. Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada, 1000
uM oleik asidin diger deneme gruplarina gore daha etkili oldugu gorildii (p<0,01).
Boliinme oranlar1 ortalamasi ise linoleik asitte %57,11, oleik asitte %66,16 olarak
bulundu.

Zigotun morula-blastosist evresine ulasma oranlari, kontrol grubunda
%13,25, linoleik asit icin  %23,13 (10 puM), %11,81 (100 uM) ve %?21,05 (1000
UM), oleik asit icin ise %25,17 (10 uM), %28,57 (100 uM) ve %34,59 (1000 uM)
olarak bulundu. Morula-blastosist evresine ulagsma ortalamasi ise linoleik asitte
%18.74, oleik asitte %29,53 olarak hesaplandi.

Sonug olarak, Oleik asitin her li¢ dozunun zigotun boliinme oranini ve
ortalamalarini, morula-blastosist evresine ulagma oranini ve ortalamalarini arttirdigt
ve in vitro embriyo kiiltiiriinde antioksidan olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.
Oleik asidin 1000 uM’lik dozunun en iyi sonucu verdigi goriilmiistiir. Linoleik asit
ile yapilan karsilastirmalarda oleik asidin anilan parametreler yoniinden daha etkili

oldugu saptandi.

Anahtar sozcukler: Oleik asit, Linoleik asit, Embriyo, Sigir, B6liinme,
Morula-blastosist.



THE EFFECTS OF OLEIC AND LINOLEIC ACID ON
DEVELOPMENT AND QUALITY OF IN VITRO BOVINE EMBRYQOS

SUMMARY

The objectives of this study were to examine effects of unsaturated fatty acids oleic
acid (18:1 cis-9-octadecenoic acid) and linoleic acid (18:2 (n-6) 9,12-
oktadekadienoik asit), on in vitro bovine embryo development. All of the ovaries
were collected from Cubuk slaughterhouse in Ankara. A total of 1304 oocytes were
collected from 198 ovary by aspiration methods, but only 1124 oocytes evaluated as
A and B quality were used.

Maturation, capacitation, fertilization and embryo culture were performed
under 5% CO, and 95% air in 38.5 °C incubator. TCM-199 was used as maturation
medium. Maturation microdrops (100 pL) were prepared using this medium. Drops
were covered by mineral oil then 18 oocytes were put into the each drop. Oocytes
were then cultured for 22 hours in the incubator. Oocytes having cumulus expansion
were accepted as matured.

Brackett and Oliphant (BO) medium containing (5 U/mL) heparin and (2
mM) caffeine was used for spermatozoa capacitation. Number of spermatozoa was
adjusted to 25000/00cytes for final concentration. Oocytes and spermatozoa were
incubated together for 6 hours in the incubator for fertilization. After washing the
oocytes in Charles Rosenkransl amino asit (CR1aa) they were incubated in CR1aa
medium containing oleic acid (10 uM, 100 puM, 1000 pM) and linoleic acid (10 pM,
100 uM, 1000 uM). Oocytes were inspected for cleavage incubation after first 48
hours and cleavaged. Morula-blastocyst stages were observed 168 hours after the
fertilization. Data were analysed by chi-square test. Cleavage rates of zygotes were
calculated as 53.4% for control group, 62.59% (10 pM), 50.00% (100 pM), 58.55%
(1000 uM) for linoleic acid and 62.25% (10 pM), 64.29% (100 uM) and 71.70%
(1000 puM) for oleic acid. Comparing the other groups, 1000 uM oleic acid was



more effective (p<0.01) than other experimental groups. The average cleavage rates
were 57.11% and 66.16% for linoleic acid and oleic acid respectively.

The morula-blastocyst rates were 13.25% for control group, 23.13% (10
puM), 11.81% (100 pM), 21.05% (1000 uM) for linoleic acid; 25.17% (10 pM),
28.57% (100 pM) and 34.59% (1000 uM) for oleic acid. The average morula-
blastocyst rates were calculated as 18.74% for linoleic acid and 29.53% for oleic
acid.

As a result, It has turned out that all three doses of oleic acid increased the
ratio and averages of zygot cleavage and reaching to morula-blastocyte stage
respectively and it was concluded that it can be used as an antioxydant in invitro
embryo culture. The best result was obtained from the dose of 1000 uM oleic acid.
By comparing to linoleic acid, it was deduced that oleic acid is more effective

regarding aforementioned parameters.

Key words: Oleic acid, Linoleic acid, Embryo, Bovine, Cleavage, Morula-

blastocyst.



1.GIRiS

1.1. in Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon, kapasite olmamis spermatozoonlarin laboratuvar ortaminda
kapasite edilmeleri ve kapasitasyonu gergeklestirilen bu spermatozoonlarla da disi

gamet hiicresi olan oositlerin fertilize edilmesi islemi olarak tanimlanmaktadir

(Bavister, 1993).

1.2. In Vitro Embriyo Uretiminin Tarihcesi

Giinlimiizde disi genital ortamina ihtiya¢ duyulmadan, in vitro embriyo Uretimi
basariyla gerceklestirilmektedir. [n vitro ortamda (retilen embriyodan ilk memeli
yavru, tavsanlardan elde edilmesinin ardindan sonraki yillarda, follikiil-oosit
fizyolojilerinin daha iyi anlasilmasi ve spermatozoonlarin délleme kabiliyetlerinin

aydinlatilmasi ile birlikte in vitro embriyo fiiretimi alanindaki gelismeler hiz

kazanmistir (Gordon 2003).

1.2.1. Ik In Vitro Fertilizasyon Calismalar

Memelilerde fertilizasyon olaymin daha iyi anlasilmasi, 20. yiizyilin ortalarinda
sperma  kapasitasyon mekanizmasinin  anlagilmasiyla miimkiin = olmustur.
Memelilerde in vitro fertilizasyon ¢alismalarinin kilometre taslari Cizelge 1.1°de

Ozetlenmistir.



Cizelge 1.1. Memelilerde in vitro fertilizasyon ¢aligsmalarinin kilometre taglari
(Gordon, 1994, 2003).

Olay Arastirict

Tavsanlarda embriyo transferi Heape (1890)
Embriyo transferiyle kuzu ve oglak dogumu  Warwick ve Berry (1949)

Embriyo transferinden domuz elde edilisi Kvansnickii (1951)

Embriyo transferinden buzagi dogumu Willett ve ark. (1951)
Tavsanlarda in vitro fertilizasyon Chang (1959)

Sperma kapasitasyonu ile in vitro fertilizasyon Yanagimachi ve Chang (1963)
Insan oositi in vitro fertilizasyonu Bavister ve ark., Edwards ve ark. (1969)
Embriyo dondurma sonrasi ilk buzagi Wilmut ve Rawson (1973)
Embriyo transferi sonrasi ilk tay eldesi Oguri ve Tsutsumi (1974)
Sig1r oositi in vitro fertilizasyonu Iritani ve Niwa (1977)

IVF embriyodan ilk insan dogdu Stepteo ve Edwards (1978)
IVF embriyodan ilk buzagi dogdu Brackett ve ark. (1982)
Niikleer transfer yoluyla ilk koyun dogdu Willadsen (1986)

IVF, IVM yapilan oositten buzagi Hanada (1986)

IVP embriyodan ilk ikizler dogdu Lu ve ark. (1988)

Klonlama yoluyla ilk canli (Dolly) Wilmut ve ark. (1997)

1.2.2. Sigarlarda 1k In Vitro Fertilizasyon Cahsmalari

Sigirlarda ilk basarili in vitro maturasyon islemi a-amilaz enzimi igeren kultur
ortaminda gerceklestirilmistir. /n vitro mature edilmis sigir oositinin basaril1 ilk
fertilizasyonu Iritani ve Niwa (1977) tarafindan, ilk buzagi ise Brackett ve
arkadaslar1 (1982) tarafindan gergeklestirilmistir. ilerleyen yillarda, IVF ydnteminde
gelistirilen yeni teknikler kullanilarak calismalar devam etmistir. Bunlardan bir
tanesi de laparoskobik yontemle elde edilen oositlerin in vitro fertilizasyona tabi
tutulmas1 ve bunlardan yavru elde edilmesidir (Lambert ve ark., 1983). In vitro
olarak mature edilmis oositlerden ilk buzagi ise 1986 yilinda, Japonya’da elde
edilmistir. Yapilan bu c¢aligmada embriyolar, blastosist asamasina kadar tavsan
oviduktunda in vivo olarak kiiltire edilmis ve transferden ©once dondurulup

¢ozdirilmistir (Hanada ve ark., 1986). Biitundyle in vitro prosedirlerin



kullanildig: (in vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon ve in vitro kultdr) ilk gebelik
ise, Lu ve arkadaslar1 (1987) tarafindan Dublin’den bildirilmis olup bu gebelikten

ikiz buzag elde edilmistir.

1.2.3. Tiirkiye’de Yapilan in Vitro Fertilizasyon Cahsmalar

Ulkemizde ise in vitro embriyo iiretimi konusundaki ilk ¢alismalar 1984 yilinda
baslamistir (Tekeli, 1984). Ulkemizde IVF konusundaki caligmalar 1985 yilinda
fareler (Kiligoglu, 1985) ve 1997 yilinda sigirlar iizerinde (Birler, 1997) yapilmustir.
In vitro ilk yavru 2001 yilinda koyunlardan (Birler ve ark., 2002) alinmis ve
Tirkiye’nin ilk IVF buzagis1 2007 yilinda dogmustur (Akyol ve ark., 2007).

1.3. Sigirlarda in Vitro Embriyo Uretimi

In vitro embriyo (retimi yardimci iireme tekniklerinden birisi olup, oositlerin
ovaryumlardan toplanmasi, maturasyonu, fertilizasyonu ve kiiltiire edilmesinin

ardindan morula veya blastosist asamasinda embriyo tlretilmesidir (Sekil 1.1).
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n vitro fertilizasyon
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Sekil 1.1. In vitro embriyo iiretimi asamalar1 (Imai, 2005).



1.3.1. Oositlerin Elde Edilmesi

In vitro fertilizasyon calismalar1 sigir oositlerinde de uygulanmustir (Iritani ve Niwa,
1977; Brackett ve ark., 1982; Hamano ve ark., 1992). Bu calismalarin temel
kaynagini mezbahalardan elde edilen ovaryumlar olusturmaktadir. Oositlerin
ovaryumlardan elde edilmesi amaciyla cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler; aspirasyon, ovaryum dilimleme, follikillerin diseksiyonu ve ovum pick
up (OPU) yontemidir.

Ovaryumlardan follikiil aspirasyonu, fazla sayida ovaryum bulunmasi
durumunda tercih edilen bir yontemdir. Follikiil diseksiyonu ve patlatilmasi yontemi
ise sayist bir ikiyi gegcmeyen damizlik degeri yiiksek hayvanlar icin kullanilan bir

yontemdir.

1.3.1.1. Aspirasyon Yontemi

Aspirasyon yontemi; ovaryum (zerindeki follikiillerin ucuna 18 gaugelik igne
takilmis bes veya on mililitrelik enjektorler kullanilarak aspire edilmesi islemidir.
Bu yontemin kullanildig1 durumlarda; ovaryum basina 8-12 adet oosit toplandigi ve
bunlarin % 45-50 kadarinin gelisime uygun kalitede oldugu bildirilmistir (Katska ve
Smorak, 1984). Yapilan diger ¢alismalarda da ovaryum basina ortalama 9-10 adet
oosit elde edildigi bildirilmistir (Akyol ve ark., 2007). Elde edilen follikiil sivis1 90
mm. capa sahip petriler igerisine konularak oositler, stereo mikroskop altinda
siniflandirilir (Akyol ve ark., 2005b).

1.3.1.2. Dilimleme Yontemi

Dilimleme yontemi; ovaryum iizerinde bulunan follikiil duvarina bistiirii ucuyla
kesitler atilmasidir. Islem sirasinda follikiil stvisinin petri igerisine akmasi saglanir.
Petri kutusu icerisinde biriken sivi, stereo mikroskop altinda taranarak oositler tespit

edilir. Literatiirde bu yontemle her ovaryumdan ortalama 16-24 oosit toplanabildigi



ve bu oositlerin % 60-65 kadariin gelisime uygun kalitede oldugu belirtilmektedir
(Katska ve Smorak, 1984).

1.3.1.3. Diseksiyon ve Patlatilma Yontemi

Bu yontemde; follikiiller 6nce ovaryumdan diseksiyon yontemiyle ayrilirlar. Ayrilan
bu follikiiller yikama soliisyonu igerisinde patlatilarak oositler agiga ¢ikarilir. Bu
yOntem kullanilarak her ovaryumdan yaklasik olarak 32-44 arasi oosit elde
edilebildigi bildirilmektedir (Hamano ve Kuwayama, 1993; Carolan ve ark., 1994).
Ayni yontemi kullanan baska bir arastirma grubu ise ovaryum basma 55-60
civarinda oosit elde ettiklerini ve bunlarinda % 70-75 kadarmin gelisime uygun

kalitede oldugu belirtilmistir (Xu ve ark., 1992a, 1992b).

1.3.1.4. Ovum Pick Up (OPU)

Sigir ovaryumlarindan ultrason rehberliginde oositlerin toplanmasi islemidir.
Yontem, icerisine konveks prob ve aspirasyon ignesi yerlestirilmis 6zel atagman
vasitasiyla transvaginal olarak girilerek, ovaryumlarda bulunan follikiillere
punksiyon yapilmasi ve icerisindeki immature oositlerin aspirasyonla toplanmasi
seklinde uygulanmaktadir. Elde edilen immature oositler, in vitro embriyo elde etme
sirecine alinarak embriyolar iiretilmektedir (Akyol ve ark., 2008).

Oositlerin elde edilmesi i¢in yukarida bahsedilen yontemlerden bagka
yontemlerde kullanilmistir. Bu yontemlerden bir tanesi’ de yiksek genetik
kapasiteye sahip hayvanlardan paralumbar laparoskopi yapilarak follikiillerdeki
oositler in vivo olarak aspire edilmek suretiyle elde edilmesidir (Lambert ve ark.,
1983; Lambert ve ark., 1986; Armstrong ve ark., 1991; Armstrong ve ark., 1992).
Yine bu teknoloji vasitasiyla hem pubertaya ulasmamis olan hem de gebe olan
sigirlardan oositler toplanmis ve in vitro olarak embriyo {iretimi gerc¢eklestirilmistir
(Maclellan ve ark., 1998; Santi ve ark., 1998). Diger bir yontemde ise ii¢ ila dokuz
haftalik buzagilarda FSH uygulamasi yapilarak siliperovulasyon programi

uygulanmis, olusan follikiiller laparoskopik yontemle aspire edilmis ve elde edilen



oositlerden in vitro olarak buzagi elde edilmistir (Armstrong ve ark., 1991;
Armstrong ve ark., 1992; Armstrong ve ark., 1993; Stubbings ve ark., 1993; Majerus
ve ark., 1999).

1.3.2. Oositlerin Degerlendirilmesi

Oosit kalitesinin degerlendirilmesi, belirlenmesi ve kalite siniflandirmasinin
yapilmasi; oositlerin maturasyonu, fertilizasyonu ve olusan embriyolarin yasama
sansini  etkilemektedir. Birgok arastirmaci, oositleri simiflandirma semalari
olusturmustur. Oositlerin siiflandirilmasinda oositin  yogunlugu, ¢evresindeki
kumulus hiicrelerinin sayisi ve diger bazi morfolojik faktorler onemlidir (Shioya ve
ark., 1988; Madison ve ark., 1992). Baz1 arastiricilara gore oosit, kumulus hiicreleri
ve oosit sitoplazmasi birlikte degerlendirmeye alinir. Bu smiflandirmada birden

dorde kadar kullanilarak dort farkli siniflandirma yapilir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Oosit kalitesinin morfolojik siniflandirilmasi (Gordon, 2003).

Kalite Agiklama

1 Homojen yapida ooplazma, ¢ok katmanli kumulus yapisi, total Kumulus
Oosit Kompleksi (COC) agik ve seffaf.

2 Cok katmanli kumulus yapi, homojen yapida ooplazma, kaba goriiniim,
zonada koyuluk, total COC biraz daha koyu ve daha az seffaf.

3 Daha az kumulus yapi, koyu kiimeleri ile ooplazma diizensiz, total COC
koyu ve 1-2 siral1.

4 Genislemis kumulus yapi, dagmik kumulus hiicreleri, ooplazma, total COC

koyu ve diizensiz.

Sadece kumulus hiicrelerinin morfolojik durumuna bakilarak A, B, C ve D
seklinde de siiflandirma yapilmaktadir. Bu siniflandirmaya goére dordiincii grup ¢ok
diisiik in vitro maturasyon yetenegindedir. Homojen goriiniimlii bir sitoplazma,
oositi ¢evreleyen bozulmamis ve kompakt yapida kumulus hiicreleri, oositin mature

olmasinda, fertilizasyonunda ve kaliteli bir embriyo haline gelmesinde en dnemli
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kriterlerdir. Bu yontemle yapilan sigir oosit siniflandirmasi ¢izelgede (Cizelge 1.3)

verilmistir (Brackett ve Zuelka, 1993; Kanagawa ve ark., 1995).

Cizelge 1.3. Oosit kalitesinin morfolojik siniflandirilmasi (Gordon, 2003).
Kalite Aciklama

A kalite Etrafinda 5-6 siradan daha fazla kumulus hiicresi bulunan homojen
yap1 gosteren oositler.

B kalite Etrafinda 2-5 sira kumulus hiicresi bulunan veya az bir kisimda
kumulus bulunmayan oositler.

C kalite Etrafinda kumulus hiicresi bulunmayan oositler.

D kalite Etrafindaki kumulus hiicre y1gin1 dejenere durumda olan oositler.

Bazi arastiricilar ise sitoplazmasi homojen goriiniiste, zona pellusidaya sikica
tutunmus ve kompakt yapida kumulusa sahip oositleri “gelisime uygun”, heterojen
stoplazmali ve ekspanse olmus kumulus hicrelerine sahip oositleri de “gelisime
uygun olmayan oositler” olarak nitelendirmektedirler (Younis ve ark., 1989).
Kumulus oosit kompleksi goriinimlerine gore yapilan siniflandirma da sekilde
(Sekil 1.2) goriilmektedir.

A kalite B kalite C kalite

Sekil 1.2. Kalite siniflandirmasina gére COC goriiniimleri (Akyol, 2006).

Oositlerin  smiflandirmasim1  farkli bir yontem daha kullanilmistir. Bu
smiflandirmada ise oositlerin fertilizasyon sonrast 3. ve 5. glnlerdeki kalite
durumlar1 incelenmekte, boliinme hizi ve morula-blastosiste ulagma durumuna gore

oositler A, B veya C kalite diye adlandirilmaktadir (Carvalhais ve ark., 2009).
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1.3.2.1. Follikiil Biiyiikliigii ve Oosit Kalitesi

In vitro sigir embriyosu ¢alismalarinda (IVM/IVF/IVC) kullanilacak olan oositlerin
biiyilk ¢ogunlugu 2-6 mm. capindaki follikiillerden aspirasyon yontemiyle elde
edilmektedir. Sigirlarda vezikiiler follikiillerin biiyilikliigline bakilarak oositlerin
boliinmenin hangi asamasinda olduklar1 belirlenebilmektedir (Tan ve Lu, 1990).
Eger oositler 1-2 mm ¢apinda veya daha kiiclik follikiillerden aspire edilecek
olurlarsa, maturasyon ve fertilizasyon oranlar1 daha biiyiik follikiillerden elde
edilenlere kiyasla oldukc¢a diisiik kalmaktadir (Fuhrer ve ark., 1989). Biiyiikligi 6
mm den fazla olan follikillerden toplanan oositlerin in vitro kiltirinden 2-6 mm
captaki oositlerin in vitro kiiltiire kiyasla daha kaliteli embriyo elde edildigi
bildirilmistir (Gordon, 1994).

Kanada’da yapilan bir c¢alismada, sigir oositlerinin in vitro gelisim
kabiliyetleri arastirilmis ve follikiil biiyiikliiglinlin oositlerin morfolojisi veya atretik
olup olmamasindan daha etkili oldugu sonucuna varilmigtir (Blondin, 1993).
Yapilan bir klonlama ¢alismasinda, ¢aplar1 1-5 mm ve 6-8 mm olan follikllerden
elde edilmis oositler kullanilmis ve bunlardan sirasiyla %21, %42 oraninda

morula/blastosiste ulagsma orani tespit edilmistir (Barnes ve ark. 1993).

1.3.3. in Vitro Maturasyon

Sigir oositlerinin maturasyon siireci, niikleer ve sitoplazmik maturasyon olmak
tizere iki farkli evreden gecerek fertilizasyona hazir hale gelmektedir. Sigir
oositlerinin niikleer maturasyonu, oosit ¢ekirdeginin germinal vezikiil asamasindan
metafaz II agamasina ge¢mesi olayidir (Mayes, 2002). Oositin ilk mayoz bdliinmesi
germinal vezikiilin yikimlanmasi, kromozom kondenzasyonu ve ilk polar cismin
atilmasinin ardindan metafaz I agsamasina gec¢ilmesini kapsamaktadir. Bu asamalar
sonunda kromozom sayisi rediiksiyon boliinmesiyle birlikte haploit (n=30) duruma
gelir (Akyol, 2006).

Sitoplazmik maturasyon ise oositin germinal vezikiil asgamasindan metafaz I1
asamasina ulagmasi sirasinda olgun bir oosit oluncaya kadar gecirmis oldugu

ultrastriiktiirel degisimleri ifade eder. Bu degisimler oositin fertilizasyonu,
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boliinmenin baslamasi ve blastosist safthasina ulasmasinda indirekt olarak etkilidir.
Maturasyonu destekleyici faktor (MPF), mayoz Kilitlenmesi, follikiler apoptozis,
inhibitorler, follikiiler sivi, oositin in vitro maturasyonunu etkileyen diger faktorler
arasindadir (Akyol, 2006). Fertilizasyonun ardindan ikinci mayoz boliinme
gergeklesir ve metafaz I1 tamamlanir (Gordon, 1994).

Sigir oositlerinin in vitro maturasyonu sirasinda kullanilan maturasyon
medyumunun igerigi ve kullanilan maturasyon yontemi, in vitro fertilizasyon ve
embriyo gelisimini etkilemektedir (Brackett ve ark., 1989; Angelika ve ark., 1997).
Si1gir oositlerinin in vitro maturasyonunda kullanilan kiiltir medyumlari, basit ve
kompleks olarak iki smifa ayrilmaktadir. Basit kiiltiir sistemleri genellikle
bikarbonat tamponlu fizyolojik tuzlara ilave piruvat, laktat ve glukoz katilmasiyla
hazirlanan medyumlardir. Basit medyumlar genellikle antibiyotik, serum veya
albiiminle desteklenirler. Kompleks medyumlarda ise temel unsurlarin yaninda
amino asitler, vitaminler ve diger baz1 maddeler bulunmaktadir (Gordon, 1994).

Sigir oositlerinin in vitro maturasyonunda kullanilan ¢ok sayida ticari
maturasyon medyumu bulunmaktadir. Sigir oositlerinin in vitro maturasyonu igin en
yaygin bigimde kullanilan maturasyon medyumu, doku kiiltir medyumu (TCM
199)’dur (Suzuki ve ark., 1996). Icerisinde laktat, piruvat, amino asitler, vitaminler,
HEPES (N-2-hidroksietil-piperazin-N’-2-etanosilfonik asit) ve sodyum bikarbonat
bulunmaktadir (Gordon, 1994). Ham’s F10, Menezo-B2 maturasyon medyumlar1 da
kompleks yapi kiiltiir medyumlaridir (Xu ve ark., 1987; Brackett ve ark., 1989).

1.3.3.1. in Vitro Maturasyona Etki Eden Faktorler

Sigir oositlerinin in vitro maturasyonuna etki eden birgok faktor vardir. Bu faktorler;
a) Oosit vericisinin fizyolojik durumu.
b) Ostrus siklusu ve follikiiler dalgalanma.
c) Follikiil biytkligii.
d) Kumulus oosit kompleksi.
e) Oosit kalitesi.
f) Maturasyon siresi.

g) Sicaklik, nem ve ¢evresel gaz bilesenleri.
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h) Maturasyon ortamlarinin ozmotik degeri.
1) Maturasyon ortamina katilan maddeler, olarak siralanabilir.

Maturasyon ve kiiltiir medyumlarina serum, hormon, biiylime faktorleri ve
0zel kimyasal maddelerin ilavesi, oositlerin maturasyon kabiliyetini artirmaktadir.
Kiiltiir ortamlar1 igerisine serum ve/veya sigir serum albiimini (BSA) katilmasi
oositlerin mature olmalarinda yardimci olmaktadir ( Ocana ve ark., 1999; Gomez ve
Diez, 2000). /n vitro Kkiiltir medyumlarma protein kaynagi olarak fotal buzag:
serumu (FCS), 6strus doneminde bulunan veya siiperovule edilen sigirlardan elde
edilen serum ilavesi de yapilabilmektedir (Zuelka ve Brackett, 1990; Gordon, 1994).

In vitro maturasyon medyumu (TCM 199) icerisine katilan etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA)nin oositlerin maturasyonu ve embriyo gelisimini
destekledigi yoniinde bildirimler bulunmaktadir (Gardner ve Lane, 1996). Yapilan
aragtirmalarda bazi hormon ve biiyime faktorlerinin in vitro maturasyon
medyumuna ilavesinin  oosit maturasyonunu olumlu yonde etkiledigi
bildirilmektedir (Lu ve ark., 1987; Bastan ve ark., 2010). Maturasyon amaciyla
kullanilan kiiltlir soliisyonlarina luteinlestirici hormon (LH) ilavesinin oosit
kalitesinin artmasinda ve embriyo gelisiminde 6nemli etkileri olmaktadir (Brackett
ve ark., 1989; Zuelka ve Brackett, 1990; Zuelka ve Brackett, 1993). Maturasyon
medyumuna follikiil uyarici hormon (FSH) katilmasinin da oositlerin maturasyonu,
fertilizasyonu ve embriyo gelisiminde olumlu etkileri oldugu bildirilmektedir

(Eyestone ve Boer, 1993).

1.3.3.2. In Vitro Maturasyonda Sicaklik, Nem, Cevresel Gaz Bilesenleri ve

Zaman

In vitro embriyo iiretimi alaninda yapilan arastirmalar, bikarbonat/CO, tamponlu
cevre ortami olusturuldugunda en iyi sonuglarin alindigini gostermektedir
(Staigmiller ve ark., 1984). Yiksek oksijen konsantrasyonu, oosit maturasyonunu
bloke etmektedir. Oositlerin iyi bir sekilde mature edilebilmeleri ve yiiksek
konsantrasyona sahip oksijenin etkisini azaltmak icin ortamda %5 CO,, %5 O, ve
%90 N bilesimi kullanilmaktadir (William, 1990; Bavister, 1993). In vitro Kultir
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ortamlarinda %20 oksijen orani yiiksek kabul edilmekte ve %5 ile %10 arasindaki
oksijen miktarinin en uygun maturasyon ortamimi sagladig belirtilmektedir
(Pinyopummitr ve Bavister, 1995; Takahashi ve ark., 1996).

In vitro embriyo iiretim sistemlerinde en uygun 1sinin saglanmasi oositlerin
maturasyonu, fertilizasyonu ve embriyo gelisimi agisindan 6nemli olan bir diger
olgudur. /n vitro maturasyon amaciyla &nceleri 37°C civarinda bir 1s1
kullanilmaktaydi. Diisiik sicaklik seviyelerinde mayoz ig iplik¢iklerinin olusumu
durmaktadir. Daha sonra 39°C’ye yakin sicakliklarda gerceklestirilen maturasyon
islemlerinde ig iplikciklerinin yapisinin korundugu ve maturasyon oraninin bu
sicaklik seviyesinde optimum oldugu belirlenmistir. Inkiibatér ortaminda,
maturasyon medyumunun buharlasmamasi ve pH degerinin deg§ismemesi amaciyla
nemin %95’1n lizerinde olmas1 gerekmektedir (Nagai, 2001).

Maturasyon sirasinda oosit icerisinde, bir takim niikleer olaylar meydana
gelmektedir. Oositlerin primer oosit formundan sekonder oosit formuna ge¢cmesi
icin yaklagik olarak 18-24 saatlik bir zaman dilimine ihtiya¢ duyulmaktadir (Sirard
ve ark., 1989; Birler ve ark., 1998). In vitro maturasyona alinan immature sigir
oositlerinde; 0-6,6 saatleri arasinda germinal vezikiil olusumu, 6,6-8,0 saatleri
arasinda germinal vezikiiliin kirilmasi, 8,0-10,3 saatleri sirasinda kromozom
dekonzasyonu, 10,3-15,4 saatleri arasinda birinci metafaz, 15,4-16,6 saatleri
arasinda birinci anafaz, 16,6-18,0 saatleri arasinda birinci telofaz ve 18,0-24,0
saatleri arasinda ikinci metafaz agamalar gerceklesmektedir (Sirard ve ark., 1989).

Germinal vezikiiliin kirilmasi ve birinci polar cisimcigin atilmasi, kumulus
hiicrelerinin  genislemesi ile yakindan iligkilidir. Sigir oositlerinin in vitro
maturasyonunda maturasyon suresi olarak, 18-24 saatlik periyotlarin en uygun

zaman dilimi oldugu belirtilmektedir (Suzuki ve ark., 1996; Birler ve ark., 1998).

1.3.4. In Vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon, oosit ile spermatozoonun cekirdeklerinin kaynagmasiyla olusan ve
oositten embriyoya gegisin sinyallerini tasiyan kompleks olaylar zinciridir (Gordon,
2003). Bu prosediiriin basarili bir sekilde sonuglanmasi igin erkek ve disiye ait

gametlerin optimum kondilisyona sahip olmalar1 gerekmektedir. Fertilizasyon;
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kapasitasyona ulasmamis spermatozoonlarin laboratuvar sartlarinda kapasite
edilmesi ve disi gamet hiicresi olan oositlerin, kapasite edilmis bu
spermatozoonlarla fertilize edilmesi olarak ta tammlanmaktadir (Ozdas, 2001).

Spermatozoonun disi iireme kanalina birakilmasinin ardindan, ovidukta
kadar olan yolculugu boyunca, 6nemli maturasyonal degisimlere ugrayarak kapasite
olur ve ovumu dolleme yetenegi kazanir. Biitiin memeli tiirlerinde, spermatozoon
disi genital kanalina birakildig1 anda fertilizasyon yapabilme yeteneginde degildir.
Bundan dolay1 fertilizasyona hazirlik siirecinin gegirilmesi gerekmektedir (Akyol,
2005a). Bu siireg, maturasyonun baslangigtaki membransel degisimleri
(kapasitasyonu) ve ardindan akrozom reaksiyonunu kapsar. Kapasitasyon,
spermatozoonlarin dis membraninda morfolojik olarak gdzlemlenebilen, akrozom
reaksiyonunun olusmasina imkan saglayan biyokimyasal degisiklikleri igerir.
Kapasitasyon igleminde uterus, ovidukt ve ovulasyon esnasinda follikiiler siv1 gorev
almaktadir (Moor, 1996). Kapasitasyon prosediirii basarili bir in vitro
fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in en dnemli etkendir. Gegmis yillarda bu sorunun
asilmasi i¢in spermatozoon kapasitasyonu iizerine bir¢ok fertilizasyon caligmasi
yapilmistir (Gordon, 2003).

Boga spermatozoonlar1 ilk olarak tavsan uterusu ve sigir oviduktu
kullanilarak  kapasite  edilmisglerdir ~ (Iritani ve Niwa, 1977). Yuksek
konsantrasyondaki soliisyonlarda kapasite edilen boga spermatozoonlarmin ovule
olmus oositlerle fertilizasyonu gergeklestirilmis ve ilk buzagi elde edilmistir
(Brackett ve ark., 1982).

Kapasitasyona etki eden en 6nemli faktorlerin baginda genital organdaki O
yogunlugu gelmektedir. Memelilerin genital kanalinda bulunan sivilardaki O;
miktart ovulasyon zamani disinda oldukg¢a diisiiktiir. Ovulasyon sirasinda bu
miktarin artmasi ile olusan serbest oksijen radikalleri spermanin kapasitasyonu ve
canlilig1 acisindan biiyiik 6neme sahiptir (Akyol, 2005b). Fertilizasyon islemi Sekil

1.3’de sematize edilmistir.
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KUMULUS HUCRELERI KAPASITASYON

Mayoz ig iplikgikleri

Perivitellin
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ZONA PELLUSIDA

Sekil 1.3. Fertilizasyonun sematik goriiniimii (Akyol, 2005b).

1.3.4.1. Sperma Hazirlama Yontemleri

Spermanin hazirlama yontemi, basarili bir in vitro fertilizasyonun gergeklesmesi
acisindan son derece Onemlidir. Eger sperma taze elde edilmis ise etrafindaki
seminal plazmadan kurtulmasi i¢in yikanmasi gerekmektedir. Dondurulmus sperma
kullanilacaksa, etrafinda bulunan kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi igin
yikanmalidir. Spermanin yikanmasi islemi 1800 rpm devirde, 5-10 dakika sureyle 2-
3 kez gergeklestirilir. Her yikama isleminden sonra, siipernatantin (seminal plazma
veya kriyoprotektanlar) uzaklastirilmasi gerekmektedir. Yapilan islemlerden sonra
elde edilen boga spermasi, preinkiibasyon medyumu igerisine almir (Lu ve ark.,
1987). Spermatozoonlarin uygun motilitede elde edilmesi amaciyla sperma
hazirlama yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari; swim-up,
percoll density gradient, sephadex ve BO medyumu ile direkt yikama yontemleridir.
Bu yontemlerin yani sira, hyaluronik asit ve spermatozoonlarin filtrasyonu esasina
dayali metotlarda vardir (Sagirkaya ve ark., 2004, Akyol, 2005b). Swim-up
yonteminde esas amag, hareketli sperm hicrelerinin hareketsiz olanlardan

ayrilmasini saglamaktir. Perkol separasyon yonteminde ise temel amag, canli sperm
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hiicrelerinin, 6lii olanlardan ayrilmasidir. Olii sperm hiicrelerinin agirliklarinin canli
olanlardan az olmasi nedeniyle, yogunluklar1 farkli olusturulmus iki tabakada
bunlar1 ayrrmak miimkiindiir (Yagmur, 2005). Biitiin tekniklerde ana amag¢ motil

spermatozoon oranini artirmaktir.

1.3.4.2. Fertilizasyon Medyumlari

Fertilizasyon amaciyla kullanilan medyumun, oosit ve spermatozoonlarin
penetrasyonunu saglayacak bi¢imde bir bilesime sahip olmasi gerekmektedir. In
vitro fertilizasyon amaciyla, hem taze hem de dondurulmus sperma kullanilabilir.
Fakat en fazla kullamlan dondurulmus spermadir. /n vitro fertilizasyon amaciyla
taze sperma kullanilacaksa uzun bir kapasitasyon siiresi gereklidir (Akyol, 2005b).

Taze boga spermasi kullanildig1 durumlarda, Brackett ve Oliphant medyumu
gibi HIS medyumu kapasitasyon amaciyla kullanilmaktadir. HIS medyumu donmus
boga spermasinin kapasitasyonu amaciyla da kullanilabilmektedir (Brackett ve ark.,
1982). Baz1 arastiricilar boga spermasinin in vitro kapasitasyonu amaciyla TALP
(Tyrode’s albiimin laktat piruvat) medyumunu kullanmaktadirlar (Jaakma ve ark.,
1997). Boga spermalarinin in vitro fertilizasyonu amaciyla ¢esitli medyum katkilar
kullanilmaktadir. Bunlar; heparin, kafein, epinefrin, penisilamin, taurin, hipotaurin,
BSA, lipozomlar gibi bircok kimyasal maddeden ibaret olup, kapasitasyona yardim
amactyla kullanilmaktadir (Akyol, 2005a).

1.3.4.3. Fertilizasyon Siiresi, Isis1 ve Spermatozoon Sayisi

In vivo sartlarda disi genital kanalindaki sekretorik ve kimyasal aktiviteler
spermatozoonlarin kapasitasyon ve fertilizasyon yeteneklerini belirleyen en 6nemli
unsurlardir. [n vitro kapasitasyon ve fertilizasyonun basarisna medyumun heparin
yogunlugu ve spermatozoonlarin heparine maruz kalma siiresi etki eder (Akyol,
2005b). Yaklasik olarak 4 saatlik bir siire kapasitasyon icin yeterli olmaktadir. Bazi
aragtiricilar ise 15-20 saate kadar bir stre onermektedirler (Gordon, 1994). Bazi
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arastiricilar 25°C derecede ve 4-8 saatlik inkiibasyonla en iyi fertilizasyon sartlarinim

saglandigin1 bildirmektedir (Chen ve ark., 1992). Si8ir oositinin

in vitro

fertilizasyonunda oosit basina 10000-20000 spermatozoon gerekmektedir (Brackett
ve ark., 1982, Lambert ve ark., 1986).

1.3.4.4. in Vitro Fertilizasyon Olgiitleri

In

vitro  fertilizasyonun  baglaylp  baglamadigi  mikroskop

belirlenebilmektedir (Shioya, 1999). Bu kriterler;

a) Ooplazma igerisinde spermatozoon kuyrugunun gorilmesi.

b) Spermatozoon basinin ooplazma igerisinde goriilmesi.

C) Erkek ve disi proniikleuslarin ooplazma icerisinde varligi.

d) Birinci ve ikinci polar cisimlerin saptanmasi.

e) Zona pellusida veya perivitellin boslukta spermatozoon varligi.
f) Ikinci mayoz béliinmenin telafaz asamasinin tespiti.

1.3.5. In Vitro Kiiltiir

bakisiyla

In vitro kiltiir; oositlerin in vitro maturasyonu ve fertilizasyonunun ardindan olusan

embriyolarin morula-blastosist asamasina kadar kiiltiire edilmeleridir (Sekil 1.4),

(Gordon, 2003). Sigir embriyolarmin in vitro kiiltiire edilmesi igin kiiltiir ortaminin,

oviduktun sahip oldugu cevresel faktorlere sahip olmasi gerekmektedir. Embriyolar

erken blastosist agamasina kadar oviduktta gelisimlerini siirdiiriirler ve uterusa

dogru bir yolculuga devam ederler (Gordon, 1994).

Ideal bir embriyo gelisimi igin in vitro kiiltiir ortaminin; igerdikleri gaz

bilesenleri, kullanilan medyumlarin kimyasal yapisi, ortamin pH’s1, enerji ve protein

miktarlar1 bakimindan in vivo sartlara benzerlik gostermesi gerekmektedir.
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Zona pellusida

Zona pellusida

_____
1

2 hiicre 4 hicre Morula

Perivitellin
bogluk

Blastosist

Genislemis
Blastosist

Zonadan ¢ikmig
blastosist

Sekil 1.4. Embriyo bolimleri (Kanagawa, 1995).

Ciftlik hayvanlarinda in vitro embriyo iiretimi hayvancilik ve biyomedikal
arastirmalar i¢cin ¢ok Onemlidir. Kiltlir sistemleri ve medyum dizayninda,
embriyolarin ihtiya¢ duydugu maddeleri tam olarak bilememekteyiz (Feugang ve
ark., 2009). Embriyolarin in vitro ortamlarda blastosist asamasina kadar gelmesinde
ve kalitesinde, oositlerin orijini ve fertilizasyon sonrasi kiiltiir ortaminin igerigi ¢ok
onemlidir (Feugang ve ark., 2009; Blanco ve ark., 2011). In vitro sigir
embriyolarinda blastosiste ulasma orani yaklasik olarak % 40 civarindadir (Blanco
ve ark., 2011).

In vitro kiiltiir soliisyonlar1, icerisinde protein varlig1 ve yokluguna gore iic
katagoride smiflandirilabilir. Birincisi, icerigi net olarak bilinmeyen FCS ilavesi
yapilan medyumlar, ikincisi yar1 tanmimhi olarak nitelendirilen BSA ilaveli kiiltiir
medyumlar1 ve tiglinciisii ise igerigi tamamen tanimlanmis ve sentetik olarak tiretilen
medyumlardir. /n vitro kiiltiir sistemlerinin igeriginin tanimlanmasi yapilacak olan

maddelerin etkinliginin arastirilmasini kolaylastiracaktir (Tetzner ve ark., 2011).
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1.3.5.1. Embriyo Kultur Sistemleri

Sigir embriyolarinin in vitro kiiltliri amaciyla kullanilan ti¢ farkli kiltiir sistemi
vardir. Birincisi, in vivo kiltir ortamlaridir. Tkincisi, in vitro kiiltiir ortamlaridir.

Diger kiiltiir sistemi ise ko-kultur iceren kiltur sistemleridir (Gordon, 2003).

1.3.5.1.1. in Vivo Kiiltiir Sistemleri

Sigir oviduktlar: boga spermalarinin tasinmasi, kapasitasyonu ve sekonder yapidaki
oositlerin fertilizasyonu i¢in ideal bir ortamdir. Ancak tavsan oviduktlart in vitro
sigir embriyolarinin kiiltiirinde en sik ve yaygin kullanilan bir ortam olmustur
(Lambert ve ark., 1986). Her ovidukta bes ila yirmi arasinda embriyo
birakilmaktadir. Bu yontemde fallop tiipleri baglanmakta ve birakilan embriyolarin

geri kazanilma oraninin %70 oldugu bildirilmektedir (Boland, 1984).

Sekil 1.5. Sigir embriyolarinin koyun oviduktunda in vivo kulttri (Gordon, 2003).

In vivo kiiltiir sirasinda embriyolarin rahim icerisine gegcmelerini engellemek
icin uterusla tuba uterina arast baglanir. Koyun oviduktlarida sadece koyun
embriyolar1 i¢in degil, diger tiirlerin embriyolar1 i¢inde iyi bir kiiltiir ortami
olusturmaktadir. Koyun oviduktu sigir embriyolarinin blastosist agsamasina kadar

kiiltlir ortam1 olarak rahatlikla kullanilabilmektedir (Lu ve ark., 1988). Koyun
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oviduktlar1 gerek yapisinin biiyilk olmasindan gerekse koyunlarin Ostrus
sikluslarinin  kolay bir sekilde kontrol edilebildiginden (Sekil 1.5), tavsan
oviduktlarina gore daha fazla tercih edilirler (Westhusin ve ark., 1989). Bazi
arastiricilar sigir oviduktlarinin sigir embriyolarinin in vivo kultlrd igin en uygun
ortam oldugunu soylemektedirler (Xu ve ark., 1987). Fare, ke¢i ve sigir embriyolart;
dort giinliik dollenmis tavuk yumurtasinin amniyon kesesinde de gelismelerini

strddrebilmektedirler (Blakewood ve ark., 1993).

1.3.5.1.2. in Vitro Kiiltiir Sistemleri

Bu sistem fertilize olan oosit, kumulus hiicrelerinden uzaklagtirildiktan sonra
somatik hiicre destegi igermeyen basit kiltur sistemleridir. Ticari olarak Gretilen in
vitro kiiltiir sistemlerinin temel amaci, in vivo ortamin sunmus oldugu biitiin
gerekleri yerine getirmek icin en iyi ortamin olusturulmasidir. ilk sentetik kiiltiir
medyumu koyun oviduktlarinin biyokimyasal analizleri sonucu elde edilen ve
iretilen sentetik ovidukt sivisidir (SOF). En fazla kullanilan in vitro Kkaltar
medyumlar1 arasinda TCM 199, CRlaa, 11 amino asitli hamster embriyo kiiltiir
medyumu (HECM-6), optimize edilmis modifiye medyumu (KSOM) ve igerigi
tamimlanmis medyum (CDM)’dir. In vitro embriyo kiiltiir medyumlarinda enerji
kaynagi olarak genelde piruvat, glikoz, laktat, protein kaynag1 olarakta FCS veya
BSA kullanilmaktadir (Gordon, 2003).

1.3.5.1.3. Ko-Kkiiltiir Iceren Kiiltiir Sistemleri

Kiltir medyumlar1 igerisine ¢esitli hiicreler katilmaktadir. Bu amagla en fazla;
ovidukt epitelyum hiicreleri, granuloza hiicreleri, rat karaciger hiicreleri, uterus ve
testis hiicreleri kullanilmaktadir. Menezo veya TCM 199 kiiltir medyumlari
icerisine %10 serum ve/veya %1 BSA eklendikten sonra bu hiicreler petri tabanina
tabaka yapilacak tarzda yerlestirilirler ve %5 CO, iceren ortam ve 38,5°C de inkiibe
edilirler (Goto ve ark., 1992).
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1.3.5.2. in Vitro Kiiltiir Ortamimin Gaz Bilesenleri

Sigir embriyolarinin in vitro kultlrd i¢in kullanilacak olan gaz miktarinin
degisik oranlarda oldugu bazi arastiricilar tarafindan dile getirilmistir (Gordon,
2003). Yapilan arastirmalar sonucunda memeli oviduktunda oksijen miktarinin
%10 nun altinda oldugu gériilmiistiir. /n vitro Kiltir icin oksijen konsantrasyonunun
atmosferik oksijen miktarindan diisiik olmas1 gerekmektedir. Somatik hiicre destegi
olmadigi durumlarda oksijen konsantrasyonunun %5’in altinda olmasi gerektigi
bildirilmektedir (Nagao ve ark., 1994).

Embriyolar, in vitro kaltlrl boyunca karbon kaynagi olarak CO;’ye ihtiyac
duymaktadirlar. Ayrica CO,, alkaliye kayma egiliminde olan kiiltiir ortamlarinin pH’
simin stabilize edilmesinde buylik Oneme sahiptir (Gordon, 1994). Zhang ve
arkadaslar1 (2003) memeli embriyolarinin in vitro Kkaltird icin %5 CO, gazim
kullanmislar ve bagarili sonuglar almiglardir. Bazi arastiricilar ise %5 CO,, %5 O, ve
%90 N gaz karisimini ayni amaca yonelik olarak basariyla kullanmiglardir (Cevik

ve ark., 2009).

1.3.5.3. In Vitro Kiiltiir Ortaminda Is1 ve Isik

In vitro kiiltiir ortamu igin en uygun 1sinm 38-39°C arasinda oldugu belirtilmektedir
(Gordon, 1994). Embriyolar 40,5°C’ lik bir sicaklikta 30-60 dakika arasinda
tutulduklarinda bdliinme ve blastosiste ulasma oranlarinda herhangi bir etkinin
olmadigi, sicakligin 41,5°C’ye c¢ikarilmasi ve bu derecede 30-60 dakika sireyle
muhafaza edilmesi durumunda ise embriyo gelisiminin 6nemli 6l¢lide zarar gordigi
belirtilmektedir (Ju ve ark., 1999). Sekiz, 16 hucreli dort gunlik embriyolara
uygulanan 40°C ve 80 dakikalik bir sicaklik embriyo gelisimini olumsuz etkilemis,
41°C ve 9 saatlik bir sicaklik uygulamasi ise apoptozisi bloke etmistir (Paula-Lopes
ve Hansen, 2002).

Sigir embriyo ve zigotlar1 isiktan ve ultraviyole isiktan olumsuz yonde
etkilenmektedirler (Gordon, 1994). Yapilan bir ¢alismada direkt floresan isigina

maruz kalan embriyolarda gelisme orant %33,8, sar1 filtreyle zararhi etkileri
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azaltilmis floresan lamba altinda ise %41 gelisme orani gosterdigi gozlenmistir

(Bunch ve ark., 1999).

1.3.5.4. in Vitro Kiiltiir Ortaminda pH

In vitro kiiltiir medyumlarmin pH’s1 embriyolarm gelisimi {izerinde oldukga etkili bir
faktordiir (William, 1990). Medyumlarin pH’ sinin kontrolii amaciyla ortama
bikarbonat ilavesi yapilabilir. Ayrica in vitro kiiltiirde medyumlarin pH” sinin Kiltiir
kabini icerisindeki CO,’nin yardimi ile de dengelendigi bildirilmistir (Evecen, 1999).
In vitro kiiltiir ortaminda 7,2 ile 7,6 arasinda bir pH’ nin olmasinin embriyo gelisimi

icin uygun oldugu bildirilmistir (Gordon, 1994).

1.4. Serbest Oksijen Radikalleri, Antioksidanlar ve Lipit Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri (ROS) dis orbitalarinda bir veya daha fazla eslenmemis
elektron iceren molekiiler yapilar olarak tanimlanir (Simsek, 1999). Atomlarda
elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal bolgede ve ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiiller ise tek yani eksik
elektronludur. Eksik elektronlu bu molekiller bulabilecekleri herhangi bir elektron
ile iletisime girerek, bu molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir elektron verirler.
Fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda baska molekiillerle kolayca elektron
aligverisine girip onlarin yapisin1 bozan bu molekiillere serbest oksijen radikalleri
ismi verilmektedir (Durmus ve Unsald1, 2005). Oksidan ajanlara kars1 organizmada
bulunan veya diyetle alinan antioksidanlarin tedavide ve korumada yer aldig1 uzun
yillardir bilinmektedir (Simsek, 1999).

Hicrede, normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda, surekli
sekilde serbest radikaller olusmaktadir. Bazen bu serbest radikal ara urinler,
oksijenle etkileserek serbest oksijen radikalleri olusturmaktadir (Cetica ve ark.,
2001). Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri, "antioksidan savunma sistemleri" veya
kisaca "antioksidanlar" olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Bazi

durumlarda hiicresel savunma mekanizmasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla
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reaktif oksijen tilirleri olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi
vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin meydana
gelmesi “oksidatif stres” olarak tanimlanir (Correa ve ark., 2008).

Serbest oksijen radikalleri, reaktif nitrojen turleri (RNS) ve sulfiir merkezli
radikaller, oksidan sinifina girer. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal degildir. Canli
organizma icin onemli olan yapilari, fiziksel ve kimyasal ozellikleri, hiicresel
kaynaklar1 ve etkileri ile serbest radikaller, atomik yoériingelerinde eslesmemis
elektron bulundurarak, bagimsiz olarak varolabilen molekiillerdir (Antmen, 2005).

Serbest oksijen tarlerinin birgok formu (O,™", H,O,, OH', NO, ONOO")
vardir. Bu oksijen tiirlerinin iireme lizerine hem yararli hem de zararh etkileri
olabilmektedir (Roy ve ark., 2008). Diisiikk konsantrasyondaki serbest oksijen
radikalleri zona pellisidanin sperm baglama yetenegini arttirabilmektedir (de
Lamirande ve ark., 1997). Sigirlarda siiperoksit anyonu (O2 °) ve hidrojen peroksit
(H20,) in vitro sperm kapasitasyonu ve akrozom hareketi i¢in gereklidir. Diger
taraftan ylksek H,O, konsantrasyonu boga spermasinin in vitro motilitesini
azaltmaktadir (O’Flaherty ve ark., 1999). Yiiksek yogunluktaki H,O; fertilizasyon ve
embriyo gelisim kabiliyetini azaltabilmektedir (Velez-Pardo ve ark., 2007). Kultr
ortamina katilan antioksidan maddelerin oositlerin maturasyonunu ve kaliteli
embriyo say1 ve oranlarini arttirdig1 belirtilmektedir (Lott ve ark., 2010).

In vivo embriyo iiretimindeki embriyolarin kalitesinin in vitro Gretilen
embriyolara oranla daha iyi oldugu morfolojik, fizyolojik ve kimyasal olarak
ispatlanmistir (Lonergan ve ark., 2002; Livingston ve ark., 2009). In vitro embriyo
gelisiminin yeterli olmamasinin sebeplerinden biri ve belki de en 6nemlisi serbest
oksijen radikalleridir (Livingston ve ark., 2009). Serbest oksijen radikallerinin
tiretimi hiicrelerin normal fizyolojik olaylar1 sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir (Droge,
2002).

Oksidatif stres, ortamdaki serbest oksijenin yaninda hasarli embriyo
gelisimiyle de direkt iliskilidir. Oksidatif stres sonrasi embriyo ve embriyo
ortamindan kaynaklanan fazla miktardaki serbest oksijen radikalleri, hiicrelerin
icerdigi molekiillerde degisimlere yol agarak, embriyonun gelisimini baski altina
almaktadir (Bucak ve ark., 2009). Salinan serbest oksijen radikalleri, embriyo

metabolizmasinda, gelisiminde ve implantasyonunda O©nemli derecede etki
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gostermektedir. Embriyoda meydana gelen hasarlar, yiiksek oranda salinan serbest
oksijen radikalleri tarafindan olusturulmakta ve bu serbest radikaller, hiicre
membranin1 gecerek hiicresel molekiillerin yapisim1 (lipit, protein, niikleik asit)
degistirerek embriyonun gelisiminin durmasina veya dejenere olmasina neden
olabilmektedir. /n vivo ortamlarda ROS’un meydana getirebilecegi zararl etkilere
kars1 antioksidan sistemler devreye girmektedir (Guerin ve ark., 2001). In vitro
sartlarda ise embriyonun kendi icerdigi antioksidan sistemleri disinda oksidatif strese
kars1 koruyucu bir mekanizmasi olmadigindan oksidatif stresi Onleyici tedbirler
alimmasi gerekmektedir (Bucak ve ark., 2009).

Aerobik metabolizma, serbest radikaller veya reaktif oksijen tirleri olarak
adlandirilan (hidroksil radikalleri, stperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve nitrik
oksit) prooksidant molekiillerin tiretimi ile iligkilidir. Prooksidanlar ve antioksidanlar
arasinda hiicre i¢i hemostasizin devaminin saglanmasi agisindan kompleks bir iliski
s0z konusudur. Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu denge bozuldugu
andan itibaren oksidatif stres olusmaya baslamaktadir. Serbest radikaller, lireme
kanallarina ¢ift yonli olarak etki etmektedirler. Serbest radikaller, oositler, sperma
ve embriyolarin yasadiklari mikro ¢evrede etkilidirler. Bu mikro ¢evre, oosit kalitesi,
sperma oosit birlesmesi, implantasyon ve erken embriyonik gelisim tlizerine oldukca
etkilidir. Oksidatif stres, basarili bir gebeligin olusumunu belirleyen, implantasyon
ve erken embriyonik gelisim Uzerine etki etmektedir. Burada, sitokinler, hormonlar
ve diger stres faktorleri arasinda serbest oksijen radikallerinin olusumunda kompleks
ve karsilikl bir iligki s6z konusudur (Agarwal ve ark., 2006).

Kusurlu embriyolarin gelisiminde oksidatif stresin etkisini g6z onunde
bulundurmak gerekmektedir. Serbest oksijen radikallerinin kaynagi, embriyo
metabolizmasi sonrasi (enzimatik mekanizma) ve/veya ¢evreden kaynaklanmaktadir.
Her bir serbest oksijen radikali gelisim diizeyi, tiirlere ve kiiltiir ortaminin yapisina
gore farklilik gostermektedir Antioksidanlar yalniz baslarina oksidatif stresten
embriyolar1 korumak icin yeterli olmayabilir, ayrica segilen antioksidanlar ve bu
antioksidanlarin dozlar kiiltiir ortamlari igin cok &nemlidir (Oztiirkler ve ark., 2010).

Oksidatif stres in vitro embriyolarin gelisiminde birgok sekilde etkisini

gOstermektedir. Membran lipitlerinin peroksidasyonu, amino asitlerin ve nikleik

26



asitlerin oksidasyonu, apoptozis ve nekrozis in vitro embriyo gelisimini etkileyen en
onemli faktorler arasinda siralanabilir (Ali ve ark., 2003, Kitagawaa ve ark., 2004).

Infertil kadinlar iizerinde yapilan bir arastirmada esansiyel yag asitleri ile
infertilite arasinda bir iligski oldugunu belirtmislerdir. Doymamuis yag asitleri ile baz1
antioksidan maddelerin beraber kullanildiginda oksidatif stresi azaltict yonde etki
ettigini ve omega-3 yag asitleri ile antioksidanlarin infertilite probleminin
¢Oziimiinde birlikte kullanilabilecegini belirtmislerdir (Mehendale ve ark., 2009).

Oksijen konsantrasyonunun sigir embriyolarina olan etkisi net degildir, fakat
reaktif oksijen radikallerinin lipit peroksidasyonuna ve enzimlerin inaktivasyonuna
neden oldugu, bununda hiicrelerin zarar gérmesine sebep oldugu bildirilmektedir
(Fujitani ve ark., 1997). Sigirlarda in vitro embriyo gelisimini olumsuz yonde
etkileyen en oOnemli faktorlerin basinda oksidatif stres gelmektedir. Ortamda
sekillenen serbest oksijen radikalleri hiicrede oksidatif stres meydana getirmektedir.
Bu durum hiicresel fonksiyonlarin azalmasma veya tamamen durmasma neden
olmaktadir. Cogu memeli hiicresi, etkili antioksidan enzimleri (katalaz, superoksit
dismutaz vb.) icermektedir. Fakat bu endojen antioksidan sistemler, embriyolarin
kiiltiir ortam1 inkiibasyonunda yeterli gelmemektedir (Bucak ve ark., 2009).

Embriyolarin dogal gelisim ortami, fertilizasyonu ve blastosist agamasina
ulasmasi oviduktta gerceklesmektedir. /n vivo ortamda, oviduktta bulunan epitelyum
hlcreleri, embriyo igin gerekli olan fiziko-kimyasal mikro g¢evreyi en iyi sekilde
diizenlemektedir. /n vitro ortamlar, ovidukt ortaminin aksine embriyolarin, toksik
metabolitler ve oksidatif strese maruz kalmasini engelleyememektedir (Ali ve ark.,
2003). In vitro Kkiiltiir ortamlarina, ovidukt orijinli embriyotropik faktdrlerin
katilmasi, in vitro embriyo gelisimini in vivo ortamlardaki gibi desteklemekte ve
uyarmaktadir (Mermillod ve ark., 2010).

Yapilan caligmalarda serbest oksijen radikalleri etkilerini, mitokondrinin
fonksiyonunu bozarak, DNA, RNA ve proteinleri zarara ugratarak gosterdigi tespit
edilmistir (Comporti ve ark., 1989). Yine serbest oksijen radikallerinin oosit-sperma
birlesmesini engelledikleri de tespit edilmistir (Aitken ve ark., 1993). Oosit ve
embriyolar1 in vitro kiltir boyunca oksidatif stresten korumak icin antioksidan
ozelligi olan maddelerin kiiltlir ortamlarina katilmasi gerektigi bildirilmektedir

(Johnson ve ark., 1994). In vitro kiiltir maturasyon medyumlarina ilave edilen
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antioksidan maddeler; kiiltiir ortaminda fazla miktarda bulunan serbest oksijen
radikallerinin ve ortaya ¢ikan oksidatif iirlinlerin etkisini gidermek amaciyla

kullanilmig ve basarili sonuglar alinmistir (Gasparrini ve ark., 2006; Bucak ve ark.,

2009; Block ve ark. 2009).

1.5. Yag Asitleri

Yaglar, bir gliserol molekiilii ve li¢ yag asidi molekiiliiniin esterlesmesiyle olusan
organik bilesiklerdir. Bir yag asidi molekiilii, bir ucunda metil grubu (CH3), diger
ucunda da suda ¢6zunebilen karboksil grubu (-COOH) bulunan uzun zincirli organik
asittir. Yapisal formiillerini olusturan karbon zincirleri arasindaki bag durumuna
bagli olarak doymus veya doymamis yag asitleri olarak adlandirilirlar. Yapisinda tek
cift bag bulunduranlar tekli doymamus, iki veya daha fazla ¢ift bag bulunduranlar ise
coklu doymamis yag asitleri olarak adlandirilirlar. Linoleik (C18:2) ve oleik (C18:1)
asit ise doymamis yag asitleridirler (Sirin ve Kuran, 2004).

Hicre kultar sistemleri icin omega-3, omega-6, ve omega-9 ailesine bagh
olan yag asitlerinin kullanilmasi 6nemlidir. Bunlar hiicre kiiltiirii sistemlerinde
heterolog proteinlerin  biyotransformasyonu i¢in  gereklidir. Yag asitleri;
prostaglandinler, prostasiklinler, fosfolipitler, glikolipitler, tromboksanlar ve
vitaminlerin prokiirsoriidiirler. Yag asitleri hiicre membrani gibi hiicrenin 6nemli
unsurlarina katilirlar (McEvoy ve ark., 2000).

Yapilan ¢aligmalarda yag asitlerinin normal oosit maturasyonu, fertilizasyonu
ve embriyo gelisiminde olumlu yonde etki ettigi goriilmiistiir (Khandoker ve Tsujii,
1999; Kim ve ark., 2001). Hayvanlarin beslenmesinde ¢oklu doymamis yag asitleri,
tireme performansini olumlu yonde etkilemektedir (Sirin ve Kuran, 2004; Marei ve
ark., 2009). Siit sigirlarma yiiksek yagl diyetlerin yedirilmesi, yiiksek blastosist
oranlar1 ve 1iyi kalitede gelismis embriyo elde edilmesine yol a¢maktadir. Bu
etkilerin yumurta gelisimi iizerine yag asitlerinin dogrudan etkisinden dolay1
olabilecegi bildirilmektedir (Marei ve ark., 2009).

Yaglar, ovaryum follikiillerinin boyut ve sayisini etkileyebilmektedir.
Sigirlarda yapilan caligmalarda, yag asitlerinin farkli boyutlardaki follikiillerin
sayisint artirdigl goriilmistiir. Follikil biiytikliigiindeki en fazla artig, linoleik asitce

zengin yaglarin kullanilmasi sonucunda goriilmiistiir (Ryan ve ark., 1992). Ayrica
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yag ilavesinden kaynaklanan follikiil sayisindaki artis, dominant follikiiliin
boyutunda da artisa yol agmistir (Homa ve ark., 1992).

Preimplantasyon déneminde embriyonik 6liim oranlarinin biiyiik cogunlugu
gebeligin ilk 8-17. giinleri arasinda olmaktadir. Bu donemdeki embriyonik 6liim
oran1 %40 civarindadir (Thatcher ve ark., 2001). Bu donemde meydana gelebilecek
olan embriyonik kayiplar; embriyonun trophektoderm kisminda bulunan hiicreler
tarafindan salinan interferon tau (IFNs) nun uterustan PGF20 salinimim
baskilamasiyla Onlenmekte ve embriyo yasamina devam edebilmektedir
(Hernandez-Ledezna ve ark., 1993; Robinson ve ark., 2006;). Preimplantasyon
Oncesi embriyonun kalitesi ve uterus hiicreleri ile iletisim kurmasi, gebeligin devam
etmesi agisindan son derece 6nemlidir (Fouladi-Nashta ve ark., 2007).

Gebeligin basarisi, gebeligin anne tarafindan taninmasina baglidir. Embriyo
bunu, interferonu zamaninda tiretip korpus luteumun yikimina engel olarak saglar.
Interferon, uterustan PGF2a’nin sentezini engelleyerek gebeligin devaminda rol
oynamaktadir (Thatcher ve ark., 2001). Interferon, endometriumda oksitosin
reseptorlerinin  olusmasint engellemektedir. Diigiilk 0Ostradiol konsantrasyonlari,
erken embriyonik o6liimleri ve korpus luteumun yikimini geciktirerek erken dogumu
engeller. Diisiik linolenik asit igerigine sahip rasyonlarla beslenen sigirlarda,
progesteron sentezindeki azalmaya paralel olarak embriyonun gelisimi
gecikebilmektedir (Sirin ve Kuran, 2004). Omega-3 ugucu yag asitlerinin koyunlarin
rasyonlarina katilmasi sonrasi oositlerin kalitelerinin arttigt gozlenmistir. Aymn
calismada elde edilen oositlerin, dondurma ¢oziindiirme sonrast yasama
kabiliyetlerinin arttig1 ve omega-3 ucgucu yag asitleriyle beslenmeyen koyunlarin
oositlerine gore biitiinliiglinti korudugu gézlenmistir (Zeron ve ark., 2002).

Sigir ve domuz oositleri yiiksek diizeyde yag asidi igerir. Ornegin mature
olmus bir sigir oositinde ortalama 63 pg yag asidi bulunur. Bunun %25’lik bir
kismin fosfolipitler olusturur (McEvoy ve ark., 2000). Yag asitleri, sigir oositlerinin
maturasyonu ve embriyolarin uterusa implantasyonundan 6nceki gelisimi boyunca
enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2001).

In vitro fertilizasyon yontemiyle iiretilen insan embriyolar1 iizerinde yapilan
bir calismada; 4 hiicre donemini gegen embriyolarda, linoleik ve oleik asit

oranlarinin arttig1 tespit edilmistir (Haggarty ve ark., 2006).
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Rat embriyolarinda yapilan bir ¢aligmada, kiiltiir medyumuna doymamis yag
asitleri (oleik, linoleik ve arahidonik) ilavesinin, embriyo gelisimini olumlu yonde
etkiledigi tespit edilmistir (Khandoker ve Tsujii, 1999). Linoleik ve oleik asit dahil,
yag asitlerinin antioksidan 06zelligi oldugu arastirmalar sonucu tespit edilmistir
(Titov ve ark., 2005; Fagali ve Catala, 2008; Wang ve ark., 2009).

Yapilan bir baska calismada; hiicre kiiltiiriinde meydana gelen oksijenden
kaynaklanan toksisite riski, oleik ve linoleik asitle 6nlenmeye ¢aligilmistir. Oleik asit
kullanimi hiicrelerin gelisimini olumlu yonde etkilerken, linoleik asit kullanimi
hiicrelerin gelisiminde énemli bir fark olugturmamistir (Kinter ve ark., 1996).

Sigir embriyolarinin  dondurma-¢éziindiirme sonras1 kiiltiir ortamlarina
konjuge linoleik asidin tirevi olan trans-10, cis-12 oktadekadienoik asit (t10, c12
CLA) ilavesinin, embriyolarin canlilik oranlarini artirdigi goriilmiistiir (Pereira ve
ark., 2007). Linoleik asidin, dondurma-¢oziindiirme sonrasi serum igeren kiiltiir
medyumlarina ilavesi sonrasi, morula agamasindaki embriyolarin gelisim oranlarinin
arttig1 goriilmiistiir (Hochi ve ark., 1999).

Linoleik asit, hem normal memeli sagligi ve gelisimi ig¢in gerekli hem de
metabolizma igin antioksidan ozellik gostermektedir. Poliansature yag asitlerinin
etkileri hiicreden hiicreye farklilik gostermektedir (Wang ve ark., 2009). Kiiltiire
edilen endotel hiicrelerinde, linoleik asit; stiperoksit ve nitrik oksit Grinlerini ortaya
¢ikarirken, hiicre i¢i kalsiyum miktarini arttirir (Saraswathi ve ark., 2004). Tam
aksine, insiilin salgilayan hiicre hatlarinda ve birincil normal insan fibroblastlarinda,
linoleik asit; oksidatif strese karsi hiicreleri korumaktadir (Beeharry ve ark., 2003;
Beeharry ve ark., 2004).

In vitro embriyo morfolojik ve fizyolojik &zellikleri bakimindan canli
hayvanlardan elde edilen in vivo embriyolardan olduk¢a farklidir (Gaja ve ark.,
2010). Bundan dolay1 arastiricilar in vitro kiiltiir ortamlarin1 zenginlestirmek ve
eksiklerini gidermek amaciyla bu ortamlara; amino asitler (Wirtu ve ark., 2004),
hormonlar (Kreeger ve ark., 2005), karbonhidratlar (Wirtu ve ark., 2004) ve yag

asitleri (Hochi ve ark., 1999) ilave etmislerdir.

Gerekli ortam1 saglayamayan ve kusurlu embriyo olusturan yetersiz kiiltiir, in
vitro embriyo dretiminin basarisin1 azaltmaktadir. Embriyonun zayif yasama

kabiliyeti, diisiik gebelik oranlari ile sonuglanmakta ve in vitro iretilen sigir
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embriyolarinin kullanim alanin1 daraltmaktadir (Enright ve ark., 2000). /n vitro
embriyo Uretiminde, serum veya sentetik polimerleri igeren kiiltiir medyumlar1 ile
ortaya ¢ikan tutarsiz sonuclar, bu maddelere alternatif yeni maddelerin ortama
ilavesinin gerektigini ortaya koymaktadir (Khurano ve Niemann, 2000).

Yapilan referans taramasinda in vitro embriyo boliinme ve gelisimi {izerine
oleik ve linoleik asidin karsilagtirmali etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢caligmaya
ulagilamamis olup ancak bazi arastiricilar, linoleik asit-alblimin’ in (LAA) in vitro
embriyo gelisimi ve bdliinme oranlari iizerine etkisini incelemislerdir (Hochi ve
ark., 1999; Tominaga ve ark., 2000). Tominaga ve ark. (2000) oositlerin spermayla
muamelesinden sonraki 72. saatte gelisen embriyolari, LAA katilan ve katilmayan
CRlaa kiltir medyumunda 4 giin siireyle kiiltiire etmislerdir. Elde edilen
embriyolar dondurulmus ve dondurma sonrasi embriyolar kiiltiir ortamina alinarak
yasama  oranlart  karsilagtinlmigtir. LAA  katilan grubun  dondurulup
¢cOziindiiriildiikten sonra LAA katilmayan kontrol grubuna gore daha iyi gelisme
orani elde edildigi goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalarinda, kiiltlir medyumlarina katilan yag asitlerinin
embriyo iizerine etkinlikleri konusunda yeterli ¢alismanin olmadig1 tespit edilmis,
bu nedenle mevcut ¢alismada, ugucu yag asitlerinden oleik ve linoleik asidin, in
vitro ortamda sigir embriyo gelisimi ve kalitesine etkileri ¢alisilarak bu konudaki
boslugun doldurulmasi amaglanmigtir. Bu ¢aligmada, yag asitlerinden oleik asit ve
linoleik asidin sigir embriyolarinin in vitro gelisimi iizerine etkilerinin incelenmesi
hedeflenmistir. Yapilan bu ¢alisma oleik ve linoleik asidin embriyo bélinme ve
embriyo gelisim iizerine etkilerinin beraberce arastirildigi ilk c¢alisma olmast

bakimindan 6nemlidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismada Kullamilan Kimyasal Madde ve Medyumlar
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. Sodyum klorur (SIGMA S5886)

. Kanamisin siilfat (VETAS, Kanovet)
. KCI (SIGMA P5405)

. KH,PO,4 (SIGMA P5655)

. NazHPO,4 (FLUKO 71505)

. MgCl,6H,0 (SIGMA M2393)

. CaCl, (SIGMA C7902)

. Na Piruvat (SIGMA P4562)

. Glukoz (SIGMA G6152)

. S1g1r serum albumini (SIGMA A7030)

. Penisilin-streptomisin (PAA P11-010)

. TCM-199 (GIBC012340-030)

. Fotal buzagi serumu (SIGMA F9665 )

. CaCl,2H,0 (SIGMA C7902)

. Fenol kirmizis1 (SIGMA P0290)

. NaHCO3 (SIGMA S5761)

. 0.22 um enjektor filtresi (MILLIPORE, Ireland)
. Kafein (SIGMA C4144)

. Heparin (Nevparin 5000 iu/mL, Mustafa Nevzat)
. Hemikalsiyum laktat (SIGMA L2000)

. BME (SIGMA B6766)

. MEM (SIGMA M7145)

. Linoleik asit (SIGMA L9530)

. Oleik asit (SIGMA 01008)
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2.1.1. Ovaryum Tasima Soliisyonu

Mezbahadan alinan ovaryumlarin laboratuvara getirilmesi igin % 0,9’luk NaCl
sollisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 90 g NaCl hassas terazide tartilip, ultra saf suyla
(1000 mL) ¢ozdiiriildii. Mezbahaya gidilecegi zaman soliisyondan 300 mL alinarak
ultra saf suyla 3 litreye tamamland: ve icerisine 125 mg/L kanamisin stlfat ilavesi

yapildi. Hazirlanan soliisyon, 37°C benmariye kaldirild1.

2.1.2. Oosit Toplama ve Yikama Soliisyonu

Elde edilen oositlerin toplanmasi ve yikanmasi amaciyla Dulbecco’nun
modifiye fosfat tampon sollsyonu (D-PBS) (Cizelge 2.1) kullanildi. Mineral tuzlar
ana soliisyona hizla katildiginda olusan bulanikligi 6nlemek i¢in mineral tuzlar, 6nce
baska bir kaba konan ultra saf su igerisinde eritildi. Ardindan mineral tuzlarin

olusturdugu bu soliisyon, dort bes defada ve yavas yavas ana soliisyona ilave edildi.

Cizelge 2.1. D-PBS soliisyonunun hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktari g/L
NaCl 8,00
KCI 0,20
D-PBS
KH,PO, 0,20
Na,HPO, 1,15
MgClI,6H,0* 0,10
CaCl,* 0,10
Na Piruvat 0,036
Glukoz 1,00
BSA 3,00
Penisilin 100,0001U
Streptomisin 0,10

*Mineral Tuzlar.
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2.1.3. In Vitro Maturasyon Soliisyonu

Solusyonlar blyik oranda, Enstiti bunyesinde bulunan Embriyo Transferi
Laboratuvarinda hazirlandi. Oositlerin maturasyonu amaciyla %10 FCS+2ug/mL
FSH katkili TCM-199 medyumu kullanilmistir. TCM-199 medyumunun igerigi
Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. TCM-199 medyumu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktari
TCM-199 45 mL
FCS 5mL
FSH* 5 ul
Penisilin-Streptomisin 50 pl

*2 pg/MI

2.1.4. in Vitro Fertilizasyon Soliisyonu

Oositlerin fertilizasyonu amaciyla Bracket&Oliphant medyumu ve dondurulmus esit
motiliteye sahip boga spermalari ile direkt sperm yikama metodu kullanilmistir.
Biitiin kiiltiir periyotlarinda %5 CO,, %95’in Uzerinde nem iceren 38,5°C’deki
inkiibatorden yararlanilmigtir. Uzun siire muhafaza edilemedigi i¢in BO medyumu
stok A ve stok B soliisyonlar seklinde hazirlandi. Stok A ve stok ve B soliisyonlari
buzdolabnda +4 °C de bir ay boyunca muhafaza edilerek kullamldi. Bu

soliisyonlarin igerigi Cizelge 2.3 ve 2.4 de verilmistir.

Cizelge 2.3. BO stok A soliisyonu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktari Acgiklama

NaCl 4,3092 g

KCI 0,1974 g

CaCl,2H,0 0,2171 g

NaH,P0O,2H,0 0,0840 g Yazil1 miktarlarin 10 kat1 tartilarak 10
MgCl,6H,0 0,0697 g Elll,l’;/neﬂdlt‘amamlamp bundan 1 mL
Fenol Kirmizisi** 100 pL %0,5 solusyon

Ultra saf su ile 500 mL ye tamamlandi.

** 0,005 g tartilip USS ile 1 mL’ye tamamlandi.
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Stok A soliisyonu hazirlanirken 500 mL’lik meziire oncelikle 100 mL ultra
saf su eklendi. NaCl, KCI ve CaCl,2H,0 yavas yavas soliisyona ilave edilerek
karistirildi. Mineral tuzlar olan NaH,PO42H,0 ve MgCl,6H,0 ise normal katilacak
miktarlarinin 10 kat1 tartilarak 15 mL’lik meziire kondu ve ultra saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi. Bu soliisyondan 1 mL alinarak yavas bir sekilde dairesel hareketlerle
calkalanarak ana soliisyona ilave edildi. Kimyasal maddelerin tamami katildiktan

sonra soliisyon, ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandx.

Cizelge 2.4. BO Stok B soliisyonu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktari Agiklama
NaHCO; 2,5873 ¢
Fenol Kirmizisi** 40 L %0,5 solisyon

Kullanilacak kadar1 alinip CO, ile muamele edildi.

Ultra saf su ile 200 mL ye tamamlandi.

** 0,005 g tartilip USS ile 1 mL’ye tamamlandi.

Stok B soliisyonu hazirlanirken 250 mL’lik mezire 6ncelikle 100 mL ultra
saf su kondu. Bunun igerisine NaHCOj3; ve fenol kirmizisi ilave edildi. Kimyasal
maddelerin tamami katildiktan sonra ultra saf su ile 200 mL’ye tamamlandi. Bu
soliisyon kullanimi Oncesi sar1 renge doniisiinceye kadar CO, ile muamele edildi. BO

stok soliisyonlarinin yapilmasinin ardindan BO soliisyonu hazirlandi (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. BO soliisyonu hazirlanmasi

Kimyasal Madde Miktari
STOK-A 76 mL
Na Pirlivat 0,01375¢
Antibiyotik* 100 pL
STOK-B 24 mL

* 100 IU/mL Penisilin + 100 pg/mL streptomisin.
BO soliisyonu hazirlandiktan sonra stoklanmamig ve hazirlandigi giin

kullanmilmistir (Cizelge 2.5). BO soliisyonunun hazirlanmasinin ardindan oosit

yikama soliisyonu (OWS), sperm sulandirma soliisyonu (SDS) ve sperm yikama

35



soliisyonu (SWS) hazirlandi (Cizelge 2.6, 2.7 ve 2.8). Bu soliisyonlar, hazirlandiktan
sonra 0,22 pum ¢apa sahip filtreler yardimiyla filtre edildi.

Cizelge 2.6. OWS (oosit yikama soliisyonu).

Kimyasal Madde Miktart

BO Medyum 40 mL

BSA 0,40 g

Cizelge 2.7. SDS (sperm sulandirma soliisyonu).

Kimyasal Madde Miktart

BO Medyum 10 mL

BSA 0,20 g

Cizelge 2.8. SWS (sperm yikama soliisyonu).

Kimyasal Madde Miktari Aciklama
BO Medyum 50 mL
Kafein 0,1942 g
Heparin* 50 pL 5000 U/mL stoktan

* 5 U/mL SWS olacak sekilde katild.

2.1.5. In Vitro Kiiltiir Soliisyonu

Sperma ile fertilizasyona tabi tutulan oositler, bu surenin sonunda, CR1aa
kiiltiir ortaminda gelismeye birakildilar. CR1aa kiiltiir soliisyonunun yapimi igin
once, stok A ve stok B soliisyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 2.9 ve 2.10). CR1aa stok
A sollsyonu igin 6ncelikle 500 mL’lik mezire 100 mL ultra saf su kondu. Bitln
kimyasal maddeler sirayla tartilarak bu suya ilave edildi ve yavas yavas erimeleri
saglandi. Ardindan soliisyon ultra saf su ile 380 mL’ye tamamlandi. CR1aa stok B
soliisyonu i¢cin 100 mL’lik meziire 25 mL ultra saf su kondu ve tartilan
hemikalsiyum laktat ultra saf su icerisinde eritildi. Daha sonra, solusyon ultra saf su

ile 100 mL’ye tamamlanda.
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Cizelge 2.9. CR1aa stok A soliisyonu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktari Agiklama
NaCl 3,3515¢
KCI 0,1155¢
Na Piruvat 0,0220 g
NaHCO; 1,1005 g

Fenol Kirmizisi*

1mL

%0,5 soliisyon

380 mL’ye tamamlandi

*0,01 g tartilip USS ile 2 mL’ye tamamlandi.

Cizelge 2.10. CR1aa stok B solisyonu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde

Miktari

Hemikalsiyum laktat

0,2998 g

100 mL’ye tamamlandi

Cizelge 2.11. CR1aa solusyonu hazirlanmasi.

Kimyasal Madde Miktar1 (75 mL igin)

Stok A 57 mL

Stok B 15 mL

BME 1,5mL

MEM 0,75 mL

L-Glutamin* 0,75 mL

BSA 0,225¢g

Antibiyotik** 75 uL

FCS (%5)*** 3,75 mL

Filtrasyon

* L-Glutamin 0,01 g tartilip 5 mL. tamamlandu.
** 100 IU/mL Penisilin + 100 pg/mL streptomisin.
*** FCS katilmadan 6nce ayn1 miktar medyum uzaklastirildi.

CRlaa stok soliisyonlarinin yapilmasinin ardindan sperma muamelesinin
yapilacagi giin CRlaa kiiltiir soliisyonu hazirland1 (Cizelge 2.11). CRlaa kiiltiir
soliisyonunun hazirlanmasi sirasinda CRlaa stok A ve stok B soliisyonlar:1 100
mL’lik meziire Cizelge 2.11°de verilen miktarlar1 eklendi. Bu karigimin iizerine 1,5
mL beta merkapto etanol (BME) ve 0,75 mL non essential amino acid (MEM)

ilavesi yapildi. BSA soliisyona ilave edilip yavas yavas eriyerek soliisyona karisimi
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saglandi. Fotal buzagi serumu ilavesi yapilmadan once, ayni miktarda soliisyon
uzaklastirilarak soliisyon igerisine FCS ilavesi yapildi. Fotal buzagi serumu

ilavesinden sonra soliisyon filtre edilerek kiiltiir icin mikro damlalar hazirlandu.

2.2. Ovaryumlarin Toplanmasi

Ankara ili Cubuk ilgesinde bulunan 06zel bir mezbahadan toplanan
ovaryumlar, 25-30°C’deki %0,9’luk serum fizyolojik ortaminda, azami iki saat
icerisinde, laboratuvara ulastirildi. Ovaryumlar, hayvanlarin kesimini takip eden 15-
20 dakikalik stire igerisinde, taze tagima soliisyonu ile yikanarak tagima ortamina

alind1 (Hamano ve ark., 1992).

2.3. Oosit Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Laboratuvara getirilen ovaryumlarin yiizeyinde bulunan 2-8 mm capa sahip
follikiillerin aspirasyon iglemi literatiirde belirtilen sekilde (Kizil ve ark., 2011)
gerceklestirildi. Aspirasyon yontemiyle elde edilen oositler, 90 mm’ lik tabani ¢izgili
petrilere alindi.

Oositlerin se¢imi ve kalite degerlendirmesi literatiire (Brackett ve Zuelka,
1993) gore yapildi. Fosfat tamponlu soliisyon igerisine toplanan oositlerin se¢imi
stereo mikroskop altinda yapildi. Elde edilen oositlerden kalite siniflandirmasina

gore yalniz A ve B kalite sinifina giren oositler maturasyon stirecine alindi.

2.4. Oositlerin in Vitro Maturasyonu

Oositlerin maturasyonu amactyla TCM-199 medyumu kullanildi. Oositlerin in vitro
maturasyon islemi, %5 CO,, %95’in (zerinde nem iceren 38,5°C 1siya sahip
inklbatorde, 20-22 saatte gergeklestirildi. Oositler 20-22 saatlik inkibasyon
periyodunun ardindan, stereo mikroskop altinda incelendi ve kumulus ekspansiyonu

goriilen oositler mature olmus oosit olarak kabul edildiler (Takagi ve ark., 1992).
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2.5. Spermatozoon Hazirlanmasi ve In Vitro Kapasitasyonu

In vitro fertilizasyon isleminde Hayvanciik Merkez Arastirma Enstitiisii Suni
Tohumlama Laboratuvarinda (retilen ve icerisinde 175X10° spermatozoon bulunan,
0,25 mL’lik ticari payetlerde dondurulmus Holstein Fresian irki boga spermalari
kullanildi. [n vitro fertilizasyonda farkliliga meydan vermemek icin, bir bogadan
ayni giin almarak dondurulan, esdeger motiliteye sahip spermalar fertilizasyon
amaciyla tercih edildi. Spermalarin kapasitasyonu isleminde BO medyumu
kullanildi. Kapasitasyon islemleri ve uygun spermatozoon yogunlugunun elde
edilmesinde, Kanagawa ve ark. (1995)’nin oOnerdigi yonteme gore hazirlanan
fertilizasyon vasati kullanildu.

Oosit yikama soliisyonundan 35 mm c¢apindaki petri kutulari igerisine 5
uL’lik dorder adet mikro damlalar hazirlandi. Ardindan mikro damlalarin {izerine, 4
mL mineral yag ilavesi yapilarak fertilizasyon damlaciklar1 hazirlandi. Ayrica, dort
adet petri igerisine oosit yikama soliisyonundan 2,5 mL kondu ve Uzerine 2 mL
mineral yag ilavesi yapildi. Hazirlanan bu damlaciklar inkiibatore kaldirildi.

Oositlere her bir oosit basina 25000 kadar spermatozoon diisecek sekilde
sperma muamelesi yapildi. Oncelikle dondurulmus-¢dzdiiriilmiis spermalarin
etrafindaki kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasinda kullanim amaciyla sperma
yikama soliisyonu (BO soliisyon + 10 mM kafein + 4 U/mL heparin) hazirlandi. Bes
adet sperma payeti 37°C’deki su icerisinde bir dakika bekletilerek c¢ozduruldu.
Cozdurilen spermalar, 15 mL’lik santrifiij tiipleri igerisine bosaltildi. Bu spermalarin
tizerine 6 mL sperm yikama soliisyonu ilave edilerek, 1800 rpm devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra ¢ikarilan tiiplerin igerisinde, sifonlama
yontemi ile siipernatant kismi uzaklastirildi. Santrifiij islemi bir kez daha tekrar
edildi. Siipernatant kismi ikinci kez uzaklastirildiktan sonra tiipe 1,1 mL sperm
yikama soliisyonu ilave edildi. Spermatozoonlarin sayimi amaciyla bir tiip igerisine,
4950 pL %5 NaCl soltsyonu ilave edildi. Bu soliisyonun iizerine, i¢inde spermalari
bulunduran soliisyondan 50 pL ilave edildi. Spermatozoonlarin bulundugu soliisyon
vorteks yardimiyla karistirildi. Spermatozoonlarin yogunlugu, thoma laminda, iki
biiyilk karede sayilarak tespit edildi. Oosit basina 25000 kadar spermatozoon
diisecek sekilde sperma yikama soliisyonuna sperma diliisyon soliisyonundan gerekli

hesaplamalar dogrultusunda ilaveleri yapildi. Hazirlanmis olan bu soliisyonundan
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daha 6nceden oosit yikama soliisyonundan hazirlanmis olan5 pL’lik damlalar
Uzerine, 95 pL ilave edilerek tekrar inkiibatore yerlestirildi. Elde edilen oositler,
oosit yikama vasati igerisinde yikandiktan sonra, her bir damlanin icerisine ortalama
18’er adet oosit birakildi. Hazirlanan numune fertilizasyonun gerg¢eklesmesi i¢in 5-6

saat siireyle inkiibatore kaldirildi.

2.6. In Vitro Kiiltiir

In vitro fertilizasyonun ardindan, oositlerin etrafim1 saran kumulus hiicreleri,
pipetleme islemiyle kisa siirede (10-15 dakika) uzaklastirildi (Kanagawa ve ark.,
1995). Kumulus hiicreleri uzaklastirilan ve fertilize olan oositler 3 gruba ayrildi.
Birinci grup linoleik asidin 10, 100 ve 1000 uM dozlarini ihtiva eden CR1aa kiiltiir
droplarina alind1. Ikinci grup oleik asidin 10, 100 ve 1000 pM dozlarin: ihtiva eden
CRlaa kiiltiir droplarma alindi. Son grup ise kontrol grubu olarak kullanilarak
herhangi bir ilave yapilmadan CR1aa kiiltiir droplarinin igerisine alindi. Her 100 pL.
damla igerisine ortalama 18’er adet fertilizyona tabi tutulmus oositler konuldu.

Bunlar kultire edilerek iki deneme ve bir kontrol grubu olusturuldu.

2.7. Gelisen Embriyolarin Degerlendirilmesi

Embriyolarin ilk gelisme kontrolleri inkiibasyonun 48. saatinde, boliinmelerinin
kontrolii amactyla yapildi. Embriyolarin bdliiniip boliinmedikleri, boliinmiis ise kag
hiicreli olduklart stereo mikroskop altinda incelendi. Boliinme kontrolii sirasinda
embriyolarin pozisyonlart degistirilerek, boliinmiis biitiin embriyolarin gézlenmesi
saglandi. Kiiltiiriin yedinci giinlinde, morula-blastosiste ulagma oranlar1 bakimindan

embriyolarin kontrolleri tekrar yapildi.

2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada her bir grup igin toplam 9 tekrar yapildi. Istatistiksel degerlendirme
acisindan caligmada, her bir grup basina 100’den fazla oosit kullanildi. Elde edilen

sonuglarin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ki-Kare testi uygulandi.

40



3. BULGULAR

Yapilan calismada uygun sartlar altinda mezbahadan getirilen toplam 198 adet
ovaryum kullanildi. Getirilen bu ovaryumlardan toplam 1304 adet oosit elde edildi.
Ovaryum basina ortalama 6,59 adet oosit elde edildi. Bu oositlerin 1124 adedi A+B
kalitede, 92 adedi C kalitede, 88 adet dejenere durumdaydi. Ovaryum basina
ortalama, 5,68 adet A+B kalite, 0,46 adet C kalite, 0,44 adet dejenere oosit elde
edilmis oldu.

Ovaryumlardan elde edilen oositlerin morfolojik degerlendirmeleri yapildi. A
kalitedeki oositler secilirken, en az 4 veya daha fazla sayida kumulus hiicre sirasina,
kumulus hiicrelerinin oositi sikica ¢evrelemelerine ve oositlerin homojen yapida bir
plazmaya sahip olmalarina dikkat edildi (Sekil 3.1). B kaliteye sahip oositlerin ise
birka¢ sira kumulus hiicrelerine sahip olmasi, A kalite oositlere gore daha gevsek bir
yapida olmasi ve ooplazmalarinin koyu graniiller icermesine dikkat edildi (Sekil
3.2). Etrafinda kumulus hiicresi olmayan oositler C kalite olarak degerlendirildi
(Sekil 3.3). Kumulus hiicrelerinin yapilarinin bozuldugu belirlenen oositler, dejenere
olarak kabul edildi (Sekil 3.4). A+B kaliteye sahip olan 1124 adet oosit, embriyo
elde edilme siirecine dahil edildi. Bu oositlerden 443 adedi linoleik grubu, 464 adedi

oleik grubu ve 151 adedi ise kontrol grubu i¢in kullanildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Elde edilen ovaryum ve oositler.

Elde edilen toplam say1 Ovaryum basina 0osit sayis1
Ovaryum sayisi 198
A+B kalite oosit 1124 5,68
C kalite oosit 92 0,46
Dejenere oosit 88 0,44
Genel 1304 6,59
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Sekil 3.1. A kalite oosit (X100)

Sekil 3.2. B kalite oosit (X100)
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Sekil 3.3. C kalite oosit (X100)

Sekil 3.4. Dejenere oosit (X100)
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3.1. In Vitro Maturasyon Bulgular

Maturasyona alman 1124 adet oositten 1058 adedinin mature oldugu tespit edildi
(Sekil 3.5). Boylece maturasyon oran1 %94,13 olarak gergeklesmis oldu. Maturasyon
siirecine alinan oositlerden 44 adedinin dejenere oldugu goézlendi. Dejenerasyon
oran1 %3,91 olarak gergeklesmis oldu. Diger 22 adet oositte ise maturasyon bulgusu
gozlenmedi. Maturasyon bulgusu gozlenmeyen oositlerin oranm1 %1,96 olarak

gerceklesmis oldu (Cizelge 3.2).

B il

Seil 3.5. Mature lmus oositlr (X100)

Cizelge 3.2. Maturasyon ve dejenerasyon sonuglari.

PARAMETRE

Maturasyona alinan oosit sayisi 1124
Mature olan oosit sayisi 1058
Maturasyon orani %94,13
Dejenere olan oosit sayisi 44
Dejenerasyon orant %3,91
Mature olmayan oosit sayist 22
Mature olmayan oosit orani %1,96
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3.2. In Vitro Fertilizasyon Bulgular

Mature olan 1058 adet oosit fertilizasyon siirecine alind1 (Sekil 3.7). Yaklasik olarak
5-6 saatlik bir fertilizasyon periyodunun ardindan bazi oositlerde 2. polar cismin
varhig tespit edildi (Sekil 3.6). Embriyolarin fertilizasyon Kkiiltiirtine alinisindan
itibaren 48. saatten sonra yapilan mikroskobik incelemelerde, iki ya da daha ¢ok
sayida boliinme gosteren 641 adet oositin fertilize olduklar1 kabul edildi (Sekil 3.8 ve
Sekil 3.9).

Sekil 3.6. Cift polar cismi atilmig fertilize oosit (X200)

Spermatozoonlar

Sekil 3.7. In vitro fertilizasyon an1 (zona pellusida penetrasyonu) (X200)
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Sekil 3.8. iki hiicreli embriyo (X100) Sekil 3.9. Dort hiicreli embriyo (X100)

3.3. Kirk Sekizinci Saatte Boliinme Bulgular:

Linoleik asit calisma grubunda, inkiibasyonun 48. saat kontroliinde, fertilizasyon
asamast sonrasinda kiiltiire alinan 443 adet oositten 253 (%57,11) adet oositin
boliinmiis oldugu tespit edildi (Cizelge 3.3). Oleik asit calisma grubunda ise kiiltiire
alinan 464 adet oositten 307 (%66,16) adedinin bdliinmiis oldugu goriildii. Kontrol
grubunda ise kiiltiire alman 151 adet oositten 81 (%53,64) adedinin boliindigi
belirlendi (Sekil 3.10).

Cizelge 3.3. Deneme gruplarinda bulunan 48. saat boliinme sonuglari.

OZELLIK
Kiltir medyumuna katilan Linoleik Oleik Kontrol GENEL
deneme gruplar
Tekrar sayisi 9 9 9 9
Kultre 443 464 151 1058
alinan oosit (n)
Boltnen oosit (n) 253 307 81 641
Baéliinme orani (%) 57,11° 66,16 53,64° 60,57

a,b, Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiksel olarak farklidir
p<0,01.
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Sekil 3.10. Linoleik, oleik ve kontrol gruplarinda deneme tekrarlarina goére 48. saat
genel boliinme bulgulari.

Inkiibasyonun 48. saat kontrollerinde linoleik asidin 10, 100 ve 1000
mikromolliik dozlarinin kullanildigir Grup 1°de sirastyla %62,59, %50,00 ve %58,55
oranlarinda béliinme bulgular1 elde edilmis olup grup i¢i karsilastirmada, boliinme

oranlar1 agisindan istatiktiksel onemle bir fark olmadigi (p ~0,05) tespit
(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Linoleik ve oleik katkili deneme gruplarinda bulunan 48. saat boliinme

sonugclari.

OZELLIK
Kltir medyumuna Tekrar Kiltare Bollnen
katilan deneme savisi alman oosit oosit Boliinme orant (%)
gruplar1 miktar1 pM Y sayis1 (n) sayist (n)
Linoleik 10 9 147 92 62,59(92/147)®
Linoleik 100 9 144 72 50,00(72/144)°
Linoleik 1000 9 152 89 58,55(89/152)"
Oleik 10 9 151 94 62,25(94/151)®
Oleik 100 9 154 99 64,29(99/154)*
Oleik 1000 9 159 114 71,70(114/159)°
Kontrol 9 151 81 53,64(81/151)™

a,b,c, Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiksel olarak farklidir
p<0,01.

Yine ayni donem kontrollerinde ise oleik asidin 10, 100 ve 1000

mikromolliik dozlarinin kullanildigr Grup 2’de sirastyla %62,25, %64,29 ve %71,70
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oranlarinda béliinme bulgular1 elde edilmis olup, grup i¢i karsilastirmada boliinme
oranlar1 acisindan O6nemli bir fark olmadigi (p

(Sekil 3.11).

100

- —e—Linoleik 10
§ —=—Linoleik 100
8 Linoleik 1000
° Oleik 10

£ —%—Oleik 100

2 —e—Oleik 1000

= —+—Kaontrol

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Deneme Tekrari

Sekil 3.11. Linoleik, oleik ve kontrol gruplarinda deneme tekrarlarina gore 48. saat
boliinme bulgulari.

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada; CR1aa kiiltiir medyumuna katilan
oleik asit (1000 uM) grubunun kontrol grubuna kiyasla bdliinmiis embriyo oraninda
artiglara yol agtig1 tespit edildi (p<0,01). CR1aa kiiltiir medyumuna katilan oleik asit
(1000 pM) grubunda diger deneme gruplarina gore en yiiksek bdliinme orant
goriildii. CR1aa kiiltiir medyumuna katilan linoleik asit (100 pM) grubunun da diger

deneme gruplarina gore en diisiik boliinme orani sagladig tespit edildi.

3.4. Morula-Blastosist Olma Bulgular:

Fertilize oositlerin embriyo kiiltiir siirecine alinmalarini takip eden 168. saatte
yapilan mikroskobik incelemelerinde, morula-blastosist asamasina gelen embriyolar

ve gelisme oranlari kayit altina alind1 (Sekil 3.12 ve 3.13).
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Sekil 3.12. Morula asamasi (X100) Sekil 3.13. Blastosist agsamasi (X100)

Linoleik caligma grubunda kiiltiire alinan 443 adet embriyodan 83 adet
morula-blastosist elde edildi. Morula-blastosiste ulagsma oran1 %18,74 olarak tespit
edildi. Oleik caligma grubunda kiiltiire alinan 464 adet embriyodan 137 adedinin
morula-blastosist agamasina ulagsmis oldugu ve morula-blastosist oraninin %29,53
olarak gerceklestigi goriildii. Kontrol grubunda kiiltiire alinan 151 adet embriyodan
20 adedi morula-blastosist asamasina ulasti ve morula-blastosist oran1 %13,25 olarak
gerceklesti (Cizelge 3.5). Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada; CRlaa kiiltiir
medyumuna katilan oleik asidin kontrol ve linoleik asit gruplarina gére morula-
blastosiste ulagma orani acisindan 6nemli diizeyde artis (p<0,001) sagladig1 tespit

edildi (Sekil 3.14).

Cizelge 3.5. Deneme gruplarinda bulunan morula-blastosist sonuglari.

OZELLIK

Kltir medyumuna

Linoleik Oleik Kontrol GENEL
katilan deneme gruplari
Tekrar sayisi 9 9 9 27
Kiltare 443 464 151 1058
alinan oosit sayisi(n)
Morula-blastosist 83 137 20 240

say1s1(n)

Kiiltiire alinan oositten

morula-blastosist oran1 ~ 18,74(83/443)"  29,53(137/464)*  13,25(20/151)° 22,68
(%)

Boliinme asamasindan

morula-blastosist orani  32,81(83/253)"  44,63(137/307)°  24,69(20/81)° 37,44
(%)

a,b, Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiksel olarak farklidir
p<0,001.
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Sekil 3.14. Linoleik, oleik ve kontrol gruplarinda deneme tekrarlarina gore genel
morula-blastosist olma bulgulari.

Linoleik asidin 10 (Sekil 3.16), 100 (Sekil 3.17) ve 1000 (Sekil 3.18)
mikromolliik dozlarinin kullanildigi Grup 1°de sirastyla %23,13, %11,81 ve %21,05
morula-blastosist oranlar1 elde edilmis olup, grup i¢i karsilastirmada morula-
blastosiste ulagsma oranlar1 agisindan 6nemli bir fark olmadigi (p ~0,05) tespit e

(Sekil 3.15, Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Linoleik ve oleik katkili deneme gruplarinda bulunan morula-blastosist

sonugclari.

OZELLIK
Kltir medyumuna Oosi Morula- Kiiltiire alinan Bolunme

osit X .

katilan deneme blastosist oositten morula-  asamasidan morula-
gruplar1 (uM) say1si(n) sayisi(n) blastosist orani (%) blastosist orani (%)
Linoleik 10 147 34 23,13(34/147)® 36,96(34/92)®
Linoleik 100 144 17 11,81(17/144)" 23,61(17/72)*
Linoleik 1000 152 32 21,05(32/152)" 35,96(32/89)*
Oleik 10 151 38 25,17(38/151)® 40,43(38/94)?
Oleik 100 154 44 28,57(44/154) 44,44(44/99)
Oleik 1000 159 55 34,59(55/159)° 48,25(55/114)°
Kontrol 151 20 13,25(20/151)* 24,69(20/81)™

a,b,c,d, Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden istatistiksel olarak
farklidir p<0,001.

Oleik asidin 10 (Sekil 3.19), 100 (Sekil 3.20) ve 1000 (Sekil 3.21)
mikromolliik dozlarinin kullanildigr Grup 2’de sirastyla %25,17, %28,57 ve %34,59

oranlarinda morula-blastosist bulgular1 elde edilmis olup, grup i¢i karsilastirmada
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morula-blastosiste ulagma oranlar1 agisindan 6nemli bir fark olmadigi (p ~0,05)

tespit edildi (Sekil 3.15, Cizelge 3.6).
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Sekil 3.15. Linoleik, oleik ve kontrol gruplarinda deneme tekrarlarina gére morula-
blastosist olma bulgulari.

Sekil 3.16. Inkiibasyonun yedinci giiniinde linoleik asit (10 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)
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Sekil 3.17. Inkiibasyonun yedinci giiniinde linoleik asit (100 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)

Sekil 3.18. Inkiibasyonun yedinci giiniinde linoleik asit (1000 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)
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Sekil 3.19. Inkiibasyonun yedinci giiniinde oleik asit (10 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)

Sekil 3.20. Inkiibasyonun yedinci giiniinde oleik asit (100 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)
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Sekil 3.21. Inkiibasyonun yedinci giiniinde oleik asit (1000 pM) grubunda gelisen
embriyolar (X100)

Sekil 3.22. Inkiibasyonun yedinci giiniinde kontrol grubunda gelisen embriyolar
(X100)
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Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada; CR1aa kiiltiir medyumuna katilan
oleik asit grubunun ¢ dozunun (10, 100 ve 1000 uM), kontrol grubu ve linoleik asit
grubunun bir (100 uM) dozuna gére morula-blastosiste ulasma orani agisindan
Oonemli oranda artiglar (p<0,001) sagladig1 gozlendi. Linoleik asit grubunun en diisiik
dozunun (10 uM) kontrol grubuna gére morula-blastosiste ulasma orani agisindan
onemli oranda artiglar (p<0,001) sagladig1 goriildii. Oleik asit grubunun en yiiksek
dozunun (1000 uM) gruplar arasinda en yiiksek morula-blastosiste ulasma orani
sagladig: tespit edildi. Linoleik asit (100 uM) uygulamasinin ise en diisiik oranda

morula-blastosiste ulasma oran1 sagladigi belirlendi.
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4.TARTISMA VE SONUC

Kiiltlir ortaminda bulunan ¢esitli faktorlerin embriyolarin gelisimini, morfolojisini ve
gen ekspresyonunu olumlu veya olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Bu
faktorler, kiltir medyumu ile ilgili olanlar (kdltir medyumunun kompozisyonu ve
fizikokimyasal Ozellikleri) ve/veya kiiltlir ortamlarinin oksijen konsantrasyonu ve
1518a maruz kalma gibi bazi ¢evresel etkenlerdir (Gyu-jin ve ark., 2007; Takenaka ve
ark., 2007; Feugang ve ark., 2009). Kiiltliir ortaminin kosullarinda serbest oksijen
radikallerinin olugsmasi, embriyo hiicrelerinin fonksiyonlarini olumsuz yo6nde
etkileyebilmektedir (Guerin ve ark., 2001). Kiiltiir medyumlarinin kondisyonu kiiltiir
ortamina katilan antioksidan maddelerin etkinligi ile yakindan ilgilidir (Feugang ve
ark., 2003; Feugang ve ark., 2004). Sigir oositlerinin in vitro maturasyonu,
fertilizasyonu ve kiiltiiriinde kullanilan temel vasatlara, oosit ve embriyolarin gelisim
kabiliyetlerini artirmak amaciyla c¢ok sayida farkli katki maddeleri ilave
edilmektedir. Sunulan ¢alismada ise, antioksidan o6zelligi olan doymamis yag
asitlerinden oleik asit ve linoleik asidin embriyo Kkalitesi Uzerine etkisinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Yapilan ¢alismada, ovaryum yiizeyindeki 2-8 mm captaki follikillerden
aspirasyon yontemi kullanarak, oositler elde edildi. Mevcut veriler iyi kalitede oosit
elde etme oran1 bakimindan; benzer yontemi kullanan bazi arastirma sonuglarindan
diisiik (Gordon, 1994; Akyol ve ark., 2007; Faheem ve ark., 2011), baz1 arastirma
sonuclarindan yiiksek (Yagmur, 2005) ve bazi bildirimlerle benzerlik (Hajian ve ark.,
2010) gostermektedir. Sigir oositlerinin maturasyonu, fertilizasyonu ve embriyo
gelisiminde oosit kaynaginin en 6nemli belirleyici faktdr oldugu bildirilmektedir
(Rizos ve ark., 2002a; Rizos ve ark., 2002b; Hajian ve ark., 2010). Calismada
kullanilan oositlerin yerel mezbahadan elde edilmis olmasi, oositlerin toplandigi
hayvanlarin ¢ogunun kondiisyonlariin iyi olmamasi ve oosit elde etmek i¢in sadece
follikiil aspirasyon yonteminin kullanilmis olmasinin oosit sayisinin diisiik olmasina
yol agabilecegi diisliniilmektedir. Buna ragmen toplanan iyi kalite oosit sayisinin
kabul edilebilir ve tatmin edici dizeyde in vitro embriyo iretimi sagladig
gorilmektedir.

Elde edilen maturasyon bulgular1 daha dnce yapilan bazi ¢alismalarin (Akyol

ve ark., 2007; Faheem ve ark., 2011) bulgulariyla uyumluluk goéstermistir. Ovaryum
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basina elde edilen oosit sayisinin diisiik olmasina ragmen maturasyon oraninin
yiiksek ¢iktig1 gozlendi. Maturasyon medyumuna literatirde belirtilen (Giritharan,
1999; Macun ve Kaymaz, 2006; Mondadori ve ark., 2008) miktarlardan daha az
seviyede FSH katilmasina ragmen, elde edilen maturasyon sonuglarmin bu
arastiricilarin sonuglarindan yiiksek ¢iktigi gozlendi. Burada maturasyon ortamina
alinan oositlerin kalitelerinin 1yi olmasinin, maturasyon ortamina katilan FSH
miktarinin kumulus hiicrelerinin ekspansiyonu icin yeterli oldugu ve oositlerin
maturasyon oranini arttirdigi kanaatine varimstir.

Mevcut ¢alismada elde edilen dejenerasyon sonuglari, daha 6nce yapilan
caligmalarda (Ocana ve ark., 1999, Akyol ve ark., 2007) elde edilen dejenerasyon
bulgularindan biraz yiiksek oldugu gozlendi. Bu ¢alismada elde edilen dejenerasyon
bulgularinin sunulan ¢aligmalara kiyasla yiiksek olmasini, ovaryumlarin alindigi
hayvanlarin reproduktif farkliligina ve arastirmacilarin g¢alismalarinda in vitro
maturasyon kultlrine baz1 ilave maddelerin katmis olmalarina baglamak
mumkadndur.

In vitro kiiltiir ortamlarina oleik asitin katilmasiyla ilgili herhangi bir literattr
bilgisine ulagilamamistir. Linoleik asitte ise sigir embriyolari {izerine ¢ok az sayida
calismaya rastlanilmis olup, buradaki ¢alismalarda da kiltir medyumu olarak SOF
kullanilmig ve daha ¢ok embriyolarin dondurma ve ¢oziindiirme asamasinda etkileri
arastirilmistir.

Mevcut ¢alismada, oleik asit deneme grubunun linoleik asit deneme ve
kontrol gruplarina gore daha iyi oranda fertilizasyon orami sagladigr gozlendi.
Linoleik ve oleik asidin ortalama fertilizasyon oranlar1 agisindan bakildiginda, oleik
asidin linoleik aside gore daha etkili oldugu ve bu etkinin istatistiksel bakimdan
onemli oldugu tespit edildi (p<0,01). Mingoti ve ark. (2011) sentetik olan ve dogal
katkil1 in vitro kiiltiir medyumlarin1 denedikleri calismalarinda sentetik maddelerin
ilavesinin embriyo gelisimini artirmadigini tespit etmislerdir. Yapilan bir aragtirmada
(Darwich ve ark., 2010) mSOF kultir medyumuna ilave edilen linoleik asit, linolenik
asit ve oktadekadienoik asitin embriyo boélinme, dondurma o6ncesi ve dondurma
sonrast embriyo gelisim oranlarina etkisi arastirtlmistir.  Linolenik  ve
oktadekadienoik asitin boliinme oranlari {izerine etkilerinin olmadigi bildirilmistir.

Elde edilen boliinme sonuglarinin bu arastiricilarin sentetik ve dogal katkilt kiiltiir
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soliisyonuyla yaptiklar1 ¢alismalarda bulduklari sonuglardan daha yuksek oranda
oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismada oOzellikle oleik asitin tim deneme
gruplarindan elde edilen boliinme sonuglarinin, embriyo bélinmesini olumlu yonde
etkiledigi ve bu olumlu etkinin embriyonun kalitesi Uzerine de yansidigi
belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada oleik asitin diisiik (10 uM), orta seviyedeki (100 pM) ve
yiiksek konsantrasyondaki (1000 pM) dozlarimin sigir embriyolarinin bdliinme
oranlarin1 artirdigr ve elde edilen bolinme oranlarmin, Arias-Alvares ve ark.
(2011)’nin, antioksidan o6zellik gosterdigi bilinen leptin hormonunun hem diisiik
konsantrasyondaki (10 ng/mL) hem de yiksek konsantrasyondaki (100 ng/mL)
caligmalarindan elde ettigi bolinme sonuglariyla benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Ozellikle yiiksek yogunluktaki oleik asit miktarnda en yiiksek seviyede béliinme
orant elde edilmis olup, oleik asit dozunun yukseldikge antioksidan kapasitenin
arttigl ve bu sayede oksidatif stresin oniine gegildigi kanisina varilmistir. Linoleik
asidin her lc¢ dozuyla elde edilen sonuclar Arias-Alvares ve ark. (2011)’nin elde
ettigi sonuglardan diisiik kalmistir. Linoleik asidin diisiik (10 pM) miktarlarinin
embriyo gelisimini olumlu ydnde etkiledigi, kullanilan miktarin arttirilmasi ile
boliinme oranlarinin azaldigi gézlenmis olup bunun sebebi olarakta linoleik asidin
tek basina oksidatif stresi engelleme yeteneginin diisiik oldugu ve antioksidan
ozelliginin oleik aside gore daha az oldugu kanisina varilmstir.

Disaridan kiiltiir ortamlarina katilan antioksidan maddelerin zayif kalitedeki
embriyolarin bile blastosist asamasina kadar gelme sansimi arttirdigi belirtilmektedir
(Hosseini ve ark., 2009). Fakat antioksidan maddelerin dondurma-¢6zundirme
sonras1 kiiltiir medyumlarina ilavesinin embriyo kiiltiiriinde etkili olmadig1r bazi
aragtiricilar tarafindan bildirilmektedir (Hosseini ve ark., 2009). Antioksidanlarin in
vitro kiltiir ortamlarina ilavesiyle yapilan ¢alismalarin bazilarinda embriyo
gelisiminde olumlu etki alindigi, bazilarinda ise herhangi bir etkinin olmadigi
belirtilmistir (Feugang ve ark., 2004, Hosseini ve ark., 2009). Yapilan ¢aligmada, in
vitro kiiltiir ortamlarina gerek oleik asit 10, 100, 1000 uM ve gerekse linoleik asidin
10 ve 1000 pM’ lik dozlar1 kontrol grubuna goére in vitro sigir embriyolarinin
morula-blastosist asamasina gelme sansini ve embriyo kalitesini artirdigi tespit

edilmistir. Elde ettigimiz morula blastosist sonuglar1 (linoleik asit 100 uM harig)
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Block ve ark. (2009) BSA ilaveli ve ilavesiz antioksidan 6zelligi olan hyaluronan
ilave ederek elde ettigi sonuglardan yiiksek bulunmustur. Yapilan arastirmada oleik
asitle morula-blastosiste ulasma oranlarinin, ¢alismalarinda linoleik asit, linolenik
asit ve oktadekadienoik asiti kullanan Darwich ve ark., (2010)’nin elde ettigi morula-
blastosiste ulasma oranlarindan genel olarak yiiksek oldugu fakat, linoleik asitle elde
edilen morula-blastosiste ulagsma oranlarinin ise ayni arastiricilarin sonuglarindan bir
miktar diigiik kaldig1 gozlenmistir. Linoleik asit kullanarak yaptigimiz ¢alismada elde
edilen diisiik sonuglarin en dnemli nedenlerinden birinin oosit kaynaginin farkliligi
oldugu dusiiniilmektedir. Farkliliginin diger bir nedeninin de anilan arastirmada
linoleik asidi yaptigimiz ¢alismada kullanilan CR1laa kiiltiir medyumundan farkl
olarak SOF kiiltliir medyumunun kullanilmis olmas1 gosterilebilir.

Yaptigimiz calismada segilen antioksidan Ozellik gosterdigi bilinen gerek
oleik asidin, gerekse linoleik asidin Oztiirkler ve ark. (2010) tarafindan L-
Ergothiyonin ve L-askorbik asit kullanilarak yapilan c¢alismalarda elde edilen
morula-blastosiste ulasma sonuclardan yiuksek oldugu belirlenmistir. Burada ki
farkliligin en 6nemli sebebinin, oleik ve linoleik asidin antioksidan 6zelliklerinin L-
Ergothiyonin ve L-askorbik asit’ ten daha belirgin olmasi ve embriyolar1 oksidatif
strese karsi daha iyi korumasi oldugu diisliniilmektedir. Yapilan ¢alismada kiiltiir
ortamima katilan hem oleik asitin hem de linoleik asidin diisiik dozlarinin tek
baslarina antioksidan 6zellik gosterdigi ve embriyo gelisiminde olumlu yonde etki
ettigi gdzlenmistir.

Oleik asit deneme grubunun, linoleik asit deneme ve kontrol gruplarina gore
daha iyi oranda morula-blastosiste ulagsma orani sagladigi gozlenmistir. Linoleik ve
oleik asidin ortalama morula-blastosist oranlar1 agisindan bakildiginda, oleik asidin
linoleik asite gore listlin oldugu ve bu {stlinliigiin istatistiksel agidan 6nemli oldugu
tespit edilmistir (p<0,001). Elde edilen sonuglar oleik asitin morula-blastosiste
ulagma oranini arttirirken embriyolarin kalitelerini de olumlu ydnde etkiledigini
gOstermistir. Burada oleik asidin kiiltiir ortaminda meydana gelen antioksidan
maddelerin etkisini azalttig1 soylenebilir.

Sonu¢ olarak, yapilan c¢alismanin sonuglar1 kiiltir medyumlarina katilan
doymamis yag asitlerinden 1000 uM oleik asit iceren grubun, gerek 48. saatteki

boliinme oranlari, gerekse morula-blastosiste ulasma oranlart bakimindan diger
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deneme gruplarina gore daha iyi sonuglar verdigini ve elde edilen embriyolarin daha
kaliteli oldugunu gostermistir. Kirk sekizinci saatte bolinme ve morula-blastosiste
ulagma oranlar1 bakimindan, oleik asit ve linoleik asit deneme gruplarinin (100 uM
linoleik asit iceren deneme grubu harig) kontrol grubuna gore daha iyi sonuclar
verdigi gozlenmistir. Oleik asitin, hem boéliinme asamasinda hem de morula-
blastosiste asamasinda embriyolarin gelisimini ve kalitesini arttirdigir goézlendi.
Linoleik asidin ise diisiik miktarlarda kiiltiir medyumlarina katilmasinin boliinme ve
morula-blastosiste ulasma oranlarini arttiracagi kanisina varildi. Disaridan kiiltiir
ortamlarina katilan antioksidan maddelerin embriyo gelisimini ve serbest oksijen
radikallerine kars1 dayaniklii@i artirmaktadir. Daha sonra yapilacak olan
calismalarda kiiltiir ortamlarma katilacak olan oleik asit ve linoleik asit dahil

doymamis yag asitlerinden yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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