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KOYUN EMBRIYOLARININ IN VITRO URETILMESI UZERINE
OLGUNLASMA VE FERTILIZASYON MEDYUMLARINA YAPILAN KATKILAR
VE KOYUN OVIDUKT EPITEL HUCRELERI iLE KO-KULTURUN ETKILERI®
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Effects of supplements to maturation and fertilization media and co-culture with

sheep oviductal epithelial cells on in vitro production of sheep embryos

Summary: In this study in which the effects of maturation and fertilization media supplements and
co-culturing on in vitro production of sheep embryos were investigated, primary oocytes (n=454) collected from
ovaries of slaughtered ewes were used. Oocytes divided randomly into 4 groups were matured for 26 h in TCM
199 medium with different supplements:

Group 1 (SH): TCM 199 medium supplemented by 20% sheep estrous serum, 10 pg/ml FSH, 10
pg/ml LH and 1 pg/ml estradiol 17f,

Group 2 (S): TCM 199 medium supplemented by 20% sheep estrous serum,

Group 3 (H): TCM 199 medium supplemented by 10 pg/ml FSH, 10 pg/ml LH and 1 pg/ml estradiol
176, and

Group 4 (M): TCM 199 medium without serum and hormones.

After maturation, oocytes which were again divided into 3 subgroups were transferred in SOF medium
supplemented by 2% (D), 5% (O) and 10% (YY) sheep estrous serum and fertilized in vitzo for 18 h with fresh
ram semen collected by electro-ejaculation and washed. After fertilization, oocytes were divided into 2 subgroups
[Group 1 (KK): Co-culture with sheep oviductal epithelial cells; Group 2 (K): Culture without sheep oviductal
epithelial cells] and cultured for 7 days. At the end of this period embryos were evaluated for their developments.

The highest cleavage and morula rates were obtained in SH+Y+KK group (62.5% and 43.8%, respectively)
and the lowest rates (8.7% and 4.3%, respectively) in M+D+K group in this study.

According to the results, we concluded that supplementation of in vitro maturation media with 20%
sheep estrous serum and hormones, in vitro fertilization media with 10% sheep estrous serum and co-culturing
with sheep oviductal epithelial cells after fertilization could improve the cleavage and morula rates.
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0 zet: Koyun embriyolarinin in vitro iiretilmesi iizerine olgunlasma ve fertilizasyon medyumiarina
yapilan katkilar ve ko-kiiltiiriin etkilerinin incelendigi bu ¢cahymada mezbahada kesilen koyunlann ovaryumlanndan
elde edilen primer oositler (n=454) kullamldi. Oositler 4 gruba aynlarak farkl: katkilarin bulundugu TCM-199
medyumunda 26 saat olgunlagtirildi:

Grup 1 (SH): %20 oraninda koyun serumu, 10 pg/ml FSH, 10 ug/ml LH ve 1 pg/ml estradiol 178
ilaveli TCM-199,

Grup 2 (S): %20 oraninda koyun serumu ilaveli TCM-199,

Grup 3 (H): 10 pg/ml FSH, 10 pg/ml LH ve 1 pg/ml estradiol 17 ilaveli TCM-199, ve

Grup 4 (M): hormon ve serum ilavesi olmayan TCM-199.

Olgunlagmay: takiben oositler tekrar 3’er alt gruba aynlarak %2 (D), %5 (O)ve %10 (Y) koyun &strus
serumu ilaveli SOF medyumu igerisine alind1 ve lizerlerine elektro-ejakiilatdr yardimiyla alinmig ve yikanmig
taze kog spermast ilave edilerek 18 saat in vitro fertilize edildi. Fertilizasyonu takiben oositler kendi i¢lerinde
tekrar 2'ser alt gruba [Grup 1 (KK): Koyun ovidukt epitel hiicreleri ile ko-kiiltiir; Grup 2 (K): Koyun ovidukt
epitel hiicreleri kullanilmayan kiiltiir grubu] ayrildi ve 7 giin kiiltiire edildi. Bu siirenin sonunda embriyolarm
gelismeleri degerlendirildi.

Caligmada en yiiksek cleavage (yanklanma) ve morula oranlan SH+Y+KK grubunda (sirasiyla %62.5
ve %43.8), en diisiik oranlar ise (sirasiyla %8.7 ve %4.3) M+D+K grubunda elde edildi. Bu sonuglara gére,
koyun oositlerinin in vitro olgunlastinlmasinda %20 oraminda koyun serumu ve hormonlarin, fertilizasyon
medyumunda %10 oraminda &strustaki koyun serumunun kullanilmas: ve fertilizasyon sonras: koyun ovidukt
epitel hiicreleri ile ko-kiiltiir uygulanmasinin yanklanma ve morula oranlanimi iyilestirdigi soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Koyun, in vitro iiretim, medyum katkilar1, ko-kiiltlir
Giris

Son yillarda oldukga 6nem kazanan in vitro embriyo iretim caligmalari, bircok
aragtirma icin temel olusturmaktadir. Memeli hayvan oositlerinin in vitro olgunlastirimasi,
in vitro fertilizasyonu ve fertilizasyonu takiben elde edilen embriyolann in vitro kiiltiiriinii
kapsayan bu ¢aligmalar ile, in vivo incelenmesi ¢ok gii¢c ve masrafli olan oosit ve erken
dénem embriyolarin geligsmeleri icin gerekli olan sartlar ortaya konabilmektedir.

Koyun oositlerinin in vitro olgunlastirilmast i¢in genellikle doku kiiltiir medyumu
(TCM-199) (6, 8,9, 11, 12, 13, 14, 16), bu medyuma ilave olarak fotal buzag: serumu
(FCS) (1, 8, 10, 11, 14) veya ostrustaki hayvan serumu (3, 6, 8, 9, 12, 16) kullanilmaktadir.
Mezbahada kesilen koyun ovaryumlarindan elde edilen primer oositler olgunlasma
medyumu icerisinde, %5 CO, ve %100’e yakin nemli ortamda, 38.5-39°C 1s1da 22-26 saat
birakilmaktadir (1, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 16). Bu siire sonunda 1. polar cismini atan yani
Metafaz II (M II) donemine ulasan oositler olgunlagmis olarak kabul edilmektedir.

Koyun oositlerinin in vitro fertilizasyonu i¢in ¢ok farkli medyumlar kullanilmaktadir.
Bu amagla en ¢ok tercih edilen SOF (4, 10, 11, 14, 16) yanmnda, TL (1), DMH (2, 4, 13),
BO (6) ve Talp (3) medyumlar: da kullamimaktadir. Bu medyumlara degisik oranlarda
dstrustaki koyun serumu (SES) katlmakta [%2 (1, 10, 16), %10 (3, 11), %20 (2, 4, 5, 13,
14, 16)] ve oosit ve spermatozoonlar 18-20 saat bir arada birakilmaktadir.

In vitro fertilize edilen koyun oositlerinin in vitro kiiltiirii amaciyla TCM-199 (6,
15), SOF (5, 10, 13, 15) veya MBMOC (1) medyumlan kullanilmakta olup, bu medyumlara
degisik oranlarda FCS (13, 15), SES (5, 6) katilmakta veya serum ilavesi yapilmamaktadir
(1, 10). Ko-kiiltiir amaciyla koyun ovidukt epitel hiicreleri (5, 7, 15), inek ovidukt epitel
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hiicreleri (1), kumulus hiicreleri monolayer’i (6) kullanilmaktadir. Koyun embriyolar
genellikle 5-7 giin in vitro kiiltiire veya ko-kiiltiire edilmekte (1, 6, 10, 13) ve gelismeleri
degerlendirilmektedir.

O’Brien ve ark. (10), eriskin veya geng koyun ovaryumlarnindan elde edilen oositlerin
in vitro fertilizasyonu sonucu kazanilan embriyolarin ¢cogunlukla kiiltiirdeki 6. giin blastosist
donemine eristigini, fakat eriskin koyunlardan in vitro fertilizasyonla elde edilen embriyolann
daha erken (5. giin) blastosist donemine ulasabildigini bildirmislerdir.

Bu ¢aligma ile, koyun oositlerinin in vitro olgunlastirilmasi, fertilizasyonu ve
kiiltiirii i¢in gerekli olan serum, hormon ve ko-kiiltiir ihtiyacinin belirlenmesi, boylece
mezbaha materyalinden cok sayida embriyo elde edilerek, bu embriyolarin transfer
agamalarina kadar gelistirilmesi amaclandi.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini Ismer mezbahasinda (Tuzla-Istanbul) kesilen koyunlarin
ovaryumlari olusturdu. Ovaryumlar, icerisinde 30-35°C 1s1da serum fizyolojik (%0.9 NaCl)
bulunan termos ile laboratuvara getirildi. {1k hayvanin kesiminden itibaren tiim oositlerin
kazamilip olgunlasma medyumu igerisinde inkiibatdre konmasina kadar gecen siirenin 4-
5 saatten daha fazla olmamasina dzen gosterildi.

Ositlerin kazanilmasi ve olgunlastirilmasi: Laboratuvara getirilen ovaryumlar
30-35°C 1s1da serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile yikand: ve iglem siiresince bu soliisyon
igensinde birakildi. Ovaryumlarin yiizeyi bistiiri ile degisik yonlerde kesildi ve bu kisimlar,
icinde %1 oraninda FCS (Fetal Calf Serum; Biochrom, S0115) bulunan %0.9 NaCl ile
bir saat camina yikandi. Yikant: sivisi stereo mikroskop altinda de@erlendirilerek en az
4 sira kompakt kumulus hiicre kitlesi ve homojen vitellusa sahip oositler olgunlastirma
amaciyla secildi. Segilen oositler, icerisinde %10 oraminda FCS ilaveli %0.9 NaCl bulunan
mini petri kutularinda (Greiner; 627 160) 3 kez pasajland: ve rastgele 4 gruba boliinerek
olgunlasma medyumlarina alind:

Grup 1: %20 oraninda koyun serumu, 10 pg/ml FSH, 10 pg/ml LH ve 1 pg/ml
estradiol 17 b ilaveli TCM 199,

Grup 2: % 20 oraninda koyun serumu ilaveli TCM 199,

Grup 3: 10 pg/ml FSH, 10 p/ml LH ve 1 pg/ml estradiol 17 ilaveli TCM 199, ve

Grup 4: hormon ve serum ilavesi olmayan TCM 199 medyumlar kullanildi.
Qositler %5 CO,, %100’e yakin nem ve 39°C (£0.5°C) 1siin saglandigi inkiibatérde 26
saat inkiibe edildi.

Ositlerin fertilizasyonu: Fertilizasyon amaciyla taze kog¢ spermasi kullanildi.
Elektro-ejakiilatdr yontemi ile 2-3 kogtan alinan taze kog spermas1 3 gruba ayrilarak
sirasiyla %2, %5 ve %10 oranlarinda koyun serumu ilaveli SOF medyumu (Sentetik
Ovidukt Sivis) ile 4:1 oraminda sulandirildi. Sulandirmayi takiben 1000 devirde 6 dakika
santrifiije edilen spermada iist kisim atildi ve kalan kisim tekrar sulandirildi. Konsantrasyon
tayini yapilan sperma, 1 ml.de 2x10% spermatozoon olacak sekilde ayarland: ve
olgunlagtirilmig oositlerin iizerine ilave edildi. Her bir olgunlagma grubu icin 3’er
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fertilizasyon grubu olusturuldu. Oosit ve spermatozoonlar %5 CO,, %100’e yakin nem
ve 39°C (£0.5°C) 1siun saglandig: inkiibatorde 18 saat siire ile inkiibe edildi.

Fertilize olmus oositlerin kiltiirii: Fertilizasyon siiresini takiben oositler tekrar
kendi iglerinde 2’ser gruba ayrild: ve 1. gruptaki oositler %10 FCS ve koyun ovidukt
epitel hiicrelerinin ilave edildigi TCM 199 medyumu igerisine (ko-kiiltiir grubu) alinirken,
2. gruptakiler ayni sartlarda ovidukt epitel hiicreleri olmadan kiiltiire edildi (kiiltiir grubu).

Tablo 1. Farkh katkilarla in vitro olgunlastinilan ve fertilize edilen koyun oositlerinin 6-7 giinliik
kiiltiirleri sonucu saptanan gelisme dénemleri.

Olguniasma | Fertilizasyon | Kuitlr Kullanmilan | Yariklanan Morula
Gruplarn Gruplan Gruplan Qosit QOosit Sayisi Sayisi
Sayisi (%) (%)

Grup 1 %2 Ko-kiltar 18 2(11.1) 2:(11:3)
Kiltur 19 2(10.5) 1(5.3)

%5 Ko-kiiltar 16 3(18.8) 2(12.5)

Kultur 16 3(18.8) 1(6.3)
%10 Ko-kiiltir 16 10 (62.5) 7 (43.8)
Kultur 19 6 (31.6) 2 (10.5)

Grup 2 %2 Ko-kiiltir 18 6 (33.3) 4 (22.2)
Kaltir 16 4 (25.0) 2 (12.5)

%5 Ko-kuiltiir 18 5(27.8) 1 (5.6)
Kaltar 18 7 (38.9) 3(16.7)
%10 Ko-kltur 17 9 (52.9) 6 (35.3)

Kuttor 17 4 (23.5) 1(5.9)

Grup 3 %2 Ko-kiltur 20 6 (30.0) 4 (20.0)
Kaltar 20 3(15.0) 3 (15.0)

%5 Ko-kuiltiir 19 10 (52.6) 7 (36.8)
Kaltor 19 3(15.8) 2 (10.5)

%10 Ko-kltir 21 10 (47.6) 6 (28.6)

Kaltir 19 5 (26.3) 4(21.1)
Grup 4 %2 Ko-kltar 21 5(23.8) 4(19.0)
Kaltar 23 2(8.7) 1(4.3)
%5 Ko-kiiitiir 20 3 (15.0) 2(10.0)

Kaltar 21 2 (9.5) 1(4.8)
%10 Ko-kiltir 21 8 (38.1) 5(23.8)

Kaltor 22 3(13.6) 2(9.1)

Grup 1: %20 oraninda koyun serumu, 10 pg/ml FSH, 10 pg/ml LH ve 1 pg/ml estradiol 17 ilaveli,
Grup 2: % 20 oraninda koyun serumu ilaveli,

Grup 3: 10 pg/ml FSH, 10 pg/ml LH ve 1 pg/ml estradiol 178 ilaveli, ve

Grup 4: Hormon ve serumn ilavesi olmayan TCM 199 medyumu
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Koyun ovidukt epitel hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi amaciyla ovaryumlarla aym
glin mezbahadan alinan koyun oviduktlar1 kullanildi. Oviduktlar civar dokulardan
temizlendikten sonra lumenleri yikandi ve yikama sivisi stereo mikroskop altinda incelenerek
epitel hiicre dkiintiileri topland:. Iclerinde %10 oraninda FCS ilaveli %0.9 NaCl bulunan
mini petri kutularinda (Greiner; 627 160) 3 kez pasajlanan epitel hiicreleri, %10 oraninda
FCS ilaveli TCM 199 medyumu icerisinde kiiltiire edildi. Ovidukt epitel hiicre kiiltiiri
her parti icin tekrar hazirlandi.

Sonuglarn istatistiksel degerlendirilmesinde Student #-testi ve x2 testleri kullamildi.

Bulgular

Calismada kullanilan 454 oosit 4 olgunlasma, 3’er fertilizasyon ve 2’ser kiiltiir
grubu olmak iizere toplam 24 gruba rastgele ayrildi.

Calismada 4 ayri olgunlagma grubu icin sirasiyla 104, 104, 118 ve 128 oosit
fertilizasyon ve kiiltiir asamalarinda kullanildi. Tiim gruplarda elde edilen oosit yariklanma
(cleavage) ve morula oranlar: Tablo 1°de yer almaktadur.

Tablo 2. Olgunlagma gruplan goz oniine alinmaksizin fertilizasyon gruplarina gore elde edilen
gelisme dénemleri.

Olgunlagsma Kullanilan oosit Gelisme Dénemi
Gruplan e Cleavage (%) Morula (%)
Grup 1 104 26 (25.0) 15 (14.4)
Grup 2 104 35 (33.7) 17 (16.3)
Grup 3 118 37 (31.4) 26 (22.0)
Grup 4 128 23 (18.0) 15 (11.7)

Fertilizasyon ve kontrol gruplar1 goz 6niine alinmaksizin olgunlasma gruplarina
gore oositlerde saptanan gelisme donemleri Tablo 2’de sunuldu.

Table 3. Olgunlagma ve kiiltiir gruplan géz dniine alinmaksizin fertilizasyon gruplarina gére elde
edilen gelisme donemleri.

Fertilizasyon medyumuna | Kullanilan oosit Geligme Dénemi
katilan serum orani sayisi Cleavage (%) Morula (%)
%2 155 30 (19.4) 21(13.5)
%5 147 36 (24.5) 19 (12.9)

%10 152 95 (36.2) 33 (21.7)
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Olgunlagma gruplar géz Oniine alinmaksizin fertilizasyon ve kiiltiir gruplarina gore
oositlerde saptanan gelisme donemleri ise sirasiyla Tablo 3 ve 4’te sunuldu.

Tablo 4. Olgunlagma ve fertilizasyon gruplan géz éniine alinmaksizin, kiiltiir gruplarina gére
oositlerde elde edilen gelisme donemleri.

Kultar Kullanilan oosit Gelisme Dénemi

Grubu sayisi Cleavage (%) Morula (%)
Ko-Kultir 225 77 (34.2) 50 (22.2)
Kultar 229 44 (19.2)° 23 (10.0)°

&b Dikey siitunlarda farkli harf tasiyan oranlar arasindaki farklar anlamlidir (p<0.001).

Tartigsma ve Sonug

Primer koyun oositlerinin in vitro olgunlastirilmasi, fertilizasyonu ve kiiltiir
esnasinda farkl katkilarin denenmesi amaciyla 24 grubun olugturuldugu bu ¢aligmada,
olgunlagma sirasinda TCM-199 medyumuna ilave edilen serum ve hormonlarin etkisi
incelendi. Higbir katkinin yapilmadig1 grupta (Grup 4) gerek yariklanma, gerekse morula
oranlan ¢ok diisiik olurken (strasiyla %18.0 ve %11.7), en yiiksek yariklanma orani sadece
serum katilan grupta (Grup 2), en yiiksek morula oran: ise sadece hormonlarin katildig:
grupta gerceklesmis (Tablo 2), gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir (p>0.05).

In vitro olgunlastinlan ve fertilize edilen koyun oositlerinin yariklanma (cleavage)
ve morula oranlan iizerine fertilizasyon medyumuna katilan serum oraminmin etkisi
incelendiginde, olgunlagma gruplan goz oniine alinmaksizin, %2, %5 ve %10 serum
katilan gruplarda cleavage geciren ve morula donemine ulagan oosit oranlar sirasiyla
%19.4, %24.5 ve %36.2; ve %13.5, %12.9 ve %21.7 olarak saptandi (Tablo 3). Gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemsiz bulundu (p>0.05).

Koyun ovidukt epitel hiicreleri ile ko-kiiltiiriin etkisi incelendiginde, olgunlasma
ve fertilizasyon gruplan goz oniine alinmaksizin, ko-kiiltiir uygulanan gruptaki cleavage
orant %34.2, uygulanmayan grupta ise %19.2 olarak saptanmus (Tablo 3), oranlar arasindaki
fark cok ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p<0.001). Aym sekilde ko-kiiltiir uygulanan
grupta %22.2 oraninda oosit morula dénemine gelisirken, uygulanmayan grupta ise bu
oran %10.0 olarak saptanmis (Tablo 3) ve bu oranlar arasindaki fark ¢ok ileri diizeyde
anlamli bulunmustur (p<0.001).

Fertilizasyon medyumu olarak %20 SES katkili TL medyumu kullanan Byrd ve
ark. (1), %20.26 oraninda embriyonun morula, %4.01 oraninda embriyonun ise blastosist
doénemine ulastifim bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada en yiiksek oranda (%10) serum
katkal: fertilizasyon medyumunun kullanildig: grupta elde edilen morula orami (%23.0),
aragtiricilarin morula oranina benzer olmus, fakat sunulan ¢alismada blastosist donemine
ulagilamamusgtir.
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Fertilizasyon medyumu olarak %2 SES katkili SOF medyumu kullanan O’Brien
ve ark. (10), puberteye ulagsmamis koyunlarin oositleri ile yaptiklari ¢alismada cleavage
oranini %81.9, eriskin koyunlarnn oositleri ile yaptiklar calismada cleavage oranini ise
%82 olarak bildirmislerdir. Aragtiricilar aym sekilde gruplara gore sirasiyla %15.4 ve
%34.1 oraninda blastosist elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu oranlar sunulan ¢alismada
tiim gruplarda elde edilen oranlardan oldukga fazladir.

Walker ve ark. (16), %2 ve %20 SES katkili SOF medyumunu fertilizasyon
medyumu olarak kullanmig ve bu gruplarda sirastyla %71.3-72.9 ve %27.2-40.9 oranlarinda
cleavage elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilarin %2 serum kullandiklan grupta elde
ettikleri oranlar sunulan ¢alismada aym miktarda serum katilan grupta saptanan orandan
oldukga fazla olurken, sunulan ¢aligmada %10 serum katilan grupta elde edilen oran ise
aragtiricilarin %20 serum katkis1 ile saptadiklari oranlara benzer olmustur.

Fertilizasyon amaciyla %20 SES katkili DMH medyumu kullanan Sevillano ve
ark. (13), elde ettikleri cleavage, morula ve blastosist oranlarini sirasiyla %70.4, %56.3
ve %13.6 olarak bildirmislerdir. Bu oranlar sunulan ¢alismada saptanan oranlarin oldukca
tizerindedir.

Walker ve ark. (16), koyundaki in vitro olgunlastirma / in vitro fertilizasyon
calismalarindan genellikle %50-70 arasinda cleavage oranlan elde edildigini, oositlerin
%30-40"1n1n ise blastosiste gelistiini bildirmislerdir. Sunulan calismadaki 24 grupta elde
edilen cleavage oranlan (%8.7-62.5) oldukca degisken olmasina ragmen, bazi gruplarda
elde edilen oranlar tatminkar olmugtur (Tablo 1).

Crozet ve ark. (4), 1s1 ile inaktive edilmis dstrustaki koyun serumunun (SES) koyun
oositlerinin in vitro fertilizasyonunu destekleyici etkisi oldugunu bildirmislerdir. Aragtiricilar
ozellikle kapasitasyon ve fertilizasyon medyumlarinda %20 oraninda SES mevcudiyetinin
fertilizasyon oranini oldukga artirdigim belirtmiglerdir. Sunulan ¢alismada da fertilizasyon
medyumuna %2, %5 ve %10 oraninda katilan SES nun miktan arttik¢a cleavage ve morula
oranlarinin artt1g1 gdriilmiigtiir.

Caligmalarinda 3 ayn kiiltiir ortami deneyen (1: %20 koyun serumu katkili SOF
medyumunda IVF ve IVC; 2: %20 serum katkili SOF medyumu-+somatik hiicre ko-kiiltiirii
ile birlikte IVF ve IVC; 3: 2. gruptaki gibi IVF ve koyun oviduktunda in vivo kiiltiir)
Holm ve ark. (5), bu 3 farkl: kiiltiir ortaminin in vitro olgunlastiriimis ve fertilize edilmis
koyun oositlerinin morula ve blastosist oranlarini etkilemedigini, fakat kiiltiire ve transfer
edilen embriyolojik donemin buzagilama oranlar {izerine énemli bir etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ise ko-kiiltiir uygulamasi cleavage ve morula oranlarim
dnemli dl¢iide artirmigtir (p<0.001).

Byrd ve ark. (1), sigir ovidukt epitel hiicre ko-kiiltiirii kullandiklan ¢aligmalarinda
morula oramim %20.26 olarak bildirmislerdir. Ko-kiiltiir yerine %0.3 BSA katkili SOF
medyumu ile kiiltiirii deneyen O’Brien ve ark. (10) ise, %34.1 oraninda blastosist donemine
ulasildigim belirtmislerdir. Madan ve ark. (6), kiiltiir i¢in %1 SES katkali TCM medyumu
ve kumulus hiicre monolayer’i kullanmglar ve kiiltiir sonucu %37.6 oraninda morula
donemine ulagildifin: bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada ko-kiiltiir uygulanan gruplardaki
morula oranlari ise %35.6-43.8 arasinda degismektedir.
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Nagvi ve ark. (9) ko-kiiltiir uyguladiklan grupta %28.1, uygulanmayan grupta ise
9%16.8 oraninda morula donemine ulagildigini ve aradaki farkin istatistiksel olarak énemli
oldugunu bildirmiglerdir. Bu durum sunulan ¢alismada elde edilen verilerle uyumludur.

O’Brien ve ark. (11) FSH, LH veya ostradiol ilavesinin blastosist olusumuna veya
elde edilen embriyolardaki hiicre sayisi iizerine bir etkisi olmadigim bildirmislerdir.
Kecilerde benzer bir calisma yapan Mogas ve ark. (8) ise, olgunlagma medyumunda yiiksek
konsantrasyonlarda hormon Kkullaniminin in vitro fertilizasyon ve embriyo gelisimini
artirdifini bildirmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan hormonlarin cleavage ve morula oranlari
acisindan bazi gruplarda iyi sonuglar verdigi gozlenmistir (Tablo 1).

Sonug olarak, koyun oositlerinin in vitro olgunlastirilmasinda %20 oraninda SES
ve hormonlarin kullanilmasi, fertilizasyon medyumuna %10 oraninda SES ilavesi ve
fertilizasyon sonras: koyun ovidukt epitel hiicreleri ile ko-kiiltiiriin kullanimu ile en iyi
cleavage (%62.5) ve morula (%43.8) oranlarinin elde edildigi ve bu oranlarin diinyada
yapilan ¢aligmalar ile uyumlu oldugu sdylenebilir. Bununla beraber ¢aligmada blastosist
ddnemine ulagilamamas: kiiltlir medyumunda baz1 eksikliklerin oldugunu diisiindiirmektedir.
Bu durumun oniine gecilebilmesi igin kiiltiir medyumu ilaveleri konusunda daha fazla
calisma yapilmas: gerekli goziikmektedir.
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