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KEDI QOSITLERININ /N VITRO FERTILIZASYONU

Mithat EVECEN* B. Evrim SAHIN* Alper BARAN* Kemal AK*
I. Kamuran ILER[*

In Vitro Fertilization of Cat Qocytes

Summary: The aim of the study was to investigate the ability of in vitro matured cat oocytes to be
fertilized in vitro and reach to morula and blastocyst stages in vitro. The oocytes collected from spayed stray
queens served as the material of the study. The ovaries were brought to the laboratory within two hours in
PBS solution at 38°C. Recovered oocytes were left for maturation in SOF medium (%0,4 BSA+10pg/ml FSH
+ 10 g/ml LH added) in an incubator at 38.5°C for 48 hours under gas mixture (5% O, 5% COs, 90% N> )
and almost 100% humidity. After IVM for 48 h oocytes were co-incubated with frozen-thawed spermatozoa
for 20 h. which were capacitated by Swim-Up procedure under the same conditions. After in vitro culture for
seven days. oocytes/embryos were then fixed and stained. Developmental status of the cocytes/embryos were
evaluated under a phase-contrast microscope at x400 magnification. Totally 106 primer oocytes were used for
in virro maturation. After 24 h in virro fertilization period, 21 oocytes were cleavaged (19.81%). At the end of
culture period, 13 (12.16%) and eight (7.54%) of embryos reached to morula and blastocyst stages
respectively. In spite of the low cleavage rate, all of the cleaved embryos have reached the morula — blasocyst
stage (21/21). As a result of this study, it was observed that transferable embryos could be produced by in
vitro maturation. fertilization and culture of cat oocytes in SOF medium.

Key Words: Cat, Qocyte. /n Vitre Fertilization, Embryo

Ozet: Calismada in vitro olgunlagtininus kedi oositlerinin in vitro fertilize olabilme ve akabinde in
vitro kultor ortaminda morula ve blastosist donemine ulagabilme kabiliyetlerinin aragtinlmas: amaglandi.
Arastirmanin materyalini, kisirlastinimis sokak kedilerinin ovaryumlarindan kazanilan oositler olusturdu.
Ovaryumlar iki saatlik siire igerisinde 38°C deki PBS soliisyonu igerisinde laboratuara tagindi. SOF medyumu
igerisinde (%0.4 BSA+10ug/ml FSH + 10ug/ml LH), gaz kangimi (%5 O ,%5 CO. ,%90 Na) ve %100’
yakin nemin saglandig 38.5°C’lik inkibatdr ortaminda 48 saat siire ile olgunlagmaya birakildr (IVM).
Ardindan. Swim-Up yontemiyle Kapasite edilen donmus kedi spermasiyla 20 saat in vitro fertilizasyona
birakildi (IVF). /n vitro olarak yedi giin siireyle kiiltare edilen oosit/embriyolar fikse edildi ve boyand:. Faz-
kontrast mikroskopta x400 bilyiitmede gelisim durumlan saptandi. Calismada toplam 106 adet primer oosit
kullanild. /n vitro olgunlastinlan bu oositlerde. in vitro fertilizasyonu takip eden 24 saatlik dilimde 21 adet
oositin yariklandig1 gozlendi. Boylece cleavage orani, %19.81 olarak belirlendi. Kiltir periyodunun sonunda,
embriyolarin 13 tanesinin (%12.26) morulaya ve sekizinin (%7.54) blastosiste ulastifi saptandi. Yariklanma
sonuglarimin diigiik kalmig olmasina ragmen, ¢aligmada yariklanma gozlenen oositlerin tamaminin (21/21)
morula-blastosiste gelistigi belirlendi. Sonug olarak, kedi oositlerinin SOF medyumu igerisinde in vitro
olgunlastiniimasi, fertilizasyonu ve kiltiiriinii takiben transfer edilebilir dizeyde embriyo elde edilebildigi
goriilda. Sunulan bu galigma ile ilkemizde ilk defa kedi oositlerinin IVM ve IVF'u ile morula ve blastosist
diizeyinde embriyolar elde edilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Kedi, Oosit, /n Vitro Fertilizasyon, Embriyo
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Diinya {izerinde yasayan 36 vahsi kedi tirlintin neredeyse tamami ve evcil
kedilerden ozellikle iilkemize 6zgli olan, Van ve Ankara kedilerinin nesilleri yok olma
tehlikesi ile karsi karsiya bulunmaktadir (4, 8). Nesli tiikkenmekte olan bu tiirlerin
korunmasi ve kontrollit {retimleri igin, fn Vitro Maturasyon (IVM), In Vitro
Fertilizasyon (IVF) ve Embriyo Transferi (ET) gibi yardimer iireme teknikleri, son
yillarda evcil ve vahsi kediler tizerinde uygulanmaktadir (1-3, 9, 11). Bu tekniklerle,
yaslilik ve hastalik gibi nedenlerle reprodiiktif fonksiyonlarini yitirmis ve hatta 6liim
anindaki kedilerden bile in vitro kosullarda embriyo tireterek neslin devamini saglamak
miimkiin olabilmektedir. Kedi oositlerinin in vitro olgunlastirilmast ve in vitro
fertilizasyonuna yonelik ¢alismalar diinyada 20 yillik gegmise sahip olmakla birlikte (1,

6, 8, 10, 13), tilkemizde bu konu ¢ok yakin zamanda giindeme gelmis ve sinirli savida
arastirma yapilmistir (2).

Sunulan caliymada, kisirlastirilmis  sokak  kedilerinin - ovaryumlarindan
kazanilan oositlerin in vitro olgunlastirilmasi ve ardindan in vitro fertilizasyonu yoluyla
embriyo elde edilmesi ve elde edilen embriyolarin morula ve blastosist asamasina kadar
gelistirilmesi amagland.

Materyal ve Metot
Oositlerin Kazanilmasi ve Olgunlastirilmasi:

Ovaryumlar, ovario-histerektomi yapilmis sokak kedilerinden kazanildi ve 38°C deki
PBS soliisyonunda 2 saat icerisinde laboratuara tasindi. Ovaryumlarin yiizeyine bisturi
vardimiyla atilan kesitler, 38°C’deki M 2 medyumu yardimiyla yikanarak oositler saat
camina toplandi. /n vitro olgunlastirma igin ayrilacak oositlerin segiminde; saglam bir zona
pellusida, kompakt kumulus ooforus/korona radiata vapisi, homojen ve zona igini dolduran
koyu renkli vitellus varhg: kriterleri goz oniinde tutuldu (1, 2). Segilen oositler, en az bir
saat oncesinden 350 wl hacminde f{izeri mineral yag ile ortiilii olarak hazirlanmis ve
38°C’lik sicaklik ve %5 CO,, %5 0,3, % 90 N, gaz karisimli inkiibatér ortaminda gazlanmis
olan, SOF (Sentetik Ovidukt Fluid Medyumu)+4mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin)+10
peg/ml FSH (Sigma F-2293) + 10 pg/ml LH (Sigma L-5269) (pH: 7.9: Osmolarite: 286
mOsmol) ile 48 saat olgunlasmaya birakildl. Her bir 350 pul’lik medyuma 10-20 adet oosit
konuldu.

Spermanin Kapasitasyonu:

Calismada IVF amaciyla dondurulmus kedi spermas: kullamldi. 37°C’de 30 sn.de eritiler
sperma 1:1 oraninda SOF medyumu ile sulandirildi ve bu karisim, 300 g’de (550 rpm) seki:
dakika siireyle santrifiije edildi. Bu islemin ardindan iist kisimda kalan sivi atildi ve alttak
spermatozoon tortusu iizerine ayni medyumdan 150 pl eklendi. Daha sonra sperma, od:
sicakliginda (22°C) bir saat siireyle kapasitasyona (Swim — Up) birakildi. Bu siireni
sonunda, medyumun {ist kisimi (yiizen spermatozoonlar) toplandi ve spermanin motilitesi il
konsantrasyonu belirlendi ve sperma ayni medyum ile 2x10° /ml olacak sekilde sulandirild:
En az %40 motil olan spermalar ¢alismada kullanild: (1, 7).
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In Vitro Fertilizasyon-in Vitro Kiiltiir (IVF-IVK):

Hazirlanmis olan sperma drneginden 10 pl (20.000.000 spermatozoon) alinarak 90 pl
hacmindeki SOF medyum damlalar: i¢inde bulunan 10-20 adetlik oosit gruplarinin yanina
birakildi. Yirmi saat siireyle [VF’a birakilan oositler daha sonra kiiltiir medyumuna alindu.
Medyumlar kiiltiiriin {i¢lincii ve besinci giinlerinde tazelenerek yedi giin siireyle in vitro
kiiltiire devam edildi (5, 7). Bu siirenin sonunda, embriyolarin kalan kumulus hiicreleri
%0.1'lik hyaluronidaz enzimi (Sigma H 3506 From Bovine Testes) ve pipetleme
yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan, %0.7’lik KCI soliisyonunda iki-iic dakika
bekletildikten sonra lam-lamel arasma alinan embriyolar, boyama oncesi 1:3 asetik asit-
etanol soliisyonu icerisinde 24 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasi, hiicre ¢ekirdek boyasi
%2’lik aseto-orsein ile boyanan oosit/embriyolarin gelisgim durumlart faz-kontrast
mikroskopta x400°liik biiyiitmede belirlendi (2, 4).

Sekil 1. Dért hiicreli donemde bir embriyo (x40)
Picture 1. A Four-celled embryo (x40)

Calismanin sonunda, morula ve blastosist asamasina gelisen embriyolarin yam sira
kiiltiir ortaminda gelisemeyerek dejenere olan oosit/embriyolarn oranlari da belirlendi.

Sekil 2. Morula asamasina geligmis bir embriyo (x40)
Picture 2. An Embriyo at morula stage (x40)
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Bulgular

5 defa tekrarlanan galismada, yedi adet disi kediden toplam, 106 adet iyi kalitede
oosit toplandi. Oositlerin olgunlastinldig1 ve ardindan fertilize edildizi SOF medyumunda
in vitro kiiltiiriin ilk 24 saatlik diliminde 21 adet oositin yariklandigi gozlendi (Sekil 1).
Boylece cleavage oram %19.81 olarak belirlendi. Bununla birlikte, yedi giin siiren in vitro
kiiltiiriin sonunda, embriyolarm 13‘lintin (%12.26) morulaya (Sekil 2) ve sekizinin (%7.54)
blastosiste ulastig1 saptand: (Sekil 3-4) (Tablo 1).

Sekil 3. Blastosist donemine geligmis bir embriyo(x20)
Picture 3. An Embriyo at blasocyst stage (x20)

Tablo 1. in Vitro fertilizasyonla edilen embriyolarin gelisme durumlari
Table 1. Developmental stages of embryos derived by in vitro fertilization

Embriyo Sayisi
Oosit Sayisi Yariklanan Embriyo Sayisi Morula Blastosist
(n) (%)* (%)* (%)*
106 21 (19.81) 13 (12.26) 8(7.54)

* Oranlar baslangi¢ oosit sayis: esas alinarak hesaplanmustir.

Sekil 4. Boyanmis bir blastosist (x40)
Picture 4. A stained blasocyst (x40)
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Tartismave Sonug

Calismada yariklanma orani %19.81 olarak gerceklesti. Johnston ve ark. (3).
programli 1s1 ve 1sik kosullarinda barindirdiklart kedilere siiperovulasyon uygulayarak
kazandiklari sekonder oositlerde %79’luk bir yariklanma orani bulduklarini
bildirmislerdir. Buradaki farkin, arastiricilarin bu amagla in vivo olgunsmis oositler
(sekonder) kullanmalari, sunulan galismada ise olgun olmayan (primer) oositlerin in
vitro ortamda olgunlastirdiktan sonra kullamlmis olmasindan kaynaklandid
diisiiniilmektedir.

Sunulan caliymada elde edilen yariklanma ve morulatblastosist oranlari
(%19.81-%19.81) benzer bir ¢calismada Lengwinat ve ark. (6)’nin bulduklart %35 IVF,
ve %30 morula+blastosist degerlerinden daha diisiik olarak gerceklesmistir.

Bunun yani sira, sunulan ¢alismadaki yariklanma (%19.81), morula (%12.26)
ve blastosist (%7.54) oranlari Pope ve ark. (10)’nin benzer bir ¢calismada elde ettikleri
IVF (%54)., morula (%51) ve blastosist (%31) degerlerinden de daha dusiik
bulunmustur.

Bir ¢ok memeli tiiriinde, beslenmenin reprodiiktif fonksiyonlar {izerinde
oldukca etkili bir faktdér oldugu bildirilmektedir (12). Sunulan galismada &zellikle
yariklanma oranlarimin diisilk kalmasina neden olarak, kullanilan ovaryum vericisi
kedilerin tamaminin beslenme sorunu yasayan sokak kedilerinden olusmast beslenme
yetersizligine bagh muhtemel endokrin yetersizlikler ve bunun kazanilan oositlerin
olgunlagsma kabiliyetine olan olumsuz etkileri akla gelmektedir. Calismadaki en dikkat
cekici van ise. fertilize olmus oositlerin tamaminin, in vitro killtiir periyodunu takiben
morula ya da blastosiste gelismeleridir. Bu da kiiltiir medyumu olarak kullanilan SOF
medyumu ve 38°C sicakliktaki gaz karisimli (%3CO;, %50;, %90 N,) kiiltiir ortamnin,
in virro fertilize olmus kedi embriyolarinin kdltiirii i¢in optimal olabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, aym medyumun oosit/embriyolarin in vitro
yariklanmasi tzerine optimal olmadigi goriildi.IVF asamasi igin, degisik medyumlarin
denenmesinin yararli olabilecegi kanisina varildi.

IVF sonuglart dusiik kalmis olmasina ragmen, sunulan ¢alismada elde edilen
embriyolar, Tiirkiye’de bu giine kadar in vitro fertilizasyonla uretilmis olan ilk kedi
embriyolaridir.

Bundan sonraki calismalarda, in virro yariklanma oranlarimin artirilmasina
vonelik calismalarla birlikte, elde edilecek morula ve blastosistlerin dondurularak
saklanmasi ve ardindan hormonal olarak uygun duruma getirilmis alici annelere
transferi yoluyla yavru elde edilmesi hedeflenecektir.
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