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PROTEIN ICERMEYEN MEDYA ILE OLGUNLASTIRILAN
iIMMATUR SIGIR OOSITLERININ IN VITRO FERTILiZASYONU VE
BLASTOSISTE KADAR GELISIMLERI

Yusuf Ziya GUZEY1*
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Ozet: Heniiz dogmamis buzagilardan elde edilen fotal buzagi serumu, buzaginin ac1 gekmesine neden olmaktadir. Hayvanlara daha az
ac1 ¢ektirilmesi ve hayvan refahi gibi konularda siiregelen tartismalar neticesinde 6zellikle son yillarda, in vitro embriyo ve hiicre
kiiltiirtinde fotal serum ikamelerinin kullanilma olanaklarina dair ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Bununla birlikte serum
icerisinde mevcut olan ve konsatrasyonu tam olarak belirlenemeyen molekiillerin hiicresel islevler ilizerine etkilerinden dolay1
ozellikle tekli molekiiler yolaklarin arastirildigl ¢alismalarda serum kullanimi bazi ¢akismalara neden olabilmektedir. Bu amagla,
serum ikamelerinin kullanim olanaklarinin arastirildigl bu ¢alismada, in vitro matiirasyon i¢in knockout serum™ kullaniminin ilk
béliinme ve blastosiste kadar gelisen embriyo sayisinin 6nemli oranda artirdig) tespit edilmistir. Bununla birlikte sentetik serum
ikamesi ve serum ikamesi 2 kullaniminin ise elde edilen embriyo sayilarini bir miktar diisiirdiigii belirlenmistir.
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In Vitro Fertilization of Inmature Bovine Oocytes Matured In a Protein-Free Media and Their Subsequent
Development to the Blastocysts

Abstract: Fetal calf serum obtained from unborn calves causes pain to the calf. As a result of the ongoing discussions on issues such as
less suffering to animals and animal welfare, especially in recent years, there has been a lot of research on the possibilities of using
fetal serum substitutes in in vitro embryo and cell culture. However, the use of serum may cause some conflicts, especially in studies
investigating single molecular pathways, due to the effects of molecules present in serum and whose concentration cannot be
determined precisely on cellular functions. For this purpose, in this study, in which the possibilities of using serum substitutes were
investigated, it was determined that the use of knockout serum™ for in vitro maturation significantly increased the number of
embryos developing until the first division and blastocyst. On the other hand, it was determined that the use of synthetic serum
substitution and serum substitution 2 slightly reduced the number of embryos obtained.
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1. Giris ozellikle son 20 yillik siire¢ icerisinde bir¢ok c¢alisma
Ozellikle verim yoninde yapilan iyilestirmeler yapimigtir.  Serum igerisinde mevcut olan  ve
sonucunda buzagilama orami diivelerde %55-60, sagmal konsantrasyonu tam olarak belirlenemeyen molekiillerin
ineklerde ise %35-40 seviyelerine kadar diismiistiir. Bu hiicresel islevler iizerine etkilerinden dolay1 6zellikle

noktada, siirii seviyesinde, iiretim ve lireme ozellikleri tekli molekiiler yolaklarin arastirildigi  ¢ahigmalarda

arasindaki negatif genetik korelasyonlar etkilidir serum kullanimi bazi ¢akismalara neden olabilmektedir.
Her ne kadar serumun oosit matiirasyonu ve in vitro

embriyo {izerine olumlu etkileri bir¢ok arastirma sonucu

(Lonergan ve ark. 2016).

Hayvansal kaynakli protein icermeyen medyalarin in
vitro fertilizasyonda (IVF) kullanimi hipoalerjenik ile ortaya konmus olsa da bazi ¢ekincelerin bulunmasi

bilesenleri bulundurmamas, igerigi tam tanimlanabilir aragtirmacilari  ticari embriyo tretiminde hayvansal

oldugundan embriyo gelisimi tizerinde daha iyi kontrol kaynakli olmayan alternatif ¢oziimlere ydneltmektedir
saglanmasi, alici ile verici arasindaki immiinolojik (Grad ve ark, 2010; Korhonen ve ark, 2010; Cevik ve
ark., 2014).

Protein icermeyen medya ile yapilan kiiltiirde kiimiiliis-

uyumluluk ve serum kaynakli enfeksiyon risklerinin
azaltilmasi gibi pek ¢ok noktada avantaj saglamaktadir.

Sigir  embriyolarinin  in vitro tretim kosullarinin oosit kompleksi (KOK) ve oositler, plastik/cam
iyilestirilmesi ve daha detayli tamimlanmasi iizerine, malzemeye yapisabilmekte ve miidahale giiclesmektedir.

Bununla birlikte serum, hormonlar, biiyiime faktorleri,
BS] Eng Sci / Yusuf Ziya GUZEY 321

@ ®O O | This work is licensed (CC BY-NC 4.0) under Creative Commons Attribution 4.0 International License

BV N




Black Sea Journal of Engineering and Science

vitaminler, peptitler gibi bir seri molekiil icerebilmekte
ve bu nedenle de serum kaynaklar1 arasinda biyolojik
aktivite bakimindan 6nemli farkhiliklar olabilmektedir
(Cevik ve ark. 2011). Ayrica, hayvan kaynakli serumlar
ozellikle viral ve prion kaynakh enfeksiyonlar igin
potansiyel kaynaklardir (Chanson ve ark., 2001).

Mevcut serum kaynaklarinin gerek hayvanlara eziyet
endiseleri ve gerekse de
kontaminasyon risklerinin elimine edilmesi bakimindan
serum ikameleri son yillarda tercih edilen bir alternatif
olusturmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile IVF
laboratuvarlarinin ¢alisma protokollerinin gliniimiiz
teknolojileri dogrultusunda giincellenmesi ve boéylece in
vitro embriyo lretimindeki basari oraninin artirilmasi
amaglanmistir.

alanindaki muhtemel

2. Materyal ve Yontem
Calisma Hatay Mustafa
Fakiiltesi Embriyo

yuritilmistiir. Kullanilan stok soliisyonlar Caisson Labs
(Sugar City, ID, USA) isimli firmadan satin alinmistir.

Universitesi, Ziraat
laboratuvarinda

Kemal
Kultari

Arastirma materyalini, Antakya’da 6zel bir kesimhanede
kesilen sigirlardan alinan ovaryumlardan elde edilen
KOK ve oositler olusturmustur. Bu amagla uygun tasima
kosullarinda  laboratuvara  getirilen = ovaryumlar
izerindeki 2-6 mm c¢aph yiizeysel folikiillerden, igne
takill enjektoér yardimi ile KOK igeren folikil sivisi
alinarak 15 mL tiip icerisinde toplanmistir. Folikiil
sivisinin igcerdigi KOK'lar stereo mikroskop yardimi ile
10x biliyiitmede bulunarak morfolojik degerlendirme
sonucunda diizgiin bir sitoplazma ve zona pellucida
yapisina sahip, atretik olmayan ve ¢evresinde yeterince
kiimillis hiicresi bulunan oositler matiirasyon igin
secilmislerdir. Secilen gruplarina
ayrilarak 38 °C’ de, havada %5 CO2 ve maksimum nem

oositler deneme
kosullar1 altinda matiirasyon icin kiltire alinmistir.
Deneme gruplarina gore matirasyon
medyalarinin kompozisyonu asagidaki sekildedir.

MatC= TCM 199 + pirtivat (22pg/ml) + FSH (5 pg/ml) +
LH (1 pg/ml) + E2 (4 ng/mL) + 50 IU Penisilin + 50 mg
Streptomisin + %10 fétal buzag: serumu (FBS)

MatSR2= TCM 199 + piriivat (22pg/ml) + FSH (5 pg/ml)
+ LH (1 pg/ml) + E2 (4 ng/mL) + 50 IU Penisilin + 50 mg
Streptomisin + %10 Serum Replacement 2 (SR2)
MatKSr= TCM 199 + piriivat (22pg/ml) + FSH (5 pg/ml)
+ LH (1 pg/ml) + E2 (4 ng/mL) + 50 IU Penisilin + 50 mg
Streptomisin + %10 Knock-out Serum (KSr)

MatSSS= TCM 199 + piriivat (22pug/ml) + FSH (5 pg/ml)

tasarlanan

+ LH (1 pg/ml) + E2 (4 ng/mL) + 50 IU Penisilin + 50 mg
Streptomisin + %10 Serum Substitute Supplement (SSS)
Matilirasyon medyalarinda deneme gruplar1 ig¢in
kullanilan ~ SR2,  Sigma-Aldrich  (S9388);  KSr,
ThermoFisher Sci (10828010); SSS ise Irvine Sci (99193)
isimli firmalardan satin alinmstir.

Matiirasyon islemi inkiibator igerisinde yaklasik olarak
22 saat siiresince devam etmis, bu siire sonunda
fertilizasyon medyalarina alinan oositlerde in vitro
fertilizasyonun saglanmasi amaciyla 1x106 sperm/mL
konsantrasyonunda spermatozoa ile 8-10 saat siire ile
kiltiire alinmistir. Gametlerin in vitro fertilizasyonu
amaciyla kullanilacak IVF-TALP (IVF-TL, 22 pg/mL
piriivat, 100 U/mL Penisilin, 100 pg/mL Streptomisin, 1
pg/mkL, 20 pmol/L penicillamine, 10 pmol/L hypotaurine,
1 pumol/L epinephrine, 6 mg/mL BSA-FAF) ve SP-TALP
(SP-TL, 22 pg/mL piriivat, 100 U/mL Penisilin, 100
pg/mL Streptomisin, 6 mg/mL BSA-FracV) medya
kullanilmistir. Tlim medya gegislerinde ise HEPES-TALP
(Hepes-TL, 22 pg/mL pirtivat + 100 U/mL Penisilin + 100
pg/mL Streptomisin +3 mg/mL BSA-FracV) tampon
soliisyon kullanilmistir.

Fertilizasyonun saglanmasi amaciyla gametler 38°C’ de,
havada %5 CO2 ve maksimum nem kosullar1 altinda
inkiibator icerisinde bekletilmistir. Ardindan mefruz
zigotlar1 ¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri vorteks yardimi
ile uzaklastirilmis ve 8’inci giine kadar potasyum
simpleks medya igerisinde ve 38°C, %5 CO2, %5 02, %90
N2 gaz kompozisyonu ve maksimum nem kosullarinda
inkiibator icerisinde kiiltiire alinmistir. Embriyolarin
icerisinde bulundugu medya 48 saat aralikla tazelenmis
ve embriyo gelisimleri izlenerek kaydedilmistir.
Embriyolarin kiiltiiri igcin KSOM-BE (KSOM+AA, 3
mg/mL BSA-FAF, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL
Streptomisin) medya kullanilmistir.

Embriyonik gelisimin degerlendirilmesi amaciyla klevaj
ve blastosist agamasina kadar gelisen embriyo oranlari
kayit altina alinmistir. Bu amagla kullanilan formiiller su
sekildedir;

Klevaj orani: ikiye boliinen zigot / toplam oosit sayisi
Blastosist orani: blastosiste kadar gelisen embriyo / ikiye
boliinen zigot sayisi.

3. Bulgular ve Tartisma

Arastirma 16 tekerrirli olarak 4 grup {izerinde
yuritilmistiir. Calisma siiresince toplam 1279 adet KOK
kullanilmstir.

Tablo 1. Gelisim asamalarina gore farkli muamele gruplarinin gelisim oranlari

Kontrol SR2 KSR SSS P
(n=321) (n=319) (n=319) (n=320)
5 hiicre 84,7+0,31ab 81.5+0,39bc 86,5+1,522 80,0+0,38¢ 0.000
(272) (260) (276) (256)
Blastosist 32,7+0,39b 29,6+0,46¢ 37,0+0,422 28,5+0,41¢ 0.000
(89) (77) (102) (73)

Degerler %z+ortalamanin standard hatasi (n) seklinde verilmistir.
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Arastirma sonucunda matlirasyon medyasina eklenen
serum ikamelerinin klevaj oranlar1 {izerine etkisinin
onemli oldugu tespit edilmistir (P<0,000). Yapilan Tukey
HSD ¢oklu karsilastirma testi sonucuna gore in vitro
kiiltiire alinan embriyolarda en yiiksek ilk béliinme orani
Knockout SerumTM (KSR) verilen grupta elde edilmis,
kontrol grubu arasindaki farklilik ise istatistiki olarak
o6nemli bulunmamistir (P>0,05). Bununla birlikte Serum
fkamesi 2 (SR2) ve Sentetik Serum Ikamesi (SSS) verilen
gruplarda gozlenen ilk boélinme oranlar;, Knockout
Serum grubuna oranla anlamh miktarda azalmistir
(P<0,01). En diisiik ilk béliinme oranlar1 ise %80
ortalama ile sentetik serum ikamesi verilen grupta
gbzlenmistir.

Yapilan bu c¢alismada medya igerisine serum yerine
serum ikamelerinin ilavesi ilk béliinme oranlarinin
énemli o6lciide artmasina neden olmustur. Immatiir
KOK’larin olgunlastirilmasi, blastosiste kadar in vitro
embriyo gelisimini etkileyen en kritik agsamalarin basinda
gelmektedir. Oositlerin olgunlastirilmasi i¢in kullanilan
medyum, sigir embriyolarinin gelisimini énemli 6l¢iide
etkilemektedir. In vitro olgunlastrma medyalarinda
siklikla kullanilan protein kaynaklar1 serum ve sigir
serum alblimini (BSA) olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jin
ve ark,, 2017; Mingoti ve ark., 2011; Sen ve Kuran, 2018).
Serum ilavesi bifazik bir etkiye sahiptir ve embriyo
gelisimini erken asamada inhibe eder, ancak daha
sonraki agsamalarda ise destekler (Ali ve Sirard, 2002;
George ve ark., 2008; Sagirkaya ve Ustiiner, 2010;
Sakurai ve ark., 2015). Elde etmis oldugumuz bulgular,
mevcut arastirma sonuglarinin  bulgularn ile de
desteklenmektedir.

Blastosiste kadar gelisen embriyo oranlari ilizerinden
yapilan karsilastirmada, ilk boliinme oranlarina benzer
bicimde, en iyi sonuclar yine Knockout Serum grubunda
elde edilmistir. Bu gruptaki blastosiste kadar gelisen
hiicrelerin orani diger gruplara oranla 6nemli oranda
artis gostermistir (P<0,01). Bu grubu takiben kontrol
grubundaki blastosist oranlar1 diger iki grup olan
sentetik serum ikamesi ve serum ikamesi 2 gruplarina
oranla anlamli bigimde yiiksektir (P<0,001).

KSR esas ozellesmemis embriyonik kok
hiicrelerinin kiiltiirii amaciyla bir serum ikamesi olarak
gelistirilmis olup, pluripoten kok hiicrelerinin kiltiirtiinde

olarak

yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bununla birlikte SSS,
insan albumini ve globulini iceren bir serum ikamesidir
ve genel olarak insanlarda yardimci tireme tekniklerinde
kullanilmaktadir. Oositlerin in vitro olgunlastirilmasi
sonucu elde edilen déllerde canlilik, fétal buzagi serumu
icerisindeki serum ve fetuin ile iligkilidir. Diger yandan,
serum icermeyen ortamda BSA ile yapilan in vitro
olgunlastirma ve fertilizasyonda zona sertlesmesine bagl
olarak basar1 azalmaktadir (Motohashi ve ark., 2017).

Her ne kadar serum embriyo kiiltiir ortamina katki yapsa
da, medyadan ¢ikarilmasi  durumunda  belirli
molekiillerin embriyo kiiltiiriindeki rolii daha iyi analiz
edilebilir (Duquew ve ark, 2003). Kiltiir medyasi
icerisinde protein bulunmamasi durumunda KOK ve
oositlerin manipiilasyonu zorlagmakta, plastik ve cam

malzemeye yapismalarina neden olmaktadir. Bununla
birlikte serum hormon, vitamin, peptit ve protein gibi
kismen tanimlanmamis molekiiller igerebilmektedir.
Hayvan kaynakli serumlar ayni zamanda viral ve prion
kaynakli enfeksiyonlara da neden olabilmektedir
(Bavister ve ark, 1992; Brackett ve Zuelke, 1993;
Chanson ve ark., 2001; Smetanina ve ark., 2006; Park ve
ark, 2013).

Yapilan bu calisma FBS kaynakh protein ve fetuin
olmadan da in vitro embriyo iiretimi sonucunda
sigirlarda canli doller elde edilebilecegini gostermis fakat
implantasyon oncesi gelisim potansiyelini destekleyen
etkili bilesenlerin bir yapilamamistir.
Bununla birlikte implantasyon sonrasi etkileri gosteren
bir bulgu da elde edilmediginden, daha detayh
calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

tanimlamasi

4. Sonug
Mevcut arastirma sonuglari, in vitro fertilizasyon ve
embriyo {iretiminde fotal serum yerine serum

ikamelerinin gilivenle kullanilabilecegini gostermistir.
Yapilan bu ¢alismaya gore 6zellikle Knockout Serum™
sigir embriyolarinin
kullanilabilecek tanimlanmis kiiltiir medyas: olabilecegi

in vitro iretiminde giivenle
belirlenmigtir. Sigir oositlerinin in vitro matiirasyonu
asamasinda, medya icgerisine serum yerine eklenen
Knockout serum, gelisiminin
acisindan %10 fotal seruma benzer ve hatta daha iyi

oosit tamamlanmasi
sonuclar elde edilmesine katki yapabilmektedir. Bu
sonuglarin elbette ki daha detayh arastirmalarla
desteklenmesi de gerekmektedir. Lipid metabolizmasi,
enerji tiikketimi gibi detayli ¢alismalar yapilarak bu
mekanizmanin ortaya ¢ikmasina neden olan faktérlerin
belirlenmesi yerinde olacaktir. Bununla birlikte mevcut
sonuglar goéz Oniline alinarak serum ikamesinin sigir
oositlerinin in  vitro
kullanilabilecegi soylenebilir.

olgunlastirmasinda  gilivenle

Katki Oram1 Beyani
Yazarin katki ylizdesi asagida verilmistir. Yazar makaleyi
incelemis ve onaylamistir.

Y.Z.G.
K 100
T 100
Y 100
VTI 100
VAY 100
KT 100
YZ 100
KI 100
GR 100
PY 100

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alimu.
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Catisma Beyani
Yazar bu ¢alismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini beyan
etmektedirler.

Etik Onay Beyam
Bu arastirmada hayvanlar ve insanlar iizerinde herhangi
bir ¢alisma yapilmadigi icin etik kurul onay1

alinmamistir.

Destek ve Tesekkiir Beyani

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan (No. 18.M.042)
desteklenmistir.
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