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FARE OVUMLARININ IN VITRO FERTILIZASYONU
UZERINDE CALISMALAR

Studies on the fertilization of mouse eggs in vitro

Tevfik TEKELi!, Mehmet GULER?2, Melih AKSOY3

Summary : The aim of this study was to test
the recommended techniques of in vitro fertilizati-
on in mice as an experimental animal.

Adult female mice of Swiss albino strain
were superovulated by intraperitonal injection of
PMSG and HCG 48 hours apart. They were killed
16 hours after injection of HCG and their eggs
were recovered under warm oil in a plastic dish
containing 0.4 m! of incubation medium.

Sperms recovered from cauda epididymis of
adult males of the same strain were suspended in
a medium and incubated at 37° C under % 5 CO,
in air for 1.5-2 hours before they were used for 1n-
semination. The incubation medium was THY me-
dium containing glucose, sodium pyruvate, bovine
albumin and antibiotics.

At the time of insemination, a drop of sperm
suspension (10-20 pl) was added to the medium
containing egg clot. Eggs and sperms were incuba-
ted in incubation medium for 6 hours. In the first
group, fertilized eggs were left into the same medi-
um. In the second group they were transferred to
the development medium (Modified Whitten's) wit-
hout sodium lactate and incubated until they were
examined under stereo-microscope.

As a conclusion, in this study fertilized eggs
and 2-cell stage embryos were obtained but further
stage of embryos (morulae, blastocyst) couldn't be
reached.

Ozet : Bu calismada deney hayvan olarak
kullanilan farelerde in vitro fertilizasyon icin
onerilen yéntemlerin denenmesi ve in vitro yolla
fertilizasyon olgusunun gerceklestirilmesi amac-
lanmistir.

Calismada ovum elde etmek amaciyla
sekstiel olgunluga ulasms Isvicre albinosu disi fa-
relere 48 saat ara ile 6nce PMSG daha sonra HCG
hormonu  enjekte edilerek  siiperovulasyon
olusturuldu.

Ovumlar, HCG enjeksiyonundan 16 saat
sonra fareler 6ldurtilerek cumulus oophorus
hticreleri ile birlikte elde edildi ve sv1 paratin ile
kaplanms, ortasinda 0.4 ml vasat bulunan petri
kabindaki vasat icerisine kondu.

Spermatozoitler ise lsvigre albinosu olgun
erkek farelerin cauda epididimislerinden saglandi
ve 37°C'dek! 25 5 CO,'li ettivde 1.5-2 saat stireyle
inktbe edildi. mkugasyon vasat1 olarak glukoz,
sodyum piruvat, sigir serum albumini ve antibiyo-
tikleri ihtiva eden THY vasati kullamldi.

Daha sonra énceden hazirlanmis bulunan
spermatozoit stispansiyonundan 10-20 pl bir pipet
yardimiyla alinarak ovumlarm bulundugu petri
kabina ilave edildi ve 6 saat stireyle birarada
inktibasyona birakildilar. Bunu takiben ilk deneme
grubundaki fertilize ovumlar ayni vasat icerisinde
birakilmalanna karsin ikinci deneme grubundaki
fertilize ovumlar gelisme vasati1 olan, ancak sod-
yum laktat icermeyen Modifiye Whitten's vasatina
nakledildi ve 37°C'deki % 5 COg'li etiivde
inkiibasyonu takiben mikroskop altmda kontrol
edildiler.

Sonuc olarak Ovum ve spermatozoitlerin bi-
rarada inktibasyonlar1 sonucu ovumlarin fertilizas-
yonlann saglanmis ancak daha ileri béltinme
asamalarina kadar gelistirilememistir.

Girig

Memelilerde déllenmeyi etkileyen bazi sorun-
lanin ortaya konmasindan sonra, d6l alinabilmesi
ve gebelik oranlannin ytikseltilebilmesi icin in vitro
fertilizasyon calismalarinda gozle gorulur
gelismeler saglanmustir. Ciftlik hayvanlan tizerinde
yapilan calismalarda basar orani duisiik olmasina
ragmen insan ve kiicitk deney hayvanlarninda
basarilh sonuclar elde edilmistir (6).

Bu konudaki ilk calisma 1878 yilinda tavsan
ve kobaylarda yapilmis, bundan tam ytiz yil sonra
1978 yilinda bu yéntemle insanlarda ilk gebelik ve
dogum olay1 gerceklestirilmistir (5, 11, 15).

Farelerde in vitro fertilizasyon cahs-
malarinda ovum vericisi olarak kullanilan disilere
aydinlik ve karanhk periyot uygulamalarm taki-
ben PMSG ve HCG hormonlarinin enjeksiyonuyla
stiperovulasyon saglanabilecegi cesitli aras-
tirmacilar tarafindan bildirilmektedir (1, 2, 7, 8, 9,
14).

Ovumlarin fertilizasyonu amaciyla kul-
lanilacak spermatozoitler ise erkek farelerin cauda
epididimisinden elde edilebilmektedir (7, 8, 9, 12,
13, 14). Spermatozoitlerin kapasitasyonu i¢in
cesitli vasatlar énerilmistir (3, 9, 10, 12, 13). Kapa-
sitasyon stiresi ise ortalama 1-3 saat olarak bildi-
rilmektedir (3, 9, 14).

Kapasitasyonlan saglanmis fare spermatozo-
itlerinin ovumlarla birlikte 5-7 saat stireyle
37°C'de ve % 5 CO,'li ortamda inktibe edilmesi so-
nucu fertilize olmus ovumlar elde edilebilmektedir
(7, 8,9).

Bu calismada, farelerde in vitro fertilizasyon
icin &nerilen baz yéntem ve tekniklerin denenmesi
ve in vitro olarak fertilitazyon olgusunun gercek-
lestirilmesi amaclanmstir.
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Materyal ve Metot

Bu calismada Isvicre albinosu beyaz disi ve
erkek fareler kullanildi. Disi materyal sekstiel ol-
gunluga ulasmis en az 6 haftahk, erkek materyal
ise fertilitesi 6nceden saptanmis fareler arasindan
secildi. Disi ve erkek fareler calisma stiresince 6zel
hazirlanmis odada, ayr ayn kafeslerde barindirildi.
Normal bakim ve beslenme sartlan altindaki farele-
re 10 saat karanhk ve bunu takiben 14 saat
aydinlik 1s1k periyodu uygulandi.

Ovum elde etmek icin kullanilacak disi fare-
lere stiperovulasyon olusturmak amaciyla 48 saat
arayla énce 7.5 IU PMSG sonra 7.5 IU HCG hormo-
nu enjekte edildi. Ovumlar son HCG enjeksiyonun-

dan 16 saat sonra stereo-mikroskop altinda ovi- -

ductun ampulla kisminin delinmesiyle disanya
alindi. Elde edilen ovumlar, pH's1 % 5'lik CO, ile
dengelenmis ve siv1 parafin ile kaplanmis 0.4 ml
THY (13) vasati icerisine aktanldi.

Spermatozoitlerin elde edilmesi icin erkek fa-
relere laparotomi yapilarak cauda epididimis
disariya alind1 ve 0.4 ml THY vasat icerisinde bir
makas yardimiyla parcalanarak spermatozoitlerin
vasat icinde yayillmalan saglandi. Vasat igindeki
spermatozoitlerin kapasite olmalan icin 1.5-2 saat
stireyle 37°C'de % 5 CO,'li etitvde inkiibasyona
birakildi. Bu strenin sonunda, spermatozoit
stispansiyonundan 10-20 ul alinarak ovumlann
bulundugu vasat icerisine ilave edildi ve fertilizas-
yonun saglanmas: i¢in tekrar 37C°de % 5 CO,'li
ettivde inkiibasyona birakild:.

Cahsmadaki ilk deneme grubunda ovum ve
spermatozoitlerin 6 saat siireyle birlikte inktibas-
yonlarim takiben fertilize ovumlarin gelisme
vasatina nakilleri yapilmadi. Aym vasat igerisinde
daha uzun stire inkiibasyonlar1 saglanarak ovum-
lann gelismeleri izlenmeye calisildi. Daha sonraki
deneme grubunda ise ilk 6 saatlik inkiibasyondan
sonra fertilize ovumlar gelisme vasati olarak bilinen
ancak sodyum laktat icermeyen Modifiye Whitten's
vasatina nakledildi ve bu vasat icerisinde 37°C'de,
% 5 COq'li etitvde 24 saat stireyle inkiibe edildiler.
Inkiibasyon stiresinin bitiminde ovumlar mikros-
kop altinda incelenerek daha ileriki embrionik
asamalara ait degisikliklerin bulunup bulun-
madiklar1 kontrol edildi.

Bulgular

Calismada ilk deneme grubunda 6 saatlik
inktibasyondan sonra mikroskopta yapilan kontrol-
lerde ovumlarin fertilize olduklan gézlendi. Fertili-
zasyonun kamti olarak ikinci kutup cisimcigi, disi
ve erkek pronukleuslar ve iki hiicreli safhada bulu-
nan embriolar tesbit edildi (Resim 1). Ayni vasat
icerisinde daha uzun stire inkiibasyona devam
edildiginde ise ilk kontrollerinde ikinci kutup ci-
simcigi bulunan, disi ve erkek pronukleuslan
tasiyan embriolarin daha ileri asamalara ulasama-
diklari, 2-hticreli asamada bulunan embriolarin da
daha ileri dénemlere gegemiyerek canhiliklarini ta-
mamen kaybettikleri belirlendi.

Calismanin daha sonraki deneme grubunda
ise ovumlarn, fertilizasyon vasatinda, COJli
ettivde, 37°C'de inkiibasyonlarim1 takiben bir
kismiin fertilizasyon kriterlerini gosterdikleri ve
fertilize olduklan tespit edildi. Ancak ovumlann 6

Fertilizasyon vasat: icerisinde ilk 6 saat-
lik inkiibasyonu izleyen dénemdeki emb-
rio ve ovumlar, a. Disi ve erkek pronukle-
uslar1 iceren ovum b. iki hiicreli
dénemdeki embrio.

Resim 1:

saatlik inkiibasyonu takiben gelisme vasatina nak-
ledilmelerinden sonra yapilan ilk kontrollerde daha
ileri asamalara ulasamadiklar1 ve canlihklarnim
kaybettikleri gozlendi.

Tartisma ve Sonu¢

Sunulan calismada siiperovulasyonun olus-
turulmasinda ve ovumlarin elde edilmesinde
arastinncilar (1, 7, 9, 14) tarafindan 6énerilen
yontemler denenmis, siiperovulasyon cevabinin ye-
terli oldugu tespit edilmis, oviductun diseksiyonu
ve ovumlarin elde edilmesinde herhangi bir
gucliikle karsilasiimamistir.

Farelerle ilgili in vitro fertilizasyon calisma-
laninda ovumlarn fertilizasyonu amaciyla genellik-
le cauda epididimisten elde edilen spermatozoitle-
rin kullamldig: bildirilmektedir (7, 8, 9, 12, 13, 14).
Bu calisma sirasinda da kullanilan spermatozoitle-
rin cauda epididimisten elde edilmelerinde herhan-
gi bir sorunla karsilasilmamistir.

Spermatozoitlerin kapasitasyonu icin THY
vasati kullamlmis, spermatozoitler bu vasat
icerisinde 2 saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Her
iki calisma grubunda da fertilize olmus ovumlarn
ve 2-hticreli embriolarin elde edilmis olmasi, bu
vasatin spermatozoitlerin kapasitasyonu icin
uygun oldugunu ve bu islevi yerine getirdigini
gostermektedir.

Fertilize olmus ovumlar ve embriolar gelis-
melerini stirdirebilmeleri icin ilk 6 saatlik inkt-
basyon siiresini takiben gelisme vasatina aktanl-
maktadirlar (1, 3, 4). Miyamoto ve Chang (7), epidi-
dimal spermatoziotlerle délledikleri ovumlan gelis-
me vasatina aktarmadan aym vasat icerisinde
inkiibe ettiklerinde embriolanin % 10'unun blasto-
sist safthasina kadar gelistiklerini bildirmislerdir.

Sunulan c¢alismanin ilk deneme grubunda
2-hticreli embriolar ve fertilizasyon bulgularina
sahip diger ovumlar gelisme vasatina aktanlmadan
aym fertilizasyon vasati icerisinde uzun stireli ola-
rak inktibe edilmisler ve yapilan kontrollerde emb-
riolarin beklendigi gibi daha ileri asamalara ulasa-
madiklar, gelismelerini durdurduklan ve canh-
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hiklarimt kaybettikleri gézlenmistir. Bu durumun
embriolarnn gelisme vasatina aktarilmamasina, va-
sat pH'sinda sonradan sekillenebilecek degismelere
veya bakteriel kontaminasyona bagh olabilecegi
dustintlebilir.

Sonraki deneme grubunda fertilizasyon
vasatinda déllenen ve 2-hiicreli asamaya ulasan
ovumlar sodyum laktat icermeyen modifiye Whit-
ten's vasatina nakledildiler ve uzun stire bu vasat
icinde inktibe edildiler. Yapilan mikroskobik kont-
rollerde embriolarin yine ileri asamalara gelise-
medikleri ve canhliklanm kaybettikleri goézlendi.
Bunun nedeni olarak vasata sodyum laktatin ek-

lenmemesi, uygun olmayan inkiibasyon kosullan
veya vasata ait olabilecek diger olumsuz faktoérler
dusunulebilir.

Sonug¢ olarak calismada kullanilan in vitro
fertilizasyon teknigiyle deney hayvanlannda ba-
sarth sonuclarin elde edilebilecegi ortaya kon-
mustur. Ancak ovumlarin fertilizasyonundan itiba-
ren blastosistlerin sekillenme asamasina kadar
olan dénemin btiytik bir ézen ve dikat gerektirdigi,
olumsuz laboratuvar kosullar1 altinda embriolan
ileri asamalara kadar gelistirmenin gtic olacag:
kanisina varilmstir.
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