IN VITRO EMBRIYO
URETIMI



In vitro dollemenin tarihcesi

e Karl von Baer (1825): Modern embriyolojinin
babasi olarak da kabul edilir. Kbpek ovaryumu
ve ovositleri Gzerine ilk ciddi calismalari
yapmistir.

 Walter Heape (1890): Tavsanlarda ilk embriyo
aktarimi yapmistir (gebelik saglanamadi).

* Pincus ve Enzman (1934): In vitro kosullarda
memeli ovositinin gelisebilecegini iddia ettiler.



Polge (1949). Gliserol kullanarak hayvan
sperminin dondurulabilecegini ortaya koydu.

Bunge ve Sherman (1953): Dondurulmus insan
spermi ile ilk yapay délleme.

Chang (1959): Tavsanda ilk IVF sonrasi yavru
elde edilmesi

Yanagimachi ve Chang (1963): Hamsterde in
vitro kosullarda kapasitasyon sonrasi IVF

Whittingham (1972): Farede ilk embryo
dondurma



Farede ilk in vitro embriyo kiltiri: 1968

25 Temmuz 1978: IVF sonrasi dogan ilk bebek
Kecide ilk IVF sonrasi canli yavru: 1985
Domuzda ve koyunda ilk IVF ile dogum: 1986
Sigirda IVF sonrasi ilk buzagi: 1982

Atlarda ilk IVF sonrasi tay dogumu: 1991



In vitro embriyo uretimi (IVEP)

Kapsami:

» Ovosit toplama
» In vitro maturation (IVM)
» In vitro fertilization (IVF)

» In vitro kulttr (IVC)



Neden Invitro délleme?

e Klasik in vivo embriyo uretiminde
siperovulasyon amacli hormon
uygulamalarina yanit veremeyen hayvanlarda
embriyo Uretimi

* Gebe hayvanlardan ovosit toplayabilme

* In vivo embriyo Uretimine miisaade etmeyen
bir sakatlik veya hastalik gecirmis olan
damizliklardan ovosit Uretimi



* Ani kesime gitmis veya gidecek olan degerli
damizliklardan dél alabilme

* In vivo embriyo Uretimine oranla cok daha
siklikla ovosit toplayabilmek ve dolayisiyla
daha siklikla embriyo Uretebilme imkani



Ovosit toplama
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Ovosit toplama

N4

Tuzlu su ve

antibiyotik iceren 32-
37°C ortamda nakil




Ovasitlerin kalite yonilyle simflandinimas:

A Simfi:

B Sumfi:

C Simafi:

Kompakt yapida Kumulus-ovocit-kompleks
(COCs) nin biitiinliiklii bir yigin olusturmasi, en
az 4 ve daha fazla katmanla cevrili bir ovosit,
homojen ve graniillii ovoplazma goriilmesi

2-3 sirah kumulus hiicrelerinin ¢evreledigi bir
ovosit, homojen ve graniiler yapida ovoplazma

Ovositi c¢evreleyen hiicreler kismen veya
tamamen eksik, yanlara dogru acillms ve
dagilms kiimiiliis hiicreleri, homojen olmayan ve
koyu renkte ovoplazma



Ovositlerin kalite
yoniinden
degerlendirilmesi:
Ustten ilk ve ikinci
ovosit A sinifi
kalitesinde
ovositler olarak
degerlendirilir.
Ortada solda B
sinifi, sagdaki ise C
sinifinda yer alan
ovositlerdir. Alttaki
solda B sinifi
sagdaki ovositler
ise IVF igin
kullanilamayacak
nitelikte C sinifinin
altinda olanlardir.



In vitro fertilizasyon

Dondurulmus
sefmen

@ Gozdiirme

In vitro sperm muamelesi ve kapasitasyon

V J

Inkiibasyon (18 saat boyunca
1-2 milyon/ml spermatozoa ile)

4

IV kiiltir ortaminda zigotlarin tutulmasi




Sperm muamelesi ve
Kapasitasyon

v’ Kulttr ortaminda bekletme
v'spermatozoa motilitesinin iyilestirilmesi
v Akrozom reaksiyonunun baslatiimasi

v'Basaril bir in vitro déllemenin saglanmasi



Kapasitasyon ortami
komponentleri

Bovine serum albumin
Heparin - glucoseaminoglycans

Kaffein — cyclic nucleotide phosphodiesterase
inhibitor



In vitro embriyo kulturu

9 giin boyunca IVK ortami ve CO, altinda 38.5°C’de
Inkiibasyon (5% CO, gazi, 90-95% nem)




In vitro dolleme ve
olgunlastirma ile ilgili oneml
hususlar

» Su kalitesi
» Tampon ¢ozelti kullanimi ve Osmolarity

» KUltUr ortami

» Maturasyon (olgunlastirma) suresinin etkisi



Diger hususlar..

» Antibiyotik & mineral yag kullanimi
»Isiktan koruma
»Sicaklik ve gaz

> Kultir ortaminin saklanmasi



Kultur icin kullanilan
ek urunler

#Protein
+Hormonlar ve buylime faktorleri

«KUltur kabi



In vitro kultur sistemi




Kompleks ortamda kultur

Oviductal epithelia cells

TCM-199 Granulosa cell
F-10 VERO (Afrika Yesil
MEM maymunu bobrek epiteli)
RPMI BRL

STO

3T3




Basit kultur ortami

= MCRaal

= MCRaa2

= MSOFaa
= KSOMaa
» G1/G2




Embriyo kalitesini iyilestirme
icin kriterler

v’ Mikemmel . Sferik,Simetrik ve Uniform hucre
boyutu
lyi  : Az sayida disari saciimis ve dizglin olmayan

formda blastomer hiicresi

v’ Orta : Disari sacilmis blastomerler, az sayida
dejenere hucrenin varlig

v Koti : Cok sayida disari sacilmis blastomer ve
dejenere hcre



Embriyo gelisiminin
degerlendirilmesi
v'2-16 hicreli safha
v'Morula : 32 den fazla hiicreli safha

v'Kompakt morula : Blastomerlerin kompakt gorinimu

v'Erken blastocyst : Blastosol boslugunun yeni olustugu
safha

Blastocyst : Bariz gorulen blastosol & hiicre
farklhilasmasinin baslamasi
v'Genislemis blastocyst : Embriyo genislemis zona
incelmis
v'Acilmis blastocyst : Embriyonun kismen veya tamamen
zona pelltsidadan cikmasi



Kok hiicre Transgenik hayvan

Genomun Klonlama

yeniden
programlanmas

' Erken dénem
gelisme
genetigi

Cryopresevation

Drug testing Embryoda cinsiyet tayini



Diunya’da IVF yoluyla embriyo lretimi

I T T [

Ulke uygula QOosit Embri uygula Oosit Embri wuygula Oosit  Embri

ma saylsl yosay. ma saylsl yosay. ma sayisl Yo say.
Finlan 148 1084 235 0 0 0 148 1084 235
diya
Fransa 256 2441 778 212 2203 716 44 238 62
Alman 1631 13663 2244 - - - - - -
ya
italya 730 9258 1481 - - - 730 9258 1481
Hollan 5818 45395 8727 - - - 730 9258 1481
da
ispany 55 668 103 54 614 83 1 54 20
a
Rusya 446 1808 195 0 0 0 446 1808 195

Avrup 9092 74397 13780 274 2897 816 4543 12442 4237



Mezbaha kdkenli ovaryumlardan oosit Uretimi

Verici sayisi Toplanan oosit Transfer edilebilir
sayisli embrlyo

Almanya

italya 10 428 108
Litvanya 3 9 0
Hollanda 28 1146 161

Toplam 65 2472 434



