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OZET

Bu calismanin amaci, sigirlarda birim zamanda elde edilen embriyo sayisini artirmak igin ultrason rehberliginde
oosit toplanmast (Ovum pick-up, OPU) yonteminin kullanim imkanlarinin arastirilmasidir. Calismada, Lalahan Hayvancilik
Merkez Arastirma Enstitiistinde barindirilan 3-7 yas arasinda bulunan sekiz bas Siyah Alaca inek oosit vericisi olarak
kullanilmustir. Ultrason rehberliginde oosit toplamak amaciyla 7.5MHz’lik konveks prob ve aspirasyon ignesinin birlikte
yerlestirilmis ve sigirlardaki transvaginal ¢alismalar igin gelistirilmis olan 6zel ekipman kullanilmistir. OPU uygulamalari,
her hayvanda iki esit periyot halinde ve periyotlar arasinda fizyolojik dinlenme siireci birakilmak kaydiyla diizenli olarak her
hafta ve toplam 16 kez gerceklestirilmistir. Elde edilen oositlerin in vitro maturasyonlari icin TCM-199 (Tissue Culture
Medyum) medyumu, fertilizasyonlari i¢in Brackett ve Oliphant (BO) medyumu ile direkt yikama yontemi, in vitro kiiltiirleri
icinse Charles Rosencrans aminoasitli (CR1aa) medyumu kullanilmustir. Biitiin siireglerde, %5 CO,, % 95’in iizerinde bagil
nem ve 38.5°C sicakliga sahip inkubator kullamlmistir. Calisma boyunca 122 OPU uygulamas: gergeklestirilerek birinci
periyotta 565, ikinci periyotta ise 264 olmak iizere toplam 829 folikiile punksiyon yapilmig ve 228 adet oosit elde edilmis,
OPU uygulamasi bagina ortalama 1.940.20 adet oosit toplanmistir. Bu oositlerin A+B+C kalite olanlar1 in vitro embriyo elde
etme siirecine alinmig ve 48. saatte ortalama 0.310.09 adet embriyo gelisimi kaydedilmistir. /n vitro kiiltiir siireci sonunda ise
blastosist asamasina yedi adet embriyo gelmistir. Bireyler ve periyotlar arasinda, tespit edilen ortalama folikiil ve oosit
sayilart bakimindan 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Sonug olarak, ineklerde gozlenen folikiil sayilarinin diisik oldugu
buna baglh olarak elde edilen oosit sayisinin ve elde edilen embriyo sayisinin da arzu edilen diizeyde olmadig1 goriilmiistiir.
Bu veriler 1s181nda sifirlarda OPU tekniginin oosit toplanmasi amaciyla uygulanabilecegi ancak embriyo elde edilmesi igin
oosit vericilerinin se¢cimine ve bakim-besleme sartlarinin optimal olmasina 6zen gosterilmesi gerektigi kanisina vartlmustir.

Anahtar Kelimeler : Sigir, Oosit toplanmasi, Ultrason, in vitro embriyo liretimi

SUMMARY

The aim of the study is to investigate the possibilities of ovum pick-up (OPU) technique for increasing the number
of embryo production from cattle. Eight Holstein Friesian cows aged between 3-7 years and housed in Lalahan Central
Livestock Research Institute were used as oocyte donors. A special attachment designed for transvaginal studies, with 7.5
MHz transducer and aspirating needle apparatus was used for oocytes aspiration from donors. OPU sessions were applied
once a week regularly for each donor. The study was divided into two periods. A refreshment season was put between each
period for animal resting physiologically. Each donor jointed eight sessions per periods then 16 sessions were done totally
during this study. Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) was used for in vitro maturation of oocytes. Direct washing
method with Brackett and Oliphant medium (BO) was used for in vitro fertilization process. Amino acids added Charles
Rosencrans (CR1aa) medium was used for in vitro culture. Five percent CO,, over 95 % of humidity and 38.5°C
environmental condition was used in the incubator for oocyte maturation, fertilization, and also embryo culture. Total 122
OPU sessions were realized during this study then 565 follicles at first period and 264 follicles at second period were
punctured. Eight hundred twenty nine follicles were aspirated in two periods totally. After the study 228 oocytes were taken
from donors. Average number of aspirated oocytes was 1.910.20 per OPU session. The A, B, C quality oocytes were put
together in in vitro culture process after qualification according to cumulus oocytes complex. Average cleavage rate was
0.3+0.09 at 48 hours after fertilization. Seven embryos were reached blastocyts stage during the study. There have been
differences statistically between two periods for the number of follicles and each cow. Also each period showed significant
difference for aspirated oocytes. As a result, the number of embryos and oocytes were low because the average number of
punctured follicles was limited for each cow. But it is the author’s belief that OPU technique can be used to provide oocytes
from live donor cows. Genetically best donors and proper nutritional and environmental conditions should be selected for
OPU sessions.
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GiRiS

Sigir 1slahinda amag, tistiin verimli elit
hayvanlarin  siirii  igerisinde  sayilarinin
artirllmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda 1980’ 1i
yillardan itibaren siiperovulasyonla birlikte
embriyo transferi teknigi yogun olarak
kullanilmistir.  Yardimci  ilireme  teknikleri
arasinda yer alan bu metotlar sayesinde
generasyonlar arasi siire goreceli olarak
azaltilmakta ve genetik ilerleme hizlandiril-
maktadir. Bu bakimdan o6ncelikle sigirlarda

uygulanan 1slah ¢aligmalarinda biiyiik avantaj
saglamaktadir (1, 11, 12, 31).

Siit¢ti isletmelerde ultrason kullani-
minin yayginlagsmasiyla yetistirme konusunda
biiyilk asamalar kaydedilmis ve giiniimiizde
ultrason rehberliginde elde edilen oositlerden
in vitro kosullarda embriyo iiretimi uygulana-
bilir hale gelmistir (17). Inek ovaryumlarindan
ultrason rehberliginde ovum toplanmasi
(Ovum pick-up/OPU); igerisine konveks prob
ve aspirasyon ignesi yerlestirilmis 6zel atac-
man vasitasiyla transvaginal olarak girilerek,
ovaryumlarda bulunan folikiillere punksiyon
yapilmasit ve igerisindeki immature oositlerin
aspirasyonla toplanmasi seklinde uygulanmak-
tadir. Elde edilen immature oositler in vitro
embriyo elde etme (IVP) siirecine alinarak
embriyolar iiretilmektedir (39).

Sigirlarda bir yil icerisinde sinirh
sayida siiperovulasyon uygulanabilmesi, siiper-
ovulasyona verilen cevabin c¢ok degisken
olmasi, hormonal uygulamalarin ovaryumlarda
kistik yapilara neden olmalar1 sonugta sinirl
sayida embriyo ve yavru alinmasina neden
olmaktadir. Bu durum arastirmacilar1 daha
etkin yontemler {izerinde c¢alismaya tegvik
etmistir. Bir buzagi dogdugu anda bile,
ovaryumlarinda ortalama 100-150 bin disi
gamet bulundurmasina ragmen, hayat1 boyunca
yalmzca 10 yavru verebilmektedir. Geriye
kalan oositler Ostrus sikluslari igerisinde atrezi
olarak kaybolmaktadirlar (4, 12, 23, 32, 33,
37).

Mezbahadan alinan ovaryumlar kulla-
nilarak embriyo ve gebelik elde edilebilmesine
ragmen, bu durum bazi olumsuzluklar1 da
beraberinde getirmektedir. Bu olumsuzluklarin
iistesinden gelinmesi amaciyla canli hayvan-
lardan oosit toplanmasi s6z konusu olmus ve
bunun ilk tecriibeleri laparaskopi ve
laparatomi yontemleriyle gerceklestirilmigtir
(22, 28). Ardindan ultrasonografi yardimiyla
laparaskopi yontemi denenmis (10), 1988
yilinda ise ilk kez insanlarda uygulanan OPU
yontemi ineklere adapte edilerek kullanilmigtir
(39).

Secilmis kiymetli donorlerin kullani-
mina imkan veren Onemli bir teknik olan
OPU’nun  basar1  diizeyini, prehormonal
uygulamalar, aspirasyon sikligi ve teknisyen
becerisi gibi unsurlar belirlemektedir (1, 6).
Ovaryumlardaki yiiksek gamet potansiyelinden
olabildigince etkin yararlanma imkani1 veren
bu teknik sayesinde, bazi fiziksel problemler
(ayak kirig1 vb) yiiziinden ayiklanan hayvanlar
ile abnormal serviks ve fimbrial yapismalar
gibi bazi bozukluklara sahip infertil hayvan-
lardan embriyo elde etme sansi vermektedir.
OPU yontemi, binlerce embriyoya ihtiyag
duyulan bilimsel ¢alismalar i¢in iyi bir arag
durumundadir (4, 12, 27, 31).

Diinyada 30 yili askin bir siiredir hatir1
sayilir diizeyde ticari bir unsur durumunda
olan embriyo transferi (ET) teknolojisi
sayesinde iiretilen sigir embriyolarindan 2003
yili verilerine gore diinya genelinde tasiyici
ineklere 500000’in {izerinde taze veya
dondurulmus embriyo transferi yapilmistir.
Uretilen embriyolarm % 15-25 kadarini ise in
vitro kosullarda iiretilmis embriyolar olustur-
maktadir. Ornegin aym yil yalmzca Brezilya’
da OPU islemi ile 267000 oosit toplanmigtir
(4, 31, 45). Diinyada inekler tizerindeki OPU
calismalar1 ile iilkemizdeki ilk in vitro
fertilizasyon  (IVF) calismalar1 es zamana
denk gelmektedir (28, 44). In vitro
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fertilizasyon yontemi kullamilarak ilk buzagi
1982 yilinda, iillkemizde ise 2005 yilinda elde
edilmistir (3, 7).

Bu c¢alismanin amaci, sigirlardan birim
zamanda alinan embriyo sayisini artirmak icin
OPU yonteminin  kullanim  imkanlarinin
aragtirtlmasidir.  OPU  metodu  iilkemizde
sigirlarda ilk kez uygulanmus olup, IVP
teknigiyle kombine bir sekilde kullanilarak ¢ok
sayida embriyo elde edilmesi imkam
arastirllmistir.

MATERYAL VE METOT

Lalahan Hayvancilik Merkez Arastir-
ma Enstitlisiinde barindirilan 3-7 yas arasinda
bulunan, sekiz bas Siyah Alaca inek donor
(oosit vericisi) olarak kullanilmustir. Inekler
ayn1 bakim ve besleme sartlarina tabi tutulmus,
OPU siireci icerisinde ekstra besleme yapilma-
mistir. Bireylere hormonal stimulasyon yapil-

mamig, Ostrus siklusunun herhangi bir aninda
uygulamalar baslatilmis ve haftada bir kez
olmak kaydiyla aym islemler 16 kez
tekrarlanmigtir. Caligma, ilki ilkbahar digeri
sonbahar aylarinda olmak {iizere iki periyot
halinde gerceklestirilmistir. Periyodun her
birinde her inegin en az sekiz kez OPU
islemine tabi tutulmasina 6zen gosterilmistir.

Ovaryumu gozlemek, folikiilleri tespit
ve oosit aspirasyonunu gerceklestirmek ve
oositleri toplayip islem bitene dek korumak
amaciyla; ultrason cihazi (Pie med./Aquila),
7.5MHz dalga boyunda calisan, konveks prob
(R10, endocavity 150°), bu probun ve
aspirasyon ignesinin yerlestirildigi 6zel prob
atagmani (Resim 1), vakum pompasi (Resim 2)
ve su banyosu diizeneginden olusan bir sistem
kullanilmistir.  OPU  iglemleri Kruip ve
arkadaslarinin ~ (26) tarif ettigi = sekilde
gerceklestirilmistir.

Resim 1. Ultrason cihazi ve prob atagmant

Hayvanlarin  giivenli  bir  sekilde
caligma bolgesine alinmasinin ardindan rektum
bosaltilarak perineal bolgenin temizlik ve
dezenfeksiyonu ve epidural anestezi uygu-
lanmustir.  Oncelikle folikiillerin yer ve
biiytikliiklerinin tespit ve kaydinin yapilma-
sinin ardindan, her iki ovaryum i¢in de vakit

Resim 2. Vakum pompasi

gecirmeden aspirasyon islemleri gercekles-
tirilmistir. OPU iglemleri Carter ve arkadaslari
(12) ile Goto ve arkadaglarinin (21) en uygun
oldugunu bildirdikleri siklikta yani her bir
birey icin haftada bir kez ve ardisik olmak
iizere tekrarlanmistir.
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“T=  Aspirasyon ignesinin folikl

icinde durumu

Resim 3. Folikiil punksiyonu (6ncesi ve sonrasi)

Aspirasyon, 2-15 mm arasinda degisen
biiytiklitkteki folikiillerden gerceklestirilmis
ve vakum degeri olarak 80-100 mmHg
kullanilmigtir. OPU islemi i¢in 18 G’lik tek
kullanimlik enjektor igneleri tercih edilmis ve
islemin miimkiin oldugunca kisa siirede (30
dk) bitirilmesine 6zen gosterilmistir (Resim 3).
Aspirasyon islemi sirasinda toplama kanalla-
rinin  kan pihtis1 ile tikanmasini  6nlemek
amaciyla 10 TU/ml Heparin (Nevparin5000 /
Mustafa Nevzat Ilag San.) + % 1 buzag
serumu (CS) + 100 IU penisilin/ml + 100
pg/ml streptomisin (I.E. Ulugay) iceren PBS
soliisyonu kullanilmistir. Aspirasyon islemi
bitirildikten sonra 30°C’lik su banyosunda 50
ml’lik tiiplerde toplanan aspirasyon sivisi
laboratuvarda siizme islemine tabi tutulmus ve
her hayvan i¢in farkli bir tiip kullanilmistir.
Biitiin in vitro maturasyon, fertilizasyon ve
kiiltiir siirecleri bireysel etkilerin karismamasi
ve sonuglarin karsilastirilabilmesi amaciyla her
birey icin farkli mikrodamlalarda gergeklesti-
rilmistir. Bu amagla her oosit i¢cin 5 ul
medyumla hazirlanmis olan mikrodamlalar
kullanilmustir. Kalite degerlendirmeleri, kumu-
lus oosit kompleksinin (COC) durumuna gore
A (iyi), B (vasat), C (Kumulussuz) ve D
(Dejenere) seklinde siniflandirilarak gercek-
lestirilmis ve maturasyon siirecine A+B+C
kalite olanlar alinip dejenere olanlar siirece
dahil edilmemistir (8).

Secilen kumulus hiicrelerine sahip
oositler, en az 3 saat onceden 35 mm petriler
(Falcon 1008/Dickinson) igerisinde hazirlana-
rak inkubatorde ekilibre edilmis olan TCM-
199 medyumu ile birka¢ kez yikanarak matu-
rasyon mikrodamlalarina alinmistir. Maturas-
yon medyumu olarak Doku Kiiltiirii Medyumu
(Tissue  Culture ~ Medyum) TCM-199
(M7528/Sigma-Aldrich Co.) kullanilmistir.
Medyuma, 0.1 mg/ml L-Glutamin
(G8540/Sigma-Aldrich Co.), %5 CS (Buzag
Serumu) (N4762/Sigma-Aldrich Co.), 100
[U/ml kristalize penisilin-G potasyum ve 100
ug/ml  kristalize streptomisin siilfat ilave
edilmistir. Bu islemlerin ardindan 35 mm
kiiltiir petrilerinde (Falcon 3001/Dickinson),
100 pl hacimde mikrodamlalar hazirlanarak
iizerine 4.5 ml mineral yag (M8410/Sigma-
Aldrich Co.) ilave edilmistir. Hazirlanan biitiin
maturasyon medyumlari, oositler yerlestiril-
meden en az 3 saat onceden % 95’in iizerinde
bagil nem ve % 5 CO, igeren 39°C’deki
inkubatore konarak bu inkubasyon ortaminda
ekilibre olmalar1 saglanmustir. inek oositlerinin
in vitro maturasyon iglemi, % 5 CO,, % 95’in
iizerinde bagll nem ve 38.5°C’de 22 saatte
gerceklestirilmistir.  Inkubasyon  periyodu
sonunda kumulus ekspansiyonu goriilenler
mature kabul edilmistir.

In vitro fertilizasyon amaciyla Lalahan
Hayvancilik Merkez Aragtirma Enstitiisti Suni
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Tohumlama Laboratuvarinda {iretilen ve
icerisinde  175x10°  spermatozoa bulunan
0.25ml’lik ticari payetlerde dondurulmus
Siyah Alaca wrki boga spermalar1 kullani-
Imistir. In  vitro fertilizasyonda farkliliga
meydan vermemek amaciyla, bir bogadan, ayn1
giin alimarak dondurulan, esdeger motiliteye
sahip spermalar kullanilmistir. Kanagawa ve
arkadaslarinin (24) tarif ettigi yonteme gore,
spermatozoonlarin kriyoprotektanlar ve
seminal plazmadan ayristirilmasi, sulandiril-
mast ve kapasitasyonu amaciyla her birine
farkli isim verilen modifiye BO medyumlari
kullanilmistir. Kapasitasyon amaciyla 5 TU/ml
heparin (H3149/Sigma-Aldrich Co.) ve 2 mM
kafein (C4144/Sigma-Aldrich Co.) kullanil-
mistir. BO stok soliisyonu-2 kullanilmadan
once CO, ile muamele edilerek pH’smin
diismesi saglanmistir.

Medyumlarin ~ her  biri, sperma
islenmesinden en az iki saat once hazirlanarak,
Sperm Yikama Medyumu (SYM) ve Sperm
Sulandirma Medyumu (SSM) 35°C’deki su
banyosuna, Oosit Yikama Medyumu (OYM)
ise ekilibrasyon amaciyla inkubatére konmus-
tur. In vitro fertilizasyon amaciyla 35 mm
kiiltiir ~ petrileri  kullanilmustir.  Oncelikle
spermatozoonlarin yerlestirilecegi mikrodam-
lalara, 5 ul OYM ve iizerine 4.5 ml mineral
yag konarak 6n hazirlik yapilmis ve bunlarda
ekilibrasyon amaciyla inkubatore kaldiril-
mustir.  37°C’deki su banyosunda 20-30
saniyede ¢Ozdiiriilen spermalar (4 adet sperma
payeti), 15 ml hacmindeki bos santrifiij
tilplerine alinmus, iizerlerine 6 ml SYM ilave
edilerek 1800 rpm devirde 5 dk santrifiijden
sonra  sifon

yaptirilarak  siipernatantin

ayrilmasinin ardindan islem tekrarlanmistir.

Spermatozoonlarin sayimlarinin kolay
yapilabilmesi amaciyla sedimentinin iizerine
yaklasik 1 ml SYM ilave edildikten sonra,
sayim  yapilarak sedimentin icerdigi
spermatozoa miktar1 bulunmustur. SYS ve
SSM’ler kullanilarak spermatozoonlar sulandi-

rilip, sayimlar1t Thoma lami kullanilarak
yapilmistir.  Sayim  Oncesi  spermatozoa
yogunlugunu azaltmak amaciyla % 5 NaCl
iceren soliisyonla 1/100 oraninda sulandirma
islemi yapilarak son yogunluk, 6.25x10%ml
spermatozoa olacak sekilde fertilizasyon
medyumu hazirlanmisgtir.

SSM ile yaklasik 30.000 spermatozoa /
oosit olacak sekilde son sulandirmasi yapilan
spermatozoonlar fertilizasyon mikrodamla-
larina alinarak inkubatore konulmustur. /n
vitro maturasyonu tamamlanan oositler
fertilizasyon i¢in dnce OYM ile en az 3 kez
yikandiktan sonra, preinkubasyondan ¢ikarilan
spermatozoonlarin iizerine her oosit i¢in 5 pl
fertilizasyon medyumu olacak sekilde ilave
edilmis ve sonrasinda sonra oositler OYM ile
yikanip toplam 30 dakika icerisinde ferti-
lizasyon mikrodamlalarina yerlestirilmistir.

Kullanilan sperm isleme metodunda
Olii/canli spermatozoonlarin ayirimina ihtiyag
duyulmamis ve islemler sonunda ortalama
% 50 motil spermatozoon olmak kaydiyla oosit
basina yaklagik 15000 canli spermatozoa ile
fertilizasyon islemi, % 5 CO, igeren inku-
batorde 5-6 saat icerisinde gergeklestirilmistir.

Embriyolarin in vitro kiiltirii igin
CRlaa medyumu islemlerden Once labora-
tuvarda taze olarak hazirlamp kullamlmstir. /n
vitro  fertilizasyon  isleminin  ardindan
oositlerin etrafin1 saran kumulus hiicreleri
steril cam Pastor pipetleriyle pipetleme islemi
yapilarak uzaklagtirnllmis ardindan oositler
maturasyon siirecinde oldugu gibi mikrodam-
lalara yerlestirilmistir. Bu islemden Once
oositler, en az 3 saat Onceden hazirlanip
inkubatore kaldirilmis ve igerisinde oositlerin
yikanmast amactyla kiiltiir medyumu konmus
olan 35 mm’lik normal petrilerde en az 6 kez
yikanarak kalan kumulus hiicreleri ve

spermatozoonlardan arinmalar1 saglanmustir.

In vitro embriyo kiiltiirii amaciyla % 5
CO,, % 95’in iizerinde bagil nem ve 38.5°C
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merkezi sicakliktaki inkubator kullanilmustir.
Embriyolarin, kiiltiir amaciyla inkubasyona
alinmasin1 takip eden 48. saat ilk boliinme
kontrolii yapilmis olup, boliinmeler 2 hiicre ve
4 ya da daha yukar1 sayida hiicreler seklinde
siniflandirilmistir.  Embriyo elde edilmesi
amaciyla kiiltir siirecinde mikrodamlalar
icerisindeki medyumlarin  zaman zaman
yenilenmesi yoluna gidilmemis ve blastosist
elde edilmesi icin fertilizasyon isleminin
tamamlanmasin1 takip eden 7. giine dek
embriyo geligimleri takip edilmistir.

Ineklerde  tespit edilen  folikiil
miktarlari, aspire edilen oosit miktarlart ve
OPU sisteminin iglerligi, elde edilen oositlerin
kalite degerlendirmesi ve IVP sisteminde
embriyo elde edilme oranlar1 ile siirecin
degerlendirmesi yapilmistir.

Sunulan calismada, kullanilan inek-
lerin oosit toplama oranlarinin karsilastirilma-
sinda Khi-kare testi; folikiil ve oosit sayisi ile
48. saatte boliinen zigot sayilar1 bakimindan
bireylere ait ortalamalarin karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis testi; s6z konusu Ozellikler
bakimindan periyotlarin karsilastirilmasinda
ise eslesmis gruplarda t Testi yoOntemleri
kullanilmustir.

BULGULAR

Calisma boyunca, 122 OPU islemi
gerceklestirilmis olup, birinci periyotta 565,
ikinci periyotta ise 264 olmak iizere toplam
829 adet folikiil tespit edilmistir (Tablo 1). Bu
folikiillere yapilan punksiyonlar sonucunda,
166 adet A+B kalite, 62 adet ise C+D kalite
olmak iizere toplam 228 adet oosit elde
edilmistir. Dolayisiyla OPU iglemleri sonunda
elde edilen oositlerin % 72.8’i A+B kalite ve
% 272 ise C+D kalite oosit seklinde
gerceklesmis ve oosit toplama oran1 % 27.50
olarak oOl¢iilmiistiir. OPU islemi basina elde
edilen ortalama folikiil sayis1 6.8+0.30,
ortalama oosit sayisi 1.9+ 0.20 ve 48. saatte

boliinen zigot sayist ise 0.3+0.09 olarak tespit
edilmistir.

Calisma siiresince in vitro embriyo
elde etme siirecine alinan 166 adet A+B kalite
oositlerden 48. saatte boliinen zigot sayisi
birinci periyotta 29 adet, ikinci periyotta 12
adet olmak iizere toplam 41 adet olarak tespit
edilmistir. Buna gore her OPU islemi basina
48. saatte boliinen zigot oram1 % 29.7 iken,
kiiltiir siirecine alinanlar g6z oniine alindiginda
bu oran % 40.4 olarak hesaplanmistir. Birinci
periyotta yedinci giin yedi adet embriyo
gelisimi gozlenirken, ikinci periyotta yedinci
giinde blastosist agamasinda embriyo gelisimi
izlenmemistir. Yedinci giin elde edilen emb-
riyo miktarlari ¢cok diisiik oldugundan istatistik
degerlendirmeye alinmanustir (Tablo 2).

Deneme siiresince bireylerde en fazla
143 folikiil, 43 oosit; en az 66 folikil ve 11
oosit  tespit edilmistir. Ortalama folikiil
sayilar1 agisindan bireylere gore en ¢ok 8.9 en
diisik 4.1 folikiil gelisimi hesaplanmstir.
Bireylere gore ortalama oosit sayilari
acisindan ise en yiiksek 2.7 ve en diisiik 0.7
bulunmustur. Ayni sekilde 48. saatte boliinen
zigot ortalamalarinda ise en yiiksek 1.3, en
diisik 0.1 olarak bulunmustur. Yedinci giin
embriyo gelisimi bakimindan kimi bireylerde
iic blastosist asamasinda embriyo gelisimi
kaydedilirken kimi bireylerde hicbir embriyo
gelisimi olmamustir.

Calisma boyunca elde edilen folikiil
sayilar1 bakimindan birey ortalamalar1 arasin-
daki farklarin istatistik olarak 6nemli oldugu
goriilmiistir (P<0.01). Toplanan oosit ve 48.
saatte boliinen zigot sayilari bakimindan birey
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistik
olarak o©Onemsizdir (P>0.05). Tablo 1’de
gortildiigti gibi  bir birey disinda biitiin
bireylerde OPU islemi 16 kez gercekles-
tirilmigtir.






Tablo 1. Bireylere gore elde edilen OPU bulgulari

Ortalama
ek i;:’ﬂ Tespit edilen O;ta:!:'j:a Tzz::“ t;‘l’::a Oga'a_':‘a ﬁ:;'te balinen
) folikiil (n) 70' u_ ) orani (%) 705'_ béliinen jlgo_
(X £8x) (X £Sx) | Z9ot(M) | (X +sx)
A 16 118 7.4+0.88 42 35.59 2.6x0.64 4 0.3£0.19
B 16 106 6.6+0.60 29 27.36 1.8+0.40 4 0.3£0.11
C 10 89 8.9+1.24 31 34.83 3.1+1.14 13 1.3+0.84
D 16 66 4.1£0.55 11 16.67 0.7+0.28 1 0.1£0.06
E 16 87 5.4+0.62 21 24.14 1.320.34 1 0.1£0.06
F 16 100 6.3+0.90 27 27.00 1.7+0.51 5 0.31£0.15
G 16 120 7.5%0.70 24 20.00 1.5+0.37 3 0.2£0.10
H 16 143 8.9+0.91 43 30.07 2.7+0.73 10 0.6£0.26
Genel | 122 829 6.8:0.30 | 228 2750 | 1.9+0.20 41 0.3£0.09
P " . i _
P>0.05; *: P< 0.05; **:P<0.01
Tablo 2. Periyotlara ve bireylere gore elde edilen OPU bulgulari
« | opu Ortalama | Toplam | Orialama | 48.sast | (EEOTH | @
2 | islemi | Folikat | folikd! oosit Oosit | Polanen | B2 M | g
S o m | (Xxsx) | ) | (X#s5) | oy | o |8
(X £Sx)
A 8 73 9.1+1.33 26 3.3+1.11 4 0.5+0.38 1
B 8 67 8.4+0.63 19 2.4+0.65 2 0.3+0.16 2
5 C 8 81 10.1£1.13 30 3.8+1.33 13 1.6+1.03 0
-d:>)‘ D 8 44 5.5+0.65 8 1.0+0.50 0 0.0£0.00 0
o E 8 59 7.4+0.63 13 1.6+0.63 1 0.1+0.13 0
T F 8 71 8.9+0.99 21 2.6+0.87 3 0.4+0.26 3
G 8 74 9.340.94 18 2.3+0.56 2 0.3+0.16 1
H 8 96 12.0£0.65 30 3.8+1.33 4 0.5+0.38 0
Genel 64 565 8.8+0.38° 165 2.6+0.33° 29 0.5£0.16 7
A 8 45 5.6+£0.84 16 2.0£0.65 0 0.0£0.00 0
B 8 39 4.9+0.55 10 1.320.41 2 0.31£0.16 0
5 C 2 8 4.0+2.00 1 0.5+0.50 0 0.0£0.00 0
-d:>)‘ D 8 22 2.81£0.56 3 0.4+0.26 1 0.1£0.13 0
o E 8 28 3.5£0.42 8 1.0+0.27 0 0.0£0.00 0
o F 8 29 3.6£0.73 6 0.8+0.31 2 0.3£0.16 0
G 8 46 5.8+£0.56 6 0.8+0.31 1 0.1£0.13 0
H 8 47 5.91+0.64 13 1.6+0.46 6 0.8+£0.37 0
Genel 58 264 4.6+2.05° 63 1.1+1.19° 12 0.2+0.52 0

ab

: Aym siitunda fakl harfleri tasiyan periyot ortalamalar: arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05)
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Genel anlamda ikinci periyotta elde
edilen ortalamalar birinci periyotla kiyaslan-
diginda diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo 2).
Ancak, ikinci periyotta tespit edilen folikiil ve
toplanan oosit miktarlarinda sayisal bir diisiis
izlenmesine ragmen bu diisiis istatistik olarak
anlamli bulunmamustir (P>0.05). Periyotlarda
elde edilen folikiill ve toplanan oosit
ortalamalarina ait istatistik analiz sonucunda
periyot ortalamalar1 arasinda, birinci periyot
lehine onemli derecede fark tespit edilmistir
(P<0.05). Ancak 48. saatte boliinen ortalama
zigot bakimindan farklilik g6zlenmemistir
(P>0.05).

TARTISMA

Arastirmacilar, elde edilen oosit ve
embriyo sayisinin OPU islem sikligindan
etkilendigini ancak en uygun oosit toplama
sikliginin haftada iki kez olmak kaydiyla ii¢
aya kadar veya haftada bir kez olmak kaydiyla
bes aya kadar olan tekrarlar oldugunu
bildirmislerdir (1, 12, 21, 25, 36). OPU c¢alis-
malarina, hayvan refahi agisindan bakan
Maillard ve arkadaslar1 (29), hayvanlarin OPU
uygulamalar1 sebebiyle aci ¢ekecegi ve bazi
lezyonlarin olusabilecegi yoniinde endise ettik-
lerini ve bu sebepten dolayr OPU uygulama-
larina sicak bakmadiklarini bildirmislerdir.
Anilan arastirmacilar OPU iglemleri sirasinda
kan kortizol seviyesinin yiikseldigini ve
hayvanlarin strese girdiklerini belirtmislerdir.
Sunulan bu calismada, OPU islemleri haftada
bir kez gerceklestirilmis olup arada bes aylik
bir dinlenme periyodu disinda toplam dort ay
siirdiiriilmiistiir. Bahsi gegen siire¢ icerisinde
hayvanlarda herhangi bir patolojik bulgu
gozlenmemis hatta farkli bir sebepten dolay1
mecburi kesime tabi tutulan bir hayvanda
vagina duvari ve ovaryumlara yapilan dis
bakida yalnizca ovaryum tunica albuginea-
sinda birka¢ punksiyon izinden bagka hicbir
deformasyon ve adhezyon olgusu goriilme-
migtir.  Bahsedilen bulgularin  Goto ve

arkadaslarinin  (21) bulgular1 ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir.

OPU caligsmalarinda elde edilen folikiil
sayisi, hayvanlarin yaslarina, irklarina, hormon
uygulamalarina ve beslenmelerine bagli olarak
degismekte ve ortalama 4.5 ile 24.9 arasinda
degismektedir (2, 14, 21, 26, 30, 38, 41).
Sunulan c¢alismada 2-15 mm capindaki
folikiillerden aspirasyonla oosit toplanmis ve
anilan  biiyiiklikkteki  biitiin  folikiillerden
toplanan oositler folikiil biiyiikliigiine gore
siniflandirilmaksizin siirece dahil edilmistir.
flk periyot ¢alismalarinda ortalama 8.8, ikinci
periyot ¢alismalarinda ise ortalama 4.4 folikiil
tespit edilmistir. Calisma genelinde ise
ortalama 6.8 folikiil saptanmis ve tamamina
punksiyon yapilmistir. Bu  arastirmanin
bulgular1 adi gecen arastirmacilarin elde
ettikleri sonuglara benzerlik gostermektedir.
Ancak ortalamanin 6.8 folikiil olmasinin
muhtemel sebepleri olarak, hayvanlarin yasi,
cevresel kosullar ve genetik faktorler
diisiiniilmiistiir. Kimi arastirmacilarin (16, 39,
46) belirttikleri gibi, ineklerde ek yemleme
yapilmamis olmast sonucunda gelismesi
muhtemel negatif enerji dengesi yiiziinden
folikiil gelisimlerinin olumsuz etkilenmis
olabilecegi de diistiniilmiistiir.

Bols ve arkadaslarina (6) gore,
ovaryumda gozlenen folikiillerin % 42’sinden,
Carter ve arkadaslarina (12) gore ise % 60-
70’ine punksiyon yapilarak ortalama 3-10
oosit toplanabilmektedir. OPU islemi ile oosit
toplama orani oldukga farklilik gostermektedir.
Arastirmacilar birey basmna ortalama 1.6-14
arasinda oosit toplanabildigini bildirmislerdir
(20, 27, 40). Galli ve arkadaslar1 (19), OPU ile
elde edilen oosit sayisinin ortalama 10-12
oldugunu ve in vitro embriyo elde edilmesi
acisindan bakildiginda bu miktarin diisiik
oldugunu vurgulamaktadirlar. Oosit toplama
oraninin ise % 7-79 arasinda genis bir
varyasyon gosterdigi belirtilmektedir (6, 14,
30). Kruip ve arkadaslarnn (26), OPU
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uygulamalar ile birlikte ilk ii¢ aylik donemde
folikiil gelisiminde bir miktar artis olmasina
ragmen oosit toplama oraninin distigiini
haber vermislerdir. Arastirma sonuglart ince-
lendiginde elde edilen A+B kalite oositlerin,
C+D kalite oositlere oranina gore diisiik veya
esit olduklar1 goriilmiistiir (14, 15, 23, 30).

Sunulan calismada elde edilen
ortalama oosit sayisi 1.9, periyotlar géz Oniine
alindiginda ise ilk periyotta 2.6, ikinci
periyotta ise 1.1 olarak saptanmistir. Caligsma
boyunca oosit toplama orani ise % 27.5 olarak
gerceklesmistir. Toplanan oosit bakimindan
degerler, anilan arastirmacilarin degindigi en
diisiik bulgulara yakin; oosit toplama orani
olarak ise adi gecen degerler arasinda
bulunmustur. Bu bulgularin diisitk olmasinin
muhtemel sebebi olarak teknik elemanlarin
yeterince tecriibe sahibi olmayiglari, OPU
islemi icin kullanilan igne ug¢ kesitinin uzun
olmasinin da kiiciik folikiillerden oosit
aspirasyonunda sorun olusturdugu ve bu
sorunun giderilmesi amaciyla daha kisa ug
kesitine sahip ignelerin kullanilmas1 gerektigi
distiniilmiistiir. Elde edilen oosit Kkalitesi
bakimindan ise Manik (30), Diez (14), Faber
ve arkadaglarinin (15) bulgularinin aksine iyi
kalite oosit sayis1 daha yiiksek bulunmustur.
Bunun muhtemel sebebi olarak oosit deger-
lendirme ve siniflandirma kriterlerinin farkli-
Iigt ve bu degerlendirmelerin siibjektif
olmasindan kaynaklandigr  diistiniilmiistiir.
Ikinci OPU periyodunda toplanan oosit
miktarlarinin diisiik olmasinin bir sebebini de
Kruip ve arkadaslarimin (26) belirttikleri
sekilde aciklamak miimkiindiir. Ancak sunulan
calisgmada ikinci OPU periyodunda anilan
arastirmacilarin belirttiklerinin aksine folikiil
miktarinda artis kaydedilmemistir. Dolayisiyla
arada dinlenme periyodu birakilmasi ile
bireylerden elde edilen oosit sayisinda artis
olmamustir.

Taka ve arkadaslar1 (42), in vitro
kosullarda embriyo gelisimlerinin; kiiltiir

ortamlarinin  kombinasyonlarindan, ortamin
oksijen ve karbondioksit oranlarindan ve hangi
sayida embriyonun birlikte kiiltiire alindigin-
dan yani ortamdaki embriyo sayisindan
etkilendigini bildirmektedirler. Brum ve arka-
daslar1 da (9), kiiltir kosullarinin optimum
olmasinin yani sira oosit ve embriyolarin grup
halinde bir arada bulunmasinin énemine vurgu
yaparak 5 yerine 10 veya 20 oosit veya
embriyonun bir arada kiiltire edilmesi
gerektigini belirtmislerdir. Manik ve ark A+B
kalite oositlerden elde edilen bdliinme
(cleavage) oranimin C+D Kkalite oositlere gore
daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir.
Arastirmalara gore in vitro kosullarda elde
edilen boliinme oranlart % 0-70 arasinda;
blastosist asamasinda embriyo elde edilme
orani ise % 0-52 arasinda genis bir varyasyon
gostermektedir (14, 21, 30, 38, 40, 47). Bu
varyasyonun sebebi olarak IVF teknolojisinde
kullanilan embriyo iiretim protokollerinin
heniiz tam olarak optimize edilemedigi ve arzu
edilen diizeyde embriyo gelisimi icin yetersiz
kaldig1 bildirilmistir. Arastirmacilar birkag
bogaya ait spermalarin karistirilarak kullanil-
masinin dahi sorunu ¢6zmedigini vurgula-
mugladir (5, 13, 26). C)rnegin baz1 bogalarin
spermalar1 in vitro embriyo iiretim prosedii-
riinde sperm isleme protokollerine cevap
vermemektedirler veya bu tiir spermalardan
cok diisiik fertilizasyon sonuglar1 alinmaktadir
(26). Taneja (43) OPU sonucu elde edilen 100
oositten 30 kadar in vitro embriyo elde
edilebilecegini; Fujita ve arkadaslar1 (18) ise
OPU sonucu elde edilen embriyo ortalama-
stnin her bir OPU iglemi i¢in {iglin altinda
oldugunu belirtmislerdir. Nolan ve arkadaslar
(34), oosit toplama sikliginin elde edilen
embriyo oranini etkiledigini, bireysel farklili-
ginda embriyo elde edilmesinde ©nemli bir
faktor oldugunu belirterek ilk dort uygulama
sonucunun bireyin embriyo iiretme yeteneginin
bir gostergesi olabilecegini, bu asamada diisiik
embriyo elde edilen bir bireyden sonraki OPU
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calismalarinda da biiylikk olasilikla diisiik
miktarda embriyo elde edilecegini ancak ek
yemleme yapilarak bu oranin artirilmasinin
miimkiin olabilecegine vurgu yapmaktadirlar.

Sunulan bu calismada, 48. saatte
ortalama 0.3 embriyo gelisimi kaydedilmis ve
ilk periyotta blastosist asamasina gelen
embriyo miktarinin ¢ok diisiik seviyede kaldigi
ve embriyolarin tasiyic1 hayvanlara transfer
edilecek kadar Kkaliteli olmadiklari, ikinci
periyotta  blastosist asamasinda embriyo
alinamadig goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, ineklerde gozlenen
folikiil sayilarinin diisiik oldugu buna bagh
olarak elde edilen oosit sayisinin ve elde
edilen embriyo sayisinin da arzu edilen
diizeyde olmadigi goriilmiistiir. Buna ragmen
donorlerden oosit toplanmasi amaciyla OPU
tekniginin uygulanabilecegi ancak embriyo
elde edilmesi icin reproduktif performansi
uygun dondr kullanilmasi ve basta besleme
olmak iizere cevresel kosullarin optimize
edilmesi gerektigi diistinilmiistiir.
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