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INEKLERDE SUPEROVULASYON VE EMBRiYO TRANSFERI CALISMALARI*
(Study of Superovulation and Embryo Transfer in Cattle)
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OZET

Bu calismada; enstitii sartlarinda siiperovulasyonlar1 yapilan hayvanlarin embriyo transferleri gerceklestirilerek,
elde edilen embriyolarin taze transferleri yapilmig ve gebelik sonuglari incelenmistir.

Stiperovulasyonlar1 yapilan 12 bas inekte gergeklestirilen 22 uterus yikamasi sonucu 75 embriyo ve ovum
bulunmustur. Bunlardan, 20’si (%26.6) iyi, 10’u (%13.3) vasat, 4’ti (%5.3) zayif kalitede, 25’1 (%33.3) dejenere ve 16’s1
(%21.3) dollenmemis ovum olarak tespit edilmistir. Taze olarak transferleri yapilan 10 embriyodan 7 (%70) gebelik
saglanmustir.

Anahtar Kelimeler : Siiperovulasyon, Taze embriyo, PMSG, Transfer.

SUMMARY

In this study, Superovulation and Embryo Transfer was applied under the institute circumstances and results were
investigated after fresh embryo transfer into the recipients.

12 donors were superovulated and 22 embryo recovering were done. As a result of this study 75 ova and embryos
which 20 (26.6%) good, 10 (13.3%) fair, 4(5.3%) poor quality, 25(33.3%) degenerated and 16 (21.3%) unfertilized ova were
found. 7 (70%) pregnancy were provided from 10 fresh embryo transfered.
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GIRiIS
D6l veriminin artirilmasina ve hayvan yo transferi ile tanisma yilt olan 1981°de 500
adet embriyo transferi yapildigi, 1996 yilinda

bu rakamin 30000 embriyo transferi olarak
gerceklestigi bildirilmektedir (14).

1slahinin  gelistirilmesine yonelik calismalarin
basinda suni tohumlama ve embriyo transferi

gelmektedir. Normal kosullarda bir inekten

hayat1 boyunca 5-6 yavru alinirken, embriyo Hayvancilik  alaninda —iretimin - ve

transferi ile yilda 20 yavru alinmas: miimkiin kalitenin artirilmasi yoniinde yalnizca embriyo

olmaktadir (8). transferi degil, bu teknikle baglantili bir ¢ok

' yontem de (in vitro fertilizasyon, embriyoda
Ineklerde ilk basarili embriyo transferi

(ET) 1951 yilinda Willet ve arkadaglar1 tara-
findan Amerika’da, Cornell Universitesi’nde

cinsiyet tayini vb.) kullanilmaya baslanmistir.

Tiirkiye’de embriyo transferi calisma-

gerceklestirilmistir.  Sugie ise 1965 yilinda larina ilk olarak; 1981 yilinda tavsanlar (9) ve

ineklerde cerrahi olmayan yontemle diinyada 1983 yilinda fareler uzerinde (19) arastirma
boyutlu olarak baglanmistir. 1984 yilinda
koyunlarda (10) ve 1986 yilinda da ineklerde

cerrahi olmayan yoOntemle embriyo transferi

ilk kez embriyo transferi uygulamistir.
1970’ten sonra Amerika ve Kanada’da ET

ticari anlamda disiiniilmeye ve 20 farkli

merkezde  ET cahgmalan yapilmaya calismalar1 devam etmistir (7). Ancak embriyo

baglanmistr  (8). 1979 yilinda  Kuzey transferi tekniginin sahaya aktarilmasi konu-

Amerika’da embriyo transferi yoluyla elde sunda - giinimiize  degin  bir ilerleme

edilen buzag: sayist 17000 iken, 1999 yilinda kaydedilememistir.

197886 olmustur (15, 18). Hollanda’nin embri-

* : Bu Proje T.K.B. (TAGEM-HAYSUD-09-03-02) tarafindan desteklenmistir.



Yeni dogan bir disi buzaginin
ovaryumlarinda  binlerce  ovum taslagi
olmasina ragmen hayati boyunca bunlardan
cok az1 gelisme sanst bulmakta ve ovule
olmaktadir. Siiperovulasyon, ovulasyon sansi
bulamayan ovumlara bu firsati vererek
ekonomik potansiyeli artirdigindan, embriyo
transferiyle birlikte uygulanmaktadir (12). Bu
amagla en yaygin olarak FSH, daha az olarak
PMSG hormonlar1 kullanilmaktadir. FSH
domuz ve koyun hipofiz bezi ekstraktindan,
PMSG ise gebe kisraklarin serumlarindan elde
edilmektedir (1, 3).

Siiperovulasyonun basarisi; yas, 1rk,
mevsim ve kullanilan gonadotropik hormonun
cesidi gibi bircok faktorden etkilenmektedir
(6). Siiperovulasyon amaciyla kullanilan hor-
mon ne olursa olsun, sonugta ne kadar embriyo
elde edilecegi net olarak anlasilamadigindan,
ozellikle taze transfer yapilacak durumlarda
buna bagli olarak ne kadar sayida tasiyici
sinkronize edilmesi gerektigi tam olarak tespit
edilememektedir. Dolayisiyla, ortalama bir
miktarda tasiyici sinkronizasyon icin ayrilmak-
ta ve bir kisstm hayvana da, bosuna hormon
uygulamas1 yapilmis olmaktadir. Bu sayilanlar
giiniimiizde bile embriyo transferinin en biiyiik
handikaplarin1 olugturmaktadir. Uterus yika-
mast i¢in Dulbecco’nun modifiye tampon
solusyonu veya laktatlh ringer solusyonu
kullanilmaktadir (8).

Bu calismayla, enstitii sartlarinda
ineklerde siiperovulasyonlar yapilarak elde edi-
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len  embriyolar  degerlendirilmis, taze
transferler  gerceklestirilmis ve  gebelik

sonuglart incelenmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Bu c¢alismada Lalahan Hayvancilik
Merkez Arastirma Enstitiisii biinyesindeki hay-
vanlar kullanilmigtir. Dondr olarak 3-5 yash 4
bas Esmer, 8 bas Siyah Alaca olmak iizere top-
lam 12; tasiyic1 olarak 8 bas Siyah Alaca, bir
Esmer ve bir melez olmak iizere toplam 10 bas
inek arastirmanin materyalini olusturmustur.

Siiperovulasyon  amaciyla PMSG
(Syncro-part6000/DIF), sinkronizasyon ama-
ciyla Prostaglandin (Dalmazin/Fatro), uterus
irrigasyonu amaciyla %1 CS (Buzagi serumu-
Sigma) ve 125 mg Kanamisin (Kanovet/Vetas)
iceren Laktatli Ringer (Eczacibast) solusyonu,
embriyolar1 uterustan toplamak amaciyla ise
cift yollu silikon balon kateter kullanilmistir.

Metot

Seksiiel sikluslar1 takibe alinan disiler-
den korpus luteum tasiyanlar rektal muayene
ile tespit edilip, bunlara PG enjeksiyonu (2
ml/i.m.) yapilmistir. Kizginlhigi takip eden 10.
giin  PMSG (2500iU/i.m.) ve 12. giin, PG
enjeksiyonu  yapilmustir.  Ostrus  tespiti
amaciyla hayvanlar, giinde ticer kez 30 dakika
gozlenmistir. Ostrus belirtilerini takip eden 12
ve 24. saatlerde dondurulmus sperma ile
tohumlamalar gerceklestirilmistir.

Ostrus PMSG PG

1.ST 2.ST

Uterus Yikamasi

0 10 12

15 22 giin

Dondrlerin siiperovulasyon programi

Uterus irrigasyonu, laktatli ringer
solusyonuyla gerceklestirilmis ve stereo
mikroskop altinda embriyolarin izolasyonu
yapilarak %20 CS + %0.4 BSA (S1gir Serum

Albumini) iceren PBS solusyonu igerisine
aktarilmistir. Uterus yikamalari, ilk
tohumlamay izleyen 7. giinde gerceklestiril-

migtir. Cerrahi olmayan metotla kornu uteriler
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300-500 ml laktatl ringer kullanilarak ayr1 ayri
yikanmustir. Yikama amaciyla 37°C sicaklikta
ve icerisinde laktath ringer solusyonu bulunan
sise, hayvanin sakrumundan yaklasik 1 metre
kadar yukari asilarak, yikamanin yercekimi
yardimiyla yapilmasi saglanmistir. Balon
kateter, uterusun bifurkasyo noktasindan
yaklagik olarak 5 cm ileride 15-20 ml hava ile
sisirilerek, irrigator solusyon Once kiigiik
hacimler (50 — 70 ml) seklinde uterusa veril-
mis, arkasindan sivi akisinin kendiliginden
kesilmesi  beklenmistir. Uterus kornusuna
dolan siviy1 bosaltmak amaciyla Oncelikle
uterus pelvis catis1 iizerine cekilerek uygun
bosalma pozisyonuna getirilmis, sonra klips
acilip, kornulara masaj yapilarak sivinin kolay-
likla bosaltilmasi temin edilmistir. Filtrasyon
amactyla 70 pm genisliginde gbzenekleri olan
filtreler (EMCON filtre) kullanilmis ve her
yikanti 3 adet petri icerisine alinmistir.
Bulunan embriyolar kiiltiir mediumuna aktaril-
mis ve oda sicaklifinda tutulmustur. Bulunan
embriyolar kalite ve gelisim safhalarina goére
asagidaki gibi siniflandirilmistir (11);

A. Kalitelerine gore

1.Transfer edilebilir embriyolar

a- lyi kalite embriyolar (A) : Normal
gelisim  gosteren, dejenerasyon  bolgesi
bulunmayan veya %10’un altinda olan ya da
birkag verzikiil iceren, zonasi saglam, homojen
dagiliml, kiiresel embriyolar.

b- Vasat kalite embriyolar (B) : lyi
embriyo vasiflarindan biraz sapma gosterenler,
vezikiil sayist artmis, dejenere bolgeleri % 10-
30 arasinda olan embriyolar

2.Transfer icin uygun olmayan
embriyolar

a- Zayif kalite embriyolar (C) : %30-
50 arasinda dejenerasyon bolgesi olan,
blastomer kopmalar1 ve homojen olmayan
hiicre y1ginlar1 bulunan embriyolar

b- Dejenere embriyolar (D) : Dejenere
bolgeleri % 50 den fazla olan embriyolar.

c- Unfertilize ovum (UFO): Déllenme-
mi§ ovum.

B.Gelisim safhalarina gore

a- Kompakt Morula : Blastomerleri
siki sikiya birleserek yigin halini almig ve
perivitellin  boslugun yaklastk % 70’ini

doldurmus embriyolar

b- Erken Blastosist Blastosel

meydana gelmis

ve perivitellin boglugun yaklasik % 80’ini
doldurmus embriyolar

c- Blastosist : Blastosel ile dolmus
halde, perivitellin bosluk kalmamis ve “inner

cell mass” belirgin hale gelmis embriyolar.

Taze olarak transfer edilecek embri-
yolar, 0.25 ml’lik steril payetlere kiiltiir medi-
umu (%20 CS + %0.4 BSA + PBS) icerisine
alinarak transfer gerceklestirilmistir. Taze
embriyo transferinden once, rektal muayene ile
korpus luteum (CL) yerleri tespit edilmistir.

Transfer amaciyla hayvana iist
epidural anestezi (%2 Lidokain hidrokloriir)
yapilarak uterusun gevsemesi saglanmis ve
transferler ipsilateral olarak  yapilmistir.
Embriyo transferlerinden 8-10 hafta sonra
rektal muayene ile gebelikler kontrol edil-
mistir. Sinkronizasyon farkliliklar1 ile gebelik

“t”

arasindaki iliski testi ile analiz edilmistir.
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BULGULAR

Donorlerde yapilan toplam 22 uterus
irrigasyonu sonucu 75 adet embriyo toplanmis
ve bunlardan 30 adedinin transfer edilebilir
embriyo oldugu sonucuna varilmistir. Elde
edilen embriyolarin, 20’si (%26.6) iyi, 10’u
(%13.3) vasat ve 4’0 (%5.3) zayif kalitede
bulunmustur (Tablo 1).
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Yapilan taze nakillerde sinkronizasyon
farkliliklar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Sinkro-
nizasyon farkliliklari, gebe kalan hayvanlarda
ortalama 8.57£1.21 saat, gebe kalmayanlarda
ise 20.00£4.00 saat olarak tespit edilmistir. Bu
iki gruba ait sinkronizasyon ortalamalar1
arasindaki farklilik istatistiki olarak ©nemli
bulunmustur (P<0.05).

Tablo 1. Elde edilen embriyolarin gelisim safhalari ve kalitelerine gore durumlari

Kompakt Morula Erken Blastosist Blastosist Toplam
Tyi 3 7 10 20
Vasat 4 3 3 10
Zayif - 1 3 4
Toplam 7 11 16 34

Tablo 2. Taze nakillerde donor ve tagiyici sinkronizasyon farklar ve tagiyict CL durumlari

Nakiller Li 2. 3. 4.i 5. 6.i 7. 8.i 9.i | 10.i | Ortalama | Onemlilik
Gebe | Sink-Farki |, 1 ¢ o | 46 +12 +6 | +6 | 8.57+1.21
(Saat) "
Gebe | Sink. Farki
Degil (Saat) +24 +24 | +12 20.00+4.00
i:inek *: p<0.05
TARTISMA VE SONUC

Bu caligsmada; 12 vericiden toplam 22
uterus yikamasi gerceklestirilerek 75 adet

embriyo ve ovum elde edilmistir. Bu
embriyolardan  30’u  transfer  edilebilir
(iyi/vasat) oOzellikte bulunmustur. Transfer

edilebilir ozellikteki embriyolardan 10’u taze
olarak tasiyicilara transfer edilmis ve taze
transferlerden 7 (%70) gebelik saglanmstir.
elde gebelik
yapilan calismalarin  bazilariyla

Taze transferlerde edilen
sonugclari,
uyumlu bulunmus (2, 14), bazi calismalara

gore de yiiksek deger elde edilmistir (5, 16).

Siiperovulasyon uygulamalarinda
donorlerin cevab1 ¢cok degisken olmaktadir (4).
Siiperovulasyonlar arasinda 45-60 giinliikk bir
siire birakilmasi gerekmekte, aksi halde elde
edilen embriyo say1 ve kalitesi olumsuz yonde
etkilenmektedir (8, 13). Bu

siiperovulasyonlar arasi belirtilen siireye uyul-

calismada

mus olmasina ragmen donor basina elde edilen
embriyo say1 ve kalitesi bazi ¢aligmalara gore
diisiik bulunmustur (17, 18). Kullanilan hor-
mon farkliligi, donorlere ek besleme programi
uygulanmayist ve kisisel

tecriibeyle 1ilgili

olarak bu  diisiikligiin  ortaya ciktig

diistiniilmektedir.

PMSG’nin elde edilen embriyo say1 ve
kalitesi lizerindeki olumsuz etkisi bilinmekte
ve elde edilen dejenere embriyo sayisi yiiksek
bulunmaktadir (3, 13). Bu calismada, dejenere
embriyo sayisinin diger calismalara gore yiik-
sek cikmasinin nedeninin, kullanilan PMSG
preparatiyla ilgili oldugu diistiniilmektedir.
Zira PMSQG ile yapilan diger calismalarda daha
diisiik sayida dejenere embriyo elde edilmistir

2, 12).

Diinyada 1slah caligsmalarinda 6nemli
bir yer tutan embriyo transferinin, Tiirkiye’de
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yerlesmesi ve yayginlagsmasi igin yetismis
eleman ihtiyac1 karsilanarak fiziki altyapinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Sunulan ¢aligma
da, bu amaca hizmet etmis ve basarili bir

uygulama olmustur.

Resim 1. ET buzagilari

Resim 2. Tasiyic1 anne ve ET buzagisi
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