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ONSOZ

Keg¢i varhigimin Tiirkiye ve diinyada yayginlasmasi ve keg¢i iirlinlerine olan
ilginin artmas1 sebebiyle ke¢i yetistiriciligi popliler hayvancilik alanlar1 arasina
girmistir. Ozellikle yiiksek siit ve tiftik verimi olan keci 1rklarina olan ilgi ile birlikte
yetistirme oranlar1 da artmaktadir. Yakin ge¢miste Tiirkiye’ye getirilen Saanen
kegileri, siit verimlerinin yliksek olmasi nedeniyle saf olarak ya da diger irklarin
verimlerini yiikseltebilmek amaciyla melezleme yapilarak yetistirilmektedir. Saanen
yetistiriciligi daha cok Ege Bolgesi’nde yogunlagsa da I¢ Anadolunun bazi
bolgelerinde de yetistirilmeye baslanmistir. Tirkiye’deki keci sayist 2001 yilinda
7 022 000 bas iken, 2013 yilinda 9 225 548 basa kadar ¢ikmustir.

Teknolojinin ilerlemesi ve bilimsel c¢aligmalarin  artmasi sonucunda
hayvancilik sektoriinde de bir takim biyoteknolojik yontemler kullanilmaya
baslanmistir. Bu biyoteknolojik yontemlerin en dnemlilerinden birisi de embriyo
transferidir. Embriyo transferi yiiksek verimli ve saglikli hayvanlardan kisa siirede
¢ok sayida yavru almayi hedefleyen bir sistemdir. Embriyo transferi ile elde edilen
yavru sayist bir keg¢inin yasamu siiresince alinabilecek yavru sayisinin yaklagik 10
katin1 gecebilmektedir. Bu sayede genetik ilerleme siiresi kisalmakta, mevcut genetik
potansiyeli yiiksek keci varlig1 kisa siirede artirilabilmekte, reprodiiktif hastalik ve
bozukluklarla miicadele kolaylasmakta ve 1slah ¢alismalar1 daha hizli ve basarili

olabilmektedir.

Elde edilen ve genetik ozellikleri iyi olan yavrularin farkli bolgelere daha
sorunsuz taginmasini ve uzun yillar saklanabilmesini saglayan en 6nemli asama ise
embriyolarin dondurulmasidir. Dondurulan embriyolar sivi azot igerisinde muhafaza
edilirse teorik olarak canliliklarini bir milyon yil koruyabilecegi diistiniilmektedir. Bu
bilgiler 151¢inda soyu tiikenmekte olan hayvan tiirleri ve wrklarinda gen koruma
islemleri i¢in de 6nemli bir gelismedir. Embriyolarin dondurulmasinda birgok metot
ve kriyoprotektan kullanilmaktadir. Embriyolarin dondurulmasinda basariy1
etkileyen Onemli faktorlerden birisi de kriyoprotektanlardir. Farkli metotlarda
birbirlerine {istiinliikleri bulunan bu maddeler, embriyolarda olusabilecek hiicre

hasarint minimuma indirmek amaciyla kullanilmaktadir.



Sunulan ¢aligmada, ticari firmalar tarafindan da kullanilan yavas dondurma
yonteminde farkli kriyoprotektanlarin Saanen kegisi embriyolarinin canliliklari

tizerine etkileri degerlendirildi.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

BME: Beta mercaptoethanol
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DMSO: Dimetil Stilfoksit

DPBS: Dulbecco phosphate buffer solutions
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EG: Etilen glikol

ES: Ekilibrasyon soliisyonu

ET: Embriyo transferi

FCS: Fétal calf serum

FGA: Fluorogestone acetate

FSH: Folikiil sitiimiilan hormon

g: Gram

GnRH: Gonadotropin releasing hormone
hCG: Human chorionic gonadotropin
IETS: Internatinal embryo transfer society
IM: Kas i¢i

IU: International unit

IV: Damar i¢i (intravendz)

LH: Luteinizing Hormone

M: Molar

mg: Miligram

ug: Mikrogram

MGA: Melengesterol Acetate

MOET: Multiple ovulasyon ve embryo transfer

MPA: Medroxyprogesterone acetat
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1. GIRIS

Kegi yetistiriciligi, diinyanin birgok iilkesinde oOzellikle az gelismis ve
gelismekte olan tlkelerde girdi maliyetlerinin daha az olmasi1 bakimindan
hayvansal tretim igin Onemli bir sektordiir (Kaymak¢i ve Engindeniz 2010).
Tiirkiye’de de dogal bitki ortiisii, toprak yapisi, ekolojisi ve sosyo-ekonomik yapisi

ile kegi yetistiriciligine ¢ok uygundur (Kesenkas ve ark 2010).

Kegi, bakim-besleme kosullarinin kolay olmasi, elverissiz kosullarda dahi
rahatlikla yetistirilebilmesi, diger ciftlik hayvanlarina gore seliilozu yiiksek, diigiik
kaliteli ot ve besin maddelerini rahatlikla degerlendirerek et ve siite ¢evirebilmesi
nedeniyle onemli hayvansal iiriin kaynaklarindan biridir (Simsek ve Bayraktar
2006). Kegi yetistiriciliginin 6ne ¢ikan diger bir oOzelligi de bagka sekilde
degerlendirilemeyen marjinal alanlarin (daglik, fundalik ve taslik arazilerin)
hayvansal tirlinlerin elde edilmesinde kullanilmasini saglamasidir (Kaymake¢i ve

Engindeniz 2010).

Tiirkiye’de keci yetistiriciligi; ya tarim isletmesi i¢inde, ya da kdy siiriileri,
yayla ya da goger siiriiler seklinde siirdiiriilmektedir. Giiniimiizde izmir, Manisa,
Balikesir, Canakkale ve Bursa gibi bat1 illerinde peynir iiretimi yapan ya da peynir
tireten mandiralara siit saglayan entansif isletmelerde Saanen melezi keciler
yetistirilmektedir (Kaymak¢i ve Engindeniz 2010, Kesenkas ve ark 2010).
Tiirkiye’de ki keci sayis1 2013 yili itibariyle 9 225 488 bas olup, sagilan toplam
ke¢i sayist 3 943 318 bas, elde edilen siit miktar1 415 743 ton olarak
gergeklesmistir. Tiirkiye’deki kegi popiilasyonunun biityiik ¢cogunlugunu (% 97,92)
Kil kegisi olustururken geriye kalanini ise Ankara, Malta, Kilis ve Saanen gibi keci

irklar1 olusturmaktadir (TUIK 2013).

Orta ve Kuzey Avrupa’da yetistirilen keci irklar1 genellikle yiiksek siit
verimine sahiptir. Bu irklarin en taninmig1 “Saanen” kecileridir. Diinyanin ¢esitli
bolgelerinde yerli kegilerin 1slah1 amaci ile yapilan melezleme c¢alismalarinda
Saanen 1rkinin 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Melezleme caligsmalari ile Saanen
irkina dayali yeni tipler gelistirilmis bu sayede yerli irklara oranla 7-8 kat daha
fazla siit veren ve var olan kosullara rahatlikla uyabilen genetik yapilar

olusturulmustur. Tiirkiye’de de Saanen irki, Kilis ve Kil kegilerinin siit ve dol



verimini 1slah etmek amaciyla kullanilmistir. Bu konuda yapilan c¢aligmalar
ozellikle Tirkiye’ nin bat1 bolgelerinde agirlikli olarak devam etmektedir (Kesenkas
ve ark 2010).

Saanen 1rk1 kegiler Isvigre’nin Saanen vadisinde yetistirilmektedir. Bu 1rk
diinyanin hemen hemen her tarafina gotiiriilmiistiir. Saanen kegisi 1959 yil1 basinda
Tiirkiye’ye de getirilmis ve halen saf ve melez olarak yetistirilmektedir (Ceyhan ve
Karadag 2009). En 6nemli fiziksel 6zellikleri dik kulagy, i¢ biikey yiizii, beyaz rengi
ve irilikleridir (Reynolds 2009).

Saanen kegileri saglam yapilidir ve gelisme hizi ve siit verimi oldukca
yiiksektir. Ergin canli agirlik 50-55 kg arasindadir (Teke ve ark 2011). Ancak bir
saanen kegisinin 170 kilograma kadar ¢ikabilecegi de bildirilmektedir (Reynolds
2009). Saanen kegisi cidago yiiksekligi 78—80 cm arasinda olan dol verimi yiiksek
bir irktir (Teke ve ark 2011). Yiiksek siit verimine sahiptirler ve siit yagi oranlari
diger siit¢li kecilere nazaran biraz diistiktiir. Saanen kegilerinin siitii ortalama % 3-

3,7 protein ve %3,5-5 yag icermektedir (Gordon 1997, Kesenkas ve ark 2010).

Kegi siitii diinyanin bir¢ok iilkesinde insan beslenmesinde 6nemli bir gida
maddesi olarak kabul edilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni besin degerleri ve
biyoyararlaniminin yiiksek olmasidir. Ancak kegi siitiiniin yiiksek besin maddesine
sahip olmasi giinliik tiiketimde igme siitii olarak inek siitiine tercih edilmesine
yetmemektedir (Litopolou-Tzanetaki 2012). Yapilan bir ¢alismada (Alferez ve ark
2001) yetersiz beslenme sorunu bulanan bebeklerin kegi siitii ve inek siitiiyle
beslenmesi sonucunda kegi siitiiyle beslenen bebeklerde kilo ve boy artisi,
bagirsaktan yag emilimi, iskelet mineralizasyonu ve kan serumunda A vitamini,
kalsiyum ve diger vitamin oranlarinin inek siitiiyle beslenenlerden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Keci siitii, inek siitli ve insan siitiinlin besin madde bilesimleri

Cizelge 1°de verilmistir (Coskun ve Ondiil 2004).



) Cizelge 1.1. Kegci, inek ve anne siitiinlin besin madde bilesimleri (Coskun ve
Ondiil 2004).

Bilesen/100 g Keci Siitii Inek Siitii Anne Siitii
Protein (mg) 3,6 3,3 1,0
Yag (mg) 4,2 3,3 44
Karbonhidrat (mg) 45 47 6,9
Kalori (mg) 69 61 70
Fosfor (mg) 111 93 14
Kalsiyum (mg) 134 119 32
Magnezyum (mg) 14 13 3
Demir (mg) 0,04 0,05 0,03
Cinko (mg) 0,30 0,38 0,17
Sodyum (mg) 50 49 17
Potasyum (mg) 204 152 51
Vitamin A (1U) 185 126 241
Tiamin (mg) 0,05 0,04 0,014
Riboflavin V 0,14 0,16 0,04
Niasin (mg) 0,28 0,08 0,18
Vitamin B6 (mg) 0,05 0,04 0,01

Kegi siitliniin daha ¢ok ev i¢i tiiketim icin kullanilmasi, gelismis {ilkelerde
keci siitiinden yapilan peynir ve yogurda olan ilginin artmasi ve en dnemlisi inek
siitline kars1 gelisen alerjik reaksiyonlarin ke¢i siitiinde goriilmemesi tercih edilme
sebepleridir (Coskun ve Ondiil 2004). Keci siitii inek siitiiyle karsilastirildiginda

oldukca hipoallerjeniktir ve inek siitiine allerjisi olan birgok insan keci siitiinii tolere
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edebilmektedir. 1ki siit arasindaki en &nemli fark protein yapilarmdaki
degisikliklerdir. inek siitiinde bulunan proteinler 0-3 yas arasindaki ¢ocuklarm %
2,5’inde alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir. Ayrica yapilan ¢alismalar
insanlarin mide bagirsaklarinda kegi siitinde bulunan proteinlerin inek siitiinde
bulunan proteinlerden daha hizli sindirildigi bildirilmektedir (Litopolou-Tzanetaki
2012).

Modern  hayvan  yetistiriciliginde  yiiksek ~ verimli  genotiplerin
yayginlastirilmasi, doél veriminin artirilmasi ve yiiksek verimli yavrularin elde
edilebilmesi amaciyla bazi teknolojik yontemler, biyoteknolojik tiriinler ve yeni
gelistirilen hormonlardan yararlanilmaktadir (Ishwar ve Memon 1996, Alacam
2001b). Uremenin denetlenmesi cercevesinde uygulanan teknikler; iireme
mevsiminde Ostrus senkronizasyonu, andstrus doneminde liremenin uyarilmasi ile
yavrulama sayisini artirmak, pubertas Oncesi iiremenin uyarilmasi ile daha erken
yasta liretime kazandirilmasi, fekondasyon oraninin artirilmasi, erken gebelik tanisi,

suni tohumlama ve embriyo transferidir (Vivanco 2008).

Yiiksek verimli hayvanlarin safliklar1 korunarak hizla popiilasyonlarinin
artirnlmasi amaciyla kullanilan embriyo {iretiminin 6nemli asamalarindan biri
embriyo dondurma islemidir. Bu islem esnasinda kullanilan yontemlerin embriyo
canliligi lizerine bir takim olumsuz etkileri oldugu ve bunlarin embriyo canlilik

oranlarim diistirdiigi bilinmektedir.

Yapilan bu calismada kullanilan kriyoprotektanlarin yavas dondurma
islemlerindeki etkileri belirlenerek keg¢i embriyolarinda uygulanacak yavas
dondurma protokoliinde kullanilacak dogru kriyoprotektanin tespit edilebilecegi
diistiniilmiistiir. Yapilan bu ¢aligmada diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de her gegen
giin yayginlagan yiliksek verimli Saanen kegilerinin popiilasyonunu artirmak ve
daha ileriki donemlerde kullanilmak iizere embriyolarin saklanabilmesi igin
kullanilacak yavag embriyo dondurma yonteminin ve farkli bazi kriyoprotektanlarin

embriyo canlilig1 lizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.



1.1. Kec¢ilerde Reprodiiktif Fizyoloji

1.1.1. Pubertas

Evcil hayvanlarda ovaryumun siklik faaliyetleri ancak tiire ait belirli bir
yasa gelince baslar ve degisik siirelerde diizene girer (Kalkan ve Horoz 2001).
Pubertas olarak adlandirilan bu donemde disi ve erkek basarili {ireme yetenegi
kazanmaktadir (Senger 1997). Pubertasa erisen hayvanlar ovulasyon yetenegi
kazansa da seksiiel agidan heniiz olgunlasmamigtir (Noakes 2001, Canooglu ve
Saribay 2012). Pubertas kegilerde 3-15 ay arasinda degismektedir (Gordon 1997,
Noakes 2001). Optimal ¢evre sartlarinda kegiler 6 aylikken pubertasa (5-10 ay)
ulagirlar. Seksiiel olgunluk yasi hem genetik hem de cevre faktorleri tarafindan
olumlu/olumsuz yonden etkilenmektedir. Canli agirlik pubertas yasini etkileyen
diger onemli faktordiir. Keciler ergin agirliginin yaklagik olarak % 40-50’sine
ulagtiklarinda pubertasa erisirler. Yavrularin yil igerisinde dogdugu zaman,
yavrularda pubertas yasini belirleyen 6nemli bir faktor olarak bildirilmektedir.
(Greyling 2000). Kis mevsiminin sonlarina dogru dogan bir oglak viicut gelisimi
yeterli diizeydeyse 7-8 aylikken pubertasa ulasabilirler. Ancak, yilin ge¢ doneminde
dogan ve viicut gelisimi yetersiz olan oglaklarin pubertasa ulagmasi bir sonraki
sezona kalir ve yaklasik 18 aylikken pubertasa ulagmis olurlar (Greyling 2000,
Canooglu ve Saribay 2012).

1.1.2. Kecilerde Ureme Sezonu

Giin 1s18min  azalmasi kegilerde pineal bezden melatonin salinimini
artirmaktadir. Melatonin kegilerde gonadotropik etkilidir ve GnRH (Gonadotropin
Releasing Hormon) salinimini saglayarak sezonu baslatmaktadir (Yellon ve ark
1992). Ostrus siklusu; ovaryumlar ve genital organlarm &strus, ovulasyon,
ciftlesme, fertilizasyon ve embriyonun implantasyonuna hazirlanmasi igin
morfolojik ve fizyolojik degisimlerin tamaminmi igermektedir. Kegiler bir sezonda
birka¢ kez ardisik Ostrus siklusu gosterebilirler. Ostrus siklusu sayisi iireme
mevsiminin uzunluguna ve 1irka bagh farklihk gdsterebilmektedir. Ostrus

siklusunun uzunlugu iki ardisik Ostrus yada iki ardisik ovulasyon arasindaki siire

olarak tanimlanmaktadir (Fatet ve ark 2011).

Keciler; mevsime bagl lireme aktivitesi gdstermeleri nedeniyle mevsimsel

poliostrik hayvanlar olarak tanimlanmaktadir (Greyling 2000). Kegilerde seksiiel
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aktivite, Tiirkiye’nin de ig¢inde bulundugu kuzey yarimkiirede giin uzunlugunun
azaldig1, yaz sonu ve sonbahar aylarinda goriilmektedir. Kegilerde seksiiel siklus
stiresi ortalama 21 (19-24) giin, Ostrus siiresi ise ortalama 28-33 saat (1-3 giin)
stirer (Greyling 2000, Kilboz ve Karaca 2010, Fatet ve ark 2011). Siklus siiresi; irk,
yas, Ureme mevsiminin donemi, bakim, besleme, ¢evre 1sisi, teke ile bir arada
bulunma gibi faktérlerden etkilenmektedir. Kegilerde iireme mevsiminin
baslangicinda sakin kizginliga rastlanmaz fakat corpus luteumun (Cl) prematiire

regresyonu ya da anovulasyon nedeniyle kisa sikluslar goriilebilir (Greyling 2000).

Ostrus siklusu sirasinda, ovaryumlarda bir dizi morfolojik (folikiil gelisimi
ve biiylimesi), biyokimyasal (folikiiliin olgunlasmasi) ve fizyolojik (ovulasyonu
saglayan hormonal diizenlemeler) degisiklikler olusur. Gonadlardaki bu dongiisel
degisiklikler ovaryum dongiisii olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.1.2.1). Ostrus

siklusu luteal ve folikiiler olmak {izere iki fazdan olusmaktadir (Fatet ve ark 2011).
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Sekil 1.1.2.1. Kegilerin 6strus siklusunun fizyolojik gelisiminin sematik
goriiniimi. Folikiil gelisimi, ovarian siklus ve hormonal diizen (Fatet ve ark 2011).

Folikiiler evrede hipofiz bezinden salgilanan FSH (Folikil Sitiimiilan
Hormon) folikiil gelisimini uyarir ve 2-3 mm boyutundaki bir grup antral folikiil
gelismeye devam eder. Bu antral folikiillerden 4 mm’den daha biiyiik olan 2-3
tanesi gelisimini siirdiirerek dominant hale geger. LH (Luteinizing Hormone)

etkisiyle 9-10 mm’ye kadar biiyliyerek ovulasyon oncesi doneme ulasirlar. Kalan



diger folikiiller ise atreziye olurlar (Fatet ve ark 2011, Amiridis ve Cseh 2012).
Ovulasyon, preovulator LH pikinden 20-24 saat sonra (Canooglu ve Saribay 2012);
Ostrus baslangicindan ise 24-36 saat sonra spontan olarak meydana gelmekte ve her
siklusta ortalama 2-3 oosit ovule olabilmektedir (Kalkan ve Horoz 2001, Kilboz ve
Karaca 2010). Luteal evre ovulasyonla baslar. Bu yaklasik siklusun 5. giiniine
karsilik gelmektedir. Ovule olan folikiiliin hiicreleri luteal hiicrelere doniisiir ve Cl
olusur. Cl progesteron salgilamaya baglar ve luteal doneme progesteron hormonu
hakimdir. Progesteronun artmasi ile gonadotropin salinimi ve folikiiler gelisim
baskilanarak muhtemel gebelik i¢in uterusun hazirlanmasi saglanmis olur

(Canooglu ve Saribay 2012).

Folikiiler dinamik kii¢lik ¢apl bir folikiil toplulugundan bir veya daha fazla
folikiil grubunun senkronize gelisimi, takiben dominant folikiiliin segilmesi,
bliylimesi ve regrese veya ovule olmasi siirecidir. Kecilerde bir siklusta 2-6
folikiiler dalga goriilebilmekle birlikte en ¢ok 3-4 dalgali siklusa rastlanir (Fatet ve
ark 2011). Dort dalgali bir siklusta folikiiler dalgalar sirasiyla 0, 5-6, 10-11, 15.
glinlerde goriiliir (Canooglu ve Saribay 2012).

1.1.3. Proostrus

Prodstrus, Ostrustan hemen énceki evredir. Ureme sisteminin aktivitelerinin
artmasi ile karakterizedir. Kegilerde ortalama 2 giin siiren prodstrus evresinde hizli
bir folikiiler gelisme, Ostrojen diizeyinde artis, corpus luteumun regresyonu ve
progesteron diizeyinde azalma olmaktadir. Bu donemde uterus dolgunlasir,
endometriyumda konjesyon ve o6dem sekillenir. Uterus ve endometriyumdaki
bezlerde sekresyon artisi sekillenir (Noakes 2001). Kegiler prodstrus evresinde
tekeye yaklasir, fakat asimi kabul etmez. Ayrica tekenin viicudunu ve genital
bolgesini koklama, teke ya da baska kecinin {izerine atlama ve vurma gibi belirtiler

gosterebilmektedir (Canooglu ve Saribay 2012).

1.1.4. Ostrus

Prodstrus ve Ostriis evreleri siiresince folikiiler gelisme devam eder ve aktif
bir Cl yoktur. Esas ovaryum hormonu olan 6strojen hakimiyeti vardir. Prodstrus ve
ostrus evreleri siklusun folikiiler evresini olustururlar (Noakes 2001). Ostrus

donemi ¢iftlesmeyi kabulle baglar. Bu evre 6strus siklusu igerisinde baslangici ve



bitisi tam olarak belirlenebilen tek evredir. Ostrus siiresinin uzunluguna gore
siklusun siiresi tespit edilir (Noakes 2001). Ostrus siiresi yaklasik 24-48 saat siirer.
Ostrusun 66 saate kadar uzadig1 da rapor edilmistir (Greyling 2000). Meleme,
kuyrugu hizla sallama, tekenin etrafinda gezinme, altinda durma ve tekeyi koklama
gibi belirtiler godsterir. Istahta azalma, sik iirinasyon ve siit veriminde diisme de

diger belirtilerdir (Fatet ve ark 2011, Canooglu ve Saribay 2012).

Ovulasyon 0Ostrus baslangicindan 12-36 saat sonra sekillenir. Ovaryumun
sekli ve boyutu icerdigi yapilara gore degisiklik gosterir. Maksimum boyutu
yaklasik 2,2 cm uzunlugunda, folikiil ise en ¢ok 1,2 cm ¢apindadir (Noakes ve ark
2001).

Ostrus siiresi boyunca yiiksek dstrojen seviyesine bagh olarak vagina, uterus
ve serviks mukozalari hiperemik ve 6demlidir. Servikal mukus spermatozoonlarin

genital kanalda ilerlemesinde biiyiik rol oynamaktadir (Fatet ve ark 2011).

1.1.5. Metostrus

Ciftlesmenin reddedilmesi ile baslayan ve aktif Cl olugmasi ile son bulan bir
periyottur ve ortalama 2-3 giin siirer (Canooglu ve Saribay 2012). Ovule olan
folikiildeki granuloza hiicreleri Cl olusumu i¢in liiteinize hiicrelere doniisiir.

Uterus, vagina ve serviksteki akintt miktarinin azaldigr donemdir (Noakes 2001).

1.1.6. Diostrus

Bu periyot Cl’un hakimiyetindedir. Cl biitin evre siiresinde aktiftir ve
yogun progesteron sentezi yapmaktadir (Noakes 2001). Diostrus, siklusun 3-4.
giinlerinde baslar ve ortalama 14-15 giin siirer. Siklusun 16-17. giinlerinde
uterustan salinan PGF,a (Prostaglandin F,a) tarafindan Cl regrese edilir ve kan
progesteron seviyesi diismeye baslar (Canooglu ve Saribay 2012). Uterus
bezlerinde hiperplazi ve hipertrofi sekillenir, serviks daralir, vagina mukozasi
solgunlasir, genital organlardaki salgilar azalir ve kivamlar1 koyulasir (Noakes
2001). Yeni bir siklusun baslayabilmesi i¢in progestronun baskilayici etkisinin sona

ermesi gerekmektedir (Canooglu ve Saribay 2012).



1.1.7. Anostrus

Uzun bir seksiiel durgunluk donemidir. Folikiil gelisimi ¢ok azdir. CI
mevcuttur ancak regrese olmustur ve fonksiyonel degildir. Serviks kapalidir ve
genital organlardaki bezlerden salgilanan Sivilarin miktart olduk¢a azalmistir
(Noakes 2001). Anostrus siiresi 1k, beslenme durumu, laktasyon (Canooglu ve
Sartbay 2012), iklim ve cografi konum gibi faktorlerden etkilenir (Fatet ve ark
2011).

1.2. Uremenin Denetlenmesi

Uremenin denetlenmesi ile dél veriminin artirilmasi, yiiksek verimli
hayvanlarin genetiklerinin korunmasi ve ilerletilmesi, mevsimsel Ostrus gosteren
hayvanlarin mevsim disinda da tireme faaliyetleri gostermeleri, ovulasyon ve

gebelik sansmnin artirilmasi saglanmaktadir (Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Kegilerde gebelik siiresinin 148 giin (140-159) olmasi (Gtiler 2001) ve bir
batinda ortalama 2-3 yavru vermesi sebebiyle lireme potansiyeli yiliksek bir tiirdiir.
Bu hayvanlarda iretim potansiyelini artirmak igin farkli ireme teknikleri
kullanilmaktadir. Bu teknikler; {ireme mevsiminde &strus Senkronizasyonu,
siiperovulasyon, andstrus doneminde Ostruslerin uyarilmasi ile yavrulama sayisinin
artirtlmasi, hayvanlarin daha geng yasta iiretime katilmasi, fekondasyon oraninin
artirtlmasi, dogumun uyarilmasi, erken gebelik tanisi, suni tohumlama ve embriyo
transferi seklinde siralanmaktadir (Alagam 2001b, Kilboz ve Karaca 2010, Vivanco
2008).

Kecilerde iiremenin denetlenmesi amaciyla iireme mevsimi, andstrus ve
gecis donemlerinde hormonal [progesteron, GnRH, melatonin, PGF,o ve
progesteron+PMSG ( Pregnant mare's serum gonadotropin)] veya hormonal
olmayan uygulamalar (1s1k uygulamalari, teke katimi, besleme) kullanilmaktadir
(Cinar ve ark 2011).

1.2.1. Seksiiel Siklusun Senkronizasyonu

Ostrus  siklusunun ~ hormonal — manipiilasyonlarla  diizenlenmesine

senkronizasyon adi verilir. Var olan Cl’un zamanindan 6nce geriletilerek luteal



evrenin kisaltilmast veya ekSojen progesteron destegiyle luteal evrenin uzatilmasi

ile uygulanmaktadir (Wildeus 2000).

Disi hayvanlarin seksiiel aktivitelerinin diizenlenmesi kompleks bir siirectir.
Bu siiregte  hipotalamik-hipofiz-ovarian eksenin kontrol altina alinmasi
gerekmektedir. Ekstrahipotalamik alanlar (serebral kortex, talamus ve beyin) 1sik,
koku ve dokunma duyularini uyararak bu ekseni etkileyebilmektedir. Diger

etkilenen organlar ise uterus ve ovaryumdur (Noakes 2001).

Kecilerde seksiiel senkronizasyon ve Ostruslarin uyarilmasi: uygulamalari,
bir batinda dogan yavru sayisinin artirilmasi, 2 yilda 3 yavru elde edilebilmesi,
tohumlama ve dogumlarin toplulastirilmasi ile is giiclinlin azaltilmasi ve kayitlarin
diizenli tutulabilmesi, tiim y1l boyunca et siit iiretiminin devam etmesi yada istenen
zamana gore et ve siit iretiminin artirilmast amaciyla yapilmaktadir (Alagam
2001b, Holtz 2005). Kegilerde 0strus senkronizasyonu, Ostrus sikluslarinin
degisken olmasi ve teke olmadan Ostrus tespitinin giivenli sekilde yapilamamasi

nedeniyle 6nem arzetmektedir (Amiridis ve Cseh 2012).

Embriyo transferi uygulamalarinda tasiyici ve verici hayvanlarin ayni
zamanda senkronizasyonunun yapilmas: onemlidir. Embriyonun yasamasi igin
uygun ortam olusturmak amaciyla alic1 ve vericilerin Ostruslari arasindaki siire 12

saatten fazla olmamalidir (Kaymaz 2012).

Sekstiel senkronizasyonun sik¢a uygulandigi kii¢iik ruminantlarda siiriiye
ko¢ katimi, hayvanlarin agildan karanlik saatlerde c¢ikarilmasi, golgede
dolastirilmasi, 1s1 151k ayarlanmasi gibi dogal yontemlerle saglanabilmekteyse de
yeterli cevap alinamayabilir. Rasyonel bir sonu¢ icin PGF,0 ve analoglari, eCG
(Equine chorionic gonadotropin), GnRH, hCG (human chorionic gonadotropin) gibi
gonadotropinler, progestagenler, o&strojenler, melatonin gibi hormonlar veya
kombinasyonlart uygulanabilmektedir (Alagam 1994). Kegilerde hormonal yada
hormonal olmayan uygulamalarin asim sezonu iginde, asim sezonu disinda ve gecis

donemlerinde yapilmasi ile liremeler denetlenebilmektedir (Coyan 2002).
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1.2.2. Asim Sezonu Icerisinde Yapilan Uygulamalar

Asim sezonu i¢indeki kecgilere en sik eksojen hormonlar verilerek
senkronizasyon yapilmaktadir. Eksojen hormon olarak progestagenler ve

prostaglandinler verilmektedir (Amarantidis 2004).

Kegilerde Ostrus senkronizasyonu igin iki temel yaklasim vardir. Bunlar;
progesteron ve progestinlerle dongiiniin uzatilmasi yada PGF2a ile folikiiler
evrenin baslatilmasidir (Alagam 1994).

Progestagenler

Progesteron veya anologlart olan progestagenler ostrus siklusunda Cl’un
aktif oldugu siireye esit zaman aralifinda (12-14 giin) uygulandiginda kizginlik ve
dolayisiyla ovulasyonu baskilamaktadir. Uygulamanin sona erdirilmesi sonucunda

LH piki, 6strus ve ovulasyon senkronize edilmis olur (Alagam 1994).

Senkronizasyon i¢in kullanilan progesteron tiirleri ve uygulama metotlar:

sOyledir;

¢ Yem katkisi olarak (Melengesterol Asetate, MGA) giinde 0,25 mg dozda 10
giin oral yolla (Jackson ve ark 2006),

e Kulak kokii derisi altina 8-10 giin stireyle deri alti implant (Norgestomet,
Synchromate B, 3-6 mg) seklinde (Troxel ve ark 1980, Ishwar ve Memon 1996,
Petroman ve ark 2009),

e Vagina i¢i siinger’in (FGA; fluorogestone acetate 20-40 mg, MPA;
medroxyprogesteron acetat 60mg) 9-14 giin siireyle kullanilmasi (Uslu ve Giilyiiz
2009, Dogan ve ark 2004, Amiridis ve Cseh 2012),

e Vagina i¢i slikon implant’in [CIDR-G (Controlled internal drug release),
300 mg] 12 giin siireyle uygulanmas: gibi (Holtz 2005, Giingor ve ark 2009,
Amiridis ve Cseh 2012).

Stirli yonetiminde iiremenin denetimi i¢in progesteron temelli protokoller,
kalint1 sebebiyle olusan ¢evre kirliligi ve progesteron igeren araglarin olusturdugu

vajinite ragmen, daha ¢ok tercih edilmektedir (Abeica 2012, Fierro ve ark 2013).
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Senkronizasyon igin en sik basvurulan metot vagina ic¢i progesteron emdirilmis
stinger yerlestirilmesidir. Progesteron emdirilmis siingerlerin vagina i¢inde tutulma
siireleri degiskenlik gostermektedir. Uzun uygulamada FGA preperatlar1 11-18 giin
MPA preperatlar1 ise 15-18 giin uygulanir (Ishwar ve Memon 1996). Progesteron
iceren siingerlerin 18-21 giin siireyle uygulanmasi ile luteolitik ajana gerek
duyulmadan senkronizasyon saglanabilmektedir. Ancak spermatozoonlart disi
genital kanalda tasmmmasinin zayiflamasi nedeniyle diisiik fertilizasyon oranina

neden oldugu bildirilmektedir (Baldassare ve Karatzas 2004, Holtz 2005).

Kisa siireli uygulamada ise 5 giinliik progesteron uygulamasinin ardindan
stingerin ¢ikarilacagi giin 200-300 IU eCG verilmektedir (Baldassare ve Karatzas
2004). Diger bir uygulama ise 5-12 giin siireyle uygulanan progesteronun
¢ikarilmasindan onceki son 24-48. saatte luteolitik dozda prostaglandin verilmesi
seklinde yapilmaktadir (Holtz 2005). En sik kullanilan protokolde siingerler 9-11
giin siireyle vagina iginde tutulur ve siingerin ¢ikarilmasindan 24-48 saat Once
luteolitik dozda prostaglandin enjekte edilerek ostrus senkronizasyonu saglanir
(Baldassare ve Karatzas 2004, Rahman ve ark 2008).

Siklusu bilinen hayvanlarda Ostrusa yakin zamanlarda GnRH uygulanmasi
ile de senkronizasyon saglanabilmektedir. Bu uygulama ile sabit zamanh
tohumlama, oosit ya da embriyo toplanmast gibi bazi uygulamalar

yapilabilmektedir (Baldassare ve Kratzas 2004).

Prostaglandinler

Luteolizis saglayarak Cl’u lize eder ve folikiiler evreyi baslatir (Abeica
2012). Prostaglandin (PG) F,a ve sentetik analoglar1 uzun yillardan beri giiglii bir
luteolitik ajan olarak kullanilmaktadir. PGF,a, akcigerde hizla metabolize olmasi ve

dokularda kalinti birakmamasi nedeniyle seksiiel senkronizasyonda iyi bir

alternatiftir (Abeica 2012, Fierro ve ark 2013).

PGF,0 kiiglikbas hayvanlarda kullanilan en etkili luteolitiktir ve Ostrus
senkronizasyonu i¢in siklusun aktif Cl bulunan 4. ve 16. giinleri arasinda uygulanir
ve 10-11 giin sonra doz tekrarlanabilmektedir (Ishwar ve Memon 1996, Baldassare
ve Karatzas 2004, Holtz 2005). PGF,a kiiglikbag hayvanlara 50-250 pg dozunda
kullanilabilmektedir (Amiridis ve Cseh 2012, Fieero ve ark 2012). Ostrus
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siklusunda luteal evrenin ortasinda tek doz PGF,o uygulamasi ile de Ostrus
senkronize edilebilmektedir (Amiridis ve Cseh 2012).

Gonadotropinler

Anovulatér hayvanlarda intravaginal progesteron uygulamalarina ilave
olarak ovulasyonu uyarmak igin gonadotropinler uygulanabilmektedir.
Gonadotropinler andstrus donemindeki hayvanlarda 6strus ve ovulasyonu uyararak
senkronizasyonu saglamak, iireme mevsiminde de daha etkili bir senkronizasyon
saglamak amaciyla kullanmilmaktadir (Ugar ve Ozyurtlu 2012). Genellikle
progesterona ilave olarak siingerin ¢ikarilmasinda ya da en fazla 2 giin 6nce eCG
uygulamas1 yapilmaktadir. eCG progesteron konsantrasyonunun diismesini
hizlandirmaktadir. eCG mevsim, 1rk, viicut kondiisyonu, laktasyon, teke etkisi yada
diger ¢evresel faktorler g6z oniinde bulundurularak; iireme sezonunda 300-600 1U,
anoOstrus doneminde ise 400-700 1U dozunda da kullanilabilmektedir (Baldassare ve
Karatzas 2004, Ugar ve Ozyurtlu 2012). LH piki siinger ¢ikartilmadan 48 saat énce
eCG uygulanan hayvanlarda siinger ¢ikarildiginda uygulananlardan 3 saat (sezon
dis1) yada 10 saat (sezonda) daha erken sekillenir (Holtz 2005).

Ineklerde kullanilan ovsynch programi kegilere uyarlanmis ve kullanimina
baslanmistir. Bu amagla ilk GnRH uygulamasi ile dominant bir folikiil gelisir ve
ovule olur. GnRH’y1 takip eden 7. giinde luteolitik dozda prostaglandin ve takip
eden 48. saatte ikinci GnRH uygulanir. Ovulasyon 24 saat i¢inde gerceklesecegi

icin son GnRH uygulamasindan 16 saat sonra suni tohumlama yapilir (Holtz 2005).

Flushing

Koyun ve kegilere asim zamanindan 4-6 hafta 6nce baslanarak hayvanin
kondiisyonuna gore agamali olarak artirilarak ilave besleme yapilir. DSl verimi ve
ikizlik oranii arttirmak icin enerjice zengin tahil karmalar (arpa, dari, misir ve

yulaf) verilir (Colpan 2006).

Kiigik ruminantlarin 6nemli bir avantaji da rasyonlarinda yapilacak
degisikliklerle, hormon uygulamalarma gerek kalmadan, ovulasyon oranlarinin
azaltilip artirilabilmesidir. Besin madde takviyelerinin diizgiin kullanilmasiyla uzun

vadede 6nemli faydalar saglanabilmektedir. Bunlar;
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e (iftlesme Oncesi sperma iiretimini artirmak,

e Potansiyel ovulasyon oranini maksimuma ¢ikarmak,
e Erken embriyonik kayiplart engellemek,

e Gelisen fetiisiin gelecekteki verimliligini planlamak,

e Dogum sonrasi yasama ve gelismeyi maksimuma ¢ikarmak (Martin ve ark

2004)

Besleme stratejisi Ostrus siklusunun her bir evresinde ihtiyaglar ile
metabolik durum ve iireme performansi arasindaki etkilesim dikkate aliarak
belirlenmelidir. Uzun siireli besin madde takviyesinde viicut agirlig1 artarken kisa
stireli uygulanmasinda folikiilogenezisi artirmaktadir. Beslemedeki hedef
ovulasyon oranini artirarak bir batindaki yavru sayisini artirmaktir. Besleme iireme

performansini ancak biyolojik limitler ¢ercevesinde artirabilmektedir (Fatet ve ark

2011)

1.2.3. Asim Sezonu Disinda Yapilan Uygulamalar

Kegilerde tireme sezonu disinda; 11k uygulamalari, melatonin, teke etkisi ve

diger hormonal uygulamalar ile dstruslar uyarilabilir (Saribay ve ark 2008).

Isik Uygulamalar (Fotoperiyot)

Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu kuzey yarim kiirede mevsime bagl
polidstrik hayvan tiirlerinde lireme ve Gzellikle de seksiiel aktiviteyi etkileyen en
onemli faktor fotoperiyodizmdir. Bazi tiirler iizerinde giin uzunlugundaki
kisalmalar bazilarinda ise uzamalar etkili olmaktadir. Biitlin bu etkilesimin

temelinde ise melatonin yatmaktadir (Cevik ve Yurdaydin 1998).

Kegilerin iireme sezonlar1 daha ¢ok fotoperiyoda baglidir. Sicak ve iliman
bolgelerde fotoperiyodun manipiilasyonlariyla sezon dist senkronizasyon
uygulamalar1 sik¢a kullanilmaktadir. Fotoperiyot uygulamalar1 kisa-uzun giin
degisimi temeline dayanmaktadir. Hayvanlara kisin suni 1s1k, sonbahar ve yaz
aylarinda ise dogal 151k yardimiyla uzun giin etkisi olusturulabilmektedir. Kisa giin

etkisi ise melatonin implantlar1 sayesinde kolayca saglanabilmektedir. Isik
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uygulamalari, disilere uygulanan hormon tedavileri benzeri bir etkiyi disi ve
erkeklerde saglayarak seksiiel aktiviteyi artirmaktadir ve genellikle hormonal

tedaviler ve teke etkisiyle kombine olarak kullanilmaktadir (Fatet ve ark 2011).

Koyun ve kecilerde 151k uyarimlarmin gonadotropin salinimina doniismesi

lic agsamada gerceklesmektedir;

e Giin uzunlugunun algilanmasi ve uygun sinirsel igaretlerin epifiz bezine

gegmesi,

e Sinirsel isaretlerin epifiz bezi tarafindan endokrin uyarimlara

dontistiiriilmesi,

e Endokrin uyarimlarin  hipotalamo-hipofizer eksende gonodotropin

salinimina doniismesi seklinde olmaktadir (Cevik ve Yurdaydin 1998).

Asim sezonu disindaki kegilere teke katimindan 30 giin oncesi ve 30 giin
sonrasini iceren yaklasik 60 giinliik siireyle 16 saat karanlik ve 8 saat 151k
uygulamasi ile en iyi Ostrus cevabinin alinabildigi bildirilmektedir (Chemineau ve
ark 1992, Delgadillo 2004, Whitley ve Jackson 2004). Fotoperiyot uygulamasina
ilave olarak 3 ay siireyle oral yada implant seklinde melatonin uygulanmasinin
gebelik oranlarmi artirdigi da bildirilmektedir (Wuliji ve ark 2003). Ayrica kisa
stireli 151k uygulamalarinin etkinligini artirabilmek igin hayvanlara melatonin de
verilebilmektedir. Saanen kegilerinde 37 giin siireyle melatonin+igik uygulamasinin
sadece 151k uygulamasiyla karsilagtirildigr bir ¢alismada, 1s1tk+melatonin uygulanan
hayvanlarda gebelik ve yavrulama oranlarinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir
(du Preez ve ark 2001).

Teke Etkisi

Kegi ve tekeler sosyal cevrelerine oldukg¢a hassastir ve feromenlar sekstiel
sikluslarinin  diizenlenmesinde kullanilabilmektedir. Yeni bir tekenin siiriiye
katilmasiyla disilerde ovulasyon tetiklenebilir fakat laktasyondaki yada tireme
sezonu digindakilerde dstruslar sakin goriilebilmektedir (Martin ve ark 2004). Teke
etkisi olarak adlandirilan bu durum andstrus doneminde olan kegilerde seksiiel

aktivitenin uyarilmasinda kullanilmaktadir. Birgok kegide teke etkisiyle 5-7 giinliik
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kisa ostrus siklusu goriilmektedir. Takip eden ikinci ovulasyon; dstrus davranislari

ve normal bir luteal evreyle iliskilidir (Fatet ve ark 2011).

Ureme sezonundaki kegilerde siklusun luteal evresindeki gii¢lii progesteron
baskilayici etkisi nedeniyle teke etkisi ¢ok kullanilmamaktadir. Ciinkii tekeler siklik
kegilerde ovulasyonu indiikleyememektedir sadece LH sekresyonunu artirarak
siklusun donemlerindeki siirelerde degisikliklere neden olabilmektedir (Delgadillo
ve ark 2009).

Teke etkisinin gen¢ hayvanlarin ilk dstruslarinin diizenlenmesi amaciyla da
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Teke etkisi senkronizasyon amaciyla kullanilarak
suni tohumlama ve dogumlarin toplulastirilmas: amaciyla kullanilmaktadir. Ayni
zamanda dogan yavrularin bakim ve beslenmesinin diizenlenmesi i¢inde avantaj

saglamaktadir (Martin ve ark 2004).

Feromenlerin kimyasal bir iletisim mekanizmasi vardir. Gorme ve koklama
duyularmin etkisi ile 6zel iletimler hipotalamusa taginir. Feromenler, viicuttaki bazi
salg1 bezlerinden salgilanmanin yani sira, diski ve idrar ile dogrudan digar1 atilarak
da etkisini gostermektedir. Uzun siire erkek hayvanlardan ayri tutulan disiler
arasina teke katilmasiyla feromonlarin, disilerin ireme mekanizmasini etkiledigi
ayn zamanda disilerin vaginal salgisinda ya da idrarlarinda bulunan feromonlarin
da benzer sekilde erkekler iizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve ark
2009).

Melatonin

Sonbaharda giin 15181min azalmasiyla birlikte epifiz bezinden salgilanarak
kandaki miktar1 artan melatonin prolaktin salinimimi baskilar. Melatonin
hipotalamusu etkileyerek GnRH salgisini uyarir ve seksiiel aktiviteyi baslatir (Cinar
ve ark 2011, Abeica ve ark 2012). Kan melatonin seviyesi geceleri pik seviyesinde
seyrederken giindiizleri bazal seviyelere inmektedir. Implantlar tiim giin boyunca
kan melatonin seviyesini yiiksek tutmakta ve endojen salinimi da baskilamaktadir
(Abecia ve ark 2012).

Andstrus stiresince ekzojen melatonin uygulamasinin gametlerin kalitelerini
artirdig1 belirlenmistir. Ayrica melatonin implatlarinin fertilizasyon oranlarini da
artirdigy tespit edilmistir (Casao ve ark 2010, Cinar ve ark 2011, Abeica ve ark
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2012). Melatonin implantlarinin koyunlarda ovaryum aktivitelerini daha erken
baslattig1, ikizlik ve gebe kalma oranlarini da artirdigi belirlenmistir (Bastan ve

Kiipliilii 1995).

Melatonin, eksojen olarak implant, enjeksiyon, vaginal slinger ve oral
formda uygulanabilmektedir (Cinar ve ark 2011). Melatonin en yaygin kullanima,
18 mg melatonin i¢eren implantlarin, andstrus doneminde ovaryum aktivitelerinin
uyarmak maksadiyla, iireme sezonundan 40-60 gin oOnce kullanilmaya

baslanmasidir (Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Hormonal Uygulamalar

Anostrusta bulunan kecilerde progesterona dayali yontemler daha sik
kullanilmaktadir. Progesteron kullanilarak ireme mevsiminde mevcut olan Cl taklit
edilerek gonadatropinler iizerinde baskilayict etki yaratilir. Progesteron
uygulamasinin sona ermesiyle birlikte gonadotropinlerin iizerindeki baskilayici etki
ortadan kalkar ve yaklasik 72 saat sonra ovulasyon sekillenir. Vagina i¢i siinger
seklinde de olan progesteron preperatlari asim sezonu disinda kisa siireli (5-7 giin)

yada uzun siireli (11-21 giin) olarak kullanilabilmektedir (Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Ureme sezonu digindaki kegilerde struslarin  uyarilmasi amaciyla
progesteronlarla birlikte gonadotropinler de kullanilmaktadir ve alinan sonuglar ¢ok
daha basarilidir. Progesteronun uzaklastirilmasindan 1-2 giin dnce uygulanan
gonadotropinler Ostrus ve ovulasyon sekillenmesine destek olmaktadir (Baldassare

ve Karatzas 2004).

Anstriis doneminde olan kil kecisi iizerinde yapilan bir ¢alismada 14 giin
siireyle FGA uygulanan hayvanlara siingerler uzaklastirilmadan 48 saat 6nce 500
IU eCG ve 0,075 mg PGF,a uygulanmistir. Ug gruba ayrilan hayvanlarmn ilk
grubuna siingerler cikarildiktan 48 saat sonra 5 mcg GnRH, ikinci gruba 500 IU
hCG uygulanmustir. Ugiincii grup kontrol grubu olarak belirlenmistir. Uygulama
sonrasinda ii¢ grupta da hayvanlarin tamaminda (%100) Ostrus gozlenmistir.
Gebelik oranlari ise sirastyla %36.8, %38.9 ve %33.6 olarak belirlenmistir (Saribay
ve ark 2008).
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1.3. Siiperovulasyon

Stiperovulasyon gonodotropinler vasitasiyla disinin ait oldugu irk 6zelligine
gore her Ostrusta normal olarak iirettigi sayidan daha fazla sayida ovum liretmesini
saglamak ve bdylece embriyo sayisini artirmak amaciyla yapilan islemlerdir
(Kanagawa ve ark 1995, Bowen 2003). Disilerde ovulasyon cevabini artirmak igin
uygulanan farmakolojik teknikler olarak da tanimlanmaktadir (Bowen 2003).
Stiperovulasyon follikiillerden salinan kullanilabilir oositlerin sayisin1 artirmakla

beraber, ovulasyonu ve oositin maturasyonunu da saglamaktadir (Tekeli

2001,Rahman ve ark 2008, Sagirkaya 2009, de Sousa ve ark 2011).

Stiperovulasyon, son yillarda yayginlasan biyoteknolojik yontemlerden biri
olan embriyo transferinin en 6nemli asamalarindan biridir (Gordon 2004). Dondr
olarak kullanilan disi hayvanlara ekzojen hormon enjeksiyonu yapilarak
ovaryumlarinda c¢ok sayida folikiil gelisiminin saglanmasi1 ve ovulasyon
olusturulmasi seklinde (Resim 1.3.1) de tanimlanmaktadir (Tekeli 2001, Son ve ark
2007).

Stiperovulasyon uygulamalarinda dondr se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Dondr
seciminde iki Onemli kriter vardir: Genetik deger ve reprodiiktif performans
(Noakes 1997, Noakes 2001, Christie 2001). En az iki kere postpartum normal
Ostrus siklusu gozlemlenen saglikli kecilerden secilmelidir. Reprodiiktif hastalik,
diizensiz Ostrus siklusu, endometritis, postpartum andstrus yada diger problemleri

bulunan hayvanlar kullanilmamalidir (Noakes 1997, Noakes 2001).

Hayvanlarin siiperovulasyona verecekleri cevap, 1rka, yasa, genel
kondiisyona, hormon tipine, uygulama sekline, iklime, beslenmeye ve cevresel

kosullara az ya da ¢ok baglidir (Mapletoft ve ark 2002, Akyol 2004).

Genelde normal ve fertil olan tiim verici hayvanlarin % 85’1 sliperovulasyon
uygulamasina cevap verir ve her bir vericiden ortalama 5 adet transfer edilebilir
embriyo elde edilebilir. Elde edilen embriyolarin sayisinda azalma olmakla birlikte
40-60 giin arayla tekrar siliperovulasyon uygulanabilmektedir (Tekeli 2001).
Almacak cevaplar net olarak 6ngoriilemedigi i¢in, siiperovulasyon embriyo transfer
programlarinin en kritik asamasidir. Aliacak cevap endojen (genetik, beslenme,

lireme sezonu) ve eksojen (siiperovulasyon protokolii, gonadotropinlerin dogal ve
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katkisiz olmasi) nedenlerden etkilenmektedir. Ancak her bir faktoriin etkisini

degerlendirmek neredeyse imkansizdir (Amiridis ve Cseh 2012).

Resim 1.3.1. (a, b) Uterus yikamasi sirasinda ovaryumlardaki Cl’lar
(siiperovulasyon cevabi, ok: Cl). (Cizmeci SU, Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).
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1.3.1. Siiperovulasyon Amaciyla Kullanilan Hormonlar

Siiperovulasyon amaciyla gonadotropik hormonlardan yararlanilmaktadir

(Lehloenya ve Greyling 2009). Bunlarin basinda follikiil uyaric1t hormon (FSH) ve

gebe kisrak gonadotropini (eCG veya PMSG) gelmektedir. Bu hormonlardan eCG,

gebeligin 40-180. giinleri arasinda bulunan kisraklarin kan serumlarindan, FSH ise

domuz ve koyunlarin hipofiz bezi ekstraktindan elde edilmektedir. Bu hormonlarin

temel etki mekanizmalari, kiiciik ve orta biiylkliikteki folikiillerde FSH

reseptorlerini aktive etmek ve baglanmak suretiyle follikiil gelisimini uyarmalariyla

aciklanmaktadir (Rahman ve ark 2008).

FSH

Bu hormona folikiil stimiile edici hormon (FSH), folikiil uyaran hormon
da denir ve hipofiz 6n lobundaki gonadotrop hiicrelerde olusur. Biiyiik
molekiillii bir glikoprotein olan FSH, % 32 oraninda karbonhidrat igerir.
Molekiildeki aminoasitlerin her biri birer peptit zincirinden olusan iki alt birim
halinde diizenlenmistir. Bunlara alfa ve beta alt birimleri denir. Alfa alt
birimlerinde 92 aminoasit, beta alt birimlerinde ise 118 aminoasit bulunmaktadir

(Yilmaz 1999).

FSH, folikiillerin gelisimi, antrum olusumu ve Ostrojen salinimi igin
gereklidir (Alagam 2001a). FSH, gelisen folikiillerin teka interna ve granuloza
hiicrelerinden basta stradiol-17 olmak lizere Ostrojenlerin salinimini uyarir.
Folikiillerin ostrojen salabilmesi i¢in FSH ve LH birlikte etkimektedir. FSH ve
LH ovulasyona dek sinerjik olarak etki gosterir. Ostrojen, folikiillerin
gelisiminde FSH'ya yardim eder. Ostrojen diizeyi kanda yiikseldikce FSH
salinimi azalir ve LH etkin duruma geger (Yilmaz 1999, Akyol 2001).

Diinyada embriyo transferi calismalarinda cesitli FSH preparatlar
kullanilmakta ve bu preperarlar degisen oranlarda LH etkisi de gostermektedir.
Ancak son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte saf FSH preparatlar
(Rekombinant-FSH) ya da minimum LH ic¢eren FSH preparatlari elde edilir hale
gelmistir. Bahsedilen rekombinant FSH ile iyi sonu¢ alinir olmasma ragmen

bunlarin maliyeti oldukga yiiksektir (Mori 1999).
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Kegilerde FSH’nin yarilanma 6mrii sadece 5 saattir ve giinde 2 kez olmak
lizere 3-4 giin siireyle uygulanmasi gerekmektedir. Bireysel degisiklikler c¢ok

olmasina ragmen ortalama 8-16 adet folikiil ovule olabilmektedir (Holtz 2005).

eCG (PMSG)

PMSG, gebe kisrak serum gonadotropini olarak bilinir ancak son
zamanlarda terminolojide daha ¢ok eCG olarak anilmaktadir (Bowen 2003).
Gebe kisraklarin serumlarindan elde edilen plasenta kaynakli bir gonadotropindir
(Tekeli 2001). Kisraklarda endometriumun fincan bi¢imindeki c¢ukurlarindan
gebeligin 40-130. giinleri arasinda salinir. Daha ¢ok FSH benzeri etkileri olup
bunun yan1 sira LH benzeri etki de gosterir (Yilmaz 1999, Kaymaz 2012).

Bazi durumlarda, eCG (antikorsuz ya da antikorlu) uygulanan kegilerde
beklenen cevaplar alinamamaktadir. Bunun sebebinin kegilerde eCG’nin ¢abuk
yikimlanmas1 olabilecegi diisliniilmektedir. Kegilerde eCG’nin yarilanma Omrii
sadece 10-15 saattir ve bu ineklerdeki siirenin olduk¢a altindadir (Holtz 2005).
Tekrarlayan eCG uygulamalariyla yapilan siiperovulasyon ¢alismalarinda, eCG’ye
karst antikor olusumundan dolayr disiik fertilite ile karsilasildigi da
bildirilmektedir. (Baldassarre ve Karatzas 2004). Yapilan bircok caligmada
kegilerde FSH’nin eCG ve hMG’den daha etkili oldugu vurgulanmaktadir (Rosnina
ve ark 1992, Cognie 1999, Menchaca ve ark 2007, Rahman ve ark 2008, Hu ve ark
2010).

hMG

Pubertaya erisen bir kadinda, gonadotropik hormonlarin etkisi ile folikiil
gelisimi olur ve gelisen bu folikiillerden salinan Ostrojenin kandaki miktar1 artar.
Artan Ostrojen miktarina bagli olarak ise FSH ve LH salinimi1 baskilanarak kandaki
diizeyleri azalir. Ancak insanlarda menapoz sonrast gelisecek folikiil
kalmadigindan Ostrojen salinimi da onemli Slgiide diiser, FSH ve LH salinimi
baskilanmadigindan, kandaki dolayisiyla idrarla ¢ikarilan miktarlar1 4-10 kati1 kadar
artar (Yilmaz 1999, Macun 2006). Bu diisiinceden yola ¢ikarak menapoz
sonrasindaki bir kadmin idrarindan elde edilen gonadotropinlerin siiperovulasyon
amaciyla kullanilabilecegi diisiiniilmiis ve bu hormona da hMG adi verilmistir

(Akyol 2001, Macun 2006). hMG’nin siiperovulasyon cevabi eCG ile benzerlik
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gostermektedir. Ancak erken luteal regresyon gibi ciddi bir yan etkisi oldugu i¢in

kullanim1 oldukga sinirlidir (Amiridis ve Cseh 2012).

LH ile kontamine olan FSH preperatlarinin erken luteal regresyon, ovule
olmayan folikiil yada luteinize folikiil gibi bir takim olumsuzluklara neden olmasi
nedeniyle saf FSH preperatlar iiretilmeye baslanmistir. Ancak superovulasyon
uygulanmis kegilerde erken luteal regresyonun etkisi hala olduk¢a onemlidir ve
insidans1 yaklagik olarak % 10-32 arasindadir (Cognie ve ark 2003).
Stiperovulasyondan 3-4 giin sonra biliyiikk Ostrojenik folikiillerin devamlilig
nedeniyle luteolizisin erken baslamasini tetiklemektedir (Gordon 2004). Bu nedenle
stiperovulayon uygulanan kecilerde, dstruslardan 3,5 giin sonra yeni bir ovulasyon
sekillenebilecegi ve erken luteal regresyon meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.
Ovulasyon ve embriyo toplama giinii arasinda fluniksin meglumin uygulamasinin
erken luteal regresyon oranini azalttigt ve transfer edilebilir embriyo sayisini

artirdig1 da bildirilmektedir (Cognie ve ark 2003).

1.3.2. Siiperovulasyon Protokolleri

Kegilerde ¢ok cesitli siiperovulasyon protokolleri oldugu bildirilmektedir
(Cizelge 1.3.2.1, Cizelge 1.3.2.2, Cizelge 1.3.2.3, ve Cizelge 1.3.2.4). Genellikle
siiperovulasyon protokoliiniin, progestagen igeren vaginal siingerin intravaginal
olarak 9-11 giin siireyle uygulanmasi ve siingerin ¢ikartilmasindan 24-48 saat dnce
de gonadotropinlerin enjeksiyonu seklinde oldugu ifade edilmektedir (Lehloenya ve
ark 2008, Rahman ve ark 2008, Perera ve ark 2009, Sagirkaya ve ark 2009,
Lehloenya ve Greyling 2010a). Bu amagla FSH 6 veya 8 boliinmiis doz halinde 3-4
giin siireyle azalan dozlarda, eCG seksiiel siklusun 17. giiniinde tek enjeksiyon
tarzinda uygulanir. Gonadotropin uygulamasini takiben 24-72 saat sonra PGF,a
enjeksiyonu yapilir ve bunu izleyen 24-36 saat i¢inde de ostrusler gozlenir (Tekeli
2001).

Progesteronlarin, siiperovulasyon uygulamasi ardindan elde edilen
ovulasyon sayisint Ve embriyo Kkalitesini negatif etkileri bildirilmektedir.
Koyunlarda progesteron igermeyen protokoliin (WSF) geleneksel yontemle (SF)
karsilastrildigr ¢alismada, toplamda 38 embriyo taze (SF ve WSF) olarak 22
embriyoda vitrifikasyonla (WSV) dondurularak transfer edilmistir. Arastirmanin

sonucunda S ve WS gruplarinda sirasiyla embriyo toplama oran1 %67 ve %380,
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fertilizasyon orani %100 ve %80 olarak belirlenmistir. SF, WSF ve WSV
gruplarinda gebelik oranlart sirasiyla % 78, % 70 ve % 82 olarak tespit edilmistir
(Mayorga ve ark 2011).

Cizelge 1.3.2.1. Ornek siiperovulasyon ve embriyo toplama programi I
(Paramio 2010)

Sabah Aksam

-12. Giin Stinger takilmasi

-3. Giin FSH (50 mg) FSH (50 mg)

-2. Giin FSH (30 mg) FSH (30 mg)

-1. Giin FSH (20 mg), Siingerin ¢ikarilmasi FSH (20 mg)
0. giin GnRH (4,2 ng) + Dogal asim yada ST~ Dogal asim ya da ST
1. giin Dogal asim ya da ST Dogal asim ya da ST
7. giin Embriyo toplanmasi

ST: Suni Tohumlama

Kegiler iizerinde yapilan bir ¢alismada 0. giin protokolii ile 14 siireyle CIDR
uygulamasi karsilagtiritlmigtir. Ovulasyon ve oosit toplama oranlar1 degerlendirilmis
ve sonugta her iki gruptada istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (Ayres ve
ark 2011).

Tasdemir ve ark (2011), Angora ve Kilis kegileri iizerinde 0. giin protokolii
uygulayarak yapilan c¢aligma sonucunda siiperovulasyon cevaplarinda irklar
arasinda istatistiki fark bulunmadigini, ancak Angora kecilerinin Kilis kegilerinden

daha yiiksek transfer edilebilir embriyo oranina sahip oldugunu (p<0,05) bildirdiler.

Sezon i¢i ve sezon diginda yapilan siiperovulasyon g¢alismasinda, her iki
gruptada Ostruslar % 100 iken, sezon disinda uygulanan grupta ostruslarin daha geg
sekillendigi goriilmiistiir. CI sayilari, ovulasyon orani, embriyo sayilar1 ve embriyo

kaliteleri arasinda istatistiki bir fark tespit edilememistir (Lehloenya ve ark 2008).
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Cizelge 1.3.2.2. Ornek siiperovulasyon ve embriyo toplama programi II

(Lehloenya ve ark 2008)

Sabah Aksam

-17. Giin Stinger takilmas1

-4. Giin FSH (50 mg) FSH (25 mg)

-3. Giin FSH (25 mg) FSH (25 mg)

-2. Giin FSH (25 mg), Siingerin ¢ikarilmasi FSH (25 mg)

-1. Giin FSH (25 mg)
0. giin GnRH (4,2 pg), Dogal asim yada ST~ Dogal asim ya da ST
1. giin Dogal asim ya da ST Dogal asim ya da ST
6. giin Embriyo toplanmasi

ST: Suni Tohumlama

Cizelge 1.3.2.3. Omek siiperovulasyon ve embriyo toplama programi Il

(Cognie 1999)

Sabah Aksam
-12. Giin Stinger takilmasi, PGF2a (250 pg)
-3. Giin 1000-2000 1U eCG
-1. Giin Stingerin ¢ikarilmasi
0. giin GnRH (4,2 ug) + Dogal asim yada ST ~ Dogal asim ya da ST
1. giin Dogal asim ya da ST Dogal agim ya da ST
7. giin Embriyo toplanmasi

S T: Suni Tohumlama
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Farkli gonadotropinlerin karsilastirildigi bir ¢alismada (Armstrong ve ark
1983), 1. Gruba siinger+eCG, 2. Gruba eCG, 3 Gruba ise FSH uygulanarak
siiperovulasyon yapilmis ve ¢alisma sonucunda 3. grupta ovulasyon oranlar1 diger
iki gruptan daha yiiksek bulunmustur. Ikinci grupta diger iki gruptan daha biiyiik
folikiil ¢apina rastlanmistir. Arastirmacilar elde ettikleri sonucu, gonadotropinlerin
yarilanma Omiirlerinin farkli olmasina ve eCG uygulamasi sirasinda kandaki

hormon diizeyinin uzun siire yliksek seyretmesine baglamislardir.

Sezon igi ve sezon dis1 yapilan bir ¢alismada (Menchaca ve ark 2007), sezon
ici ve sezon digsindaki uygulamalar kendi i¢inde de ikiye ayrilarak 1. Gruba
geleneksel yontem 2. Gruba ise 0. giin protokolii uygulanmistir. Calisma sonucunda
stiperovulasyon cevabi, sezondaki hayvanlarda 1. Grupta 2. Gruptan sirasiyla %85
ve % 50 iken sezon digindaki hayvanlarda % 88 ve % 93olarak bildirilmistir. ClI
sayilar1 (9,6; 6,3/ 14,3; 10,7) ve fertilizasyon oranlarinin (% 83; % 77/ %80; %76)

sezonda ve sezon diginda 1. grupta 2. gruptan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 1.3.2.4. Omek siiperovulasyon ve embriyo toplama (0. giin
protokolii) programi IV (Tagdemir ve ark 2011, Agaoglu ve ark 2014).

0. Giin CIDR + PGFa

5. Giin CIDR ¢ikarilmasi+eCG

6. Giin GnRH

9. Giin FSH FSH

10. Giin FSH FSH

11. Giin FSH FSH+ GnRH
12.Giin Dogal asim ya da ST Dogal asim ya da ST
13. Giin Dogal asim ya da ST Dogal agim ya da ST
18. Giin Embriyo toplanmasi

ST: Suni Tohumlama



Yerli karalar {izerinde 700-490 IU FSH’nin azalan dozlarda 4 giin siireyle
uygulanmasinin 350 IU FSH’nin (175 IU epidural+175 IU IM) tek doz olarak
uygulanmasi ile karsilastirildigi ¢alismada Cl sayilar, transfer edilebilir embriyo
oranlar1 ve UFO sayilar1 arasinda istatistiki fark bulunmadigini bildirmislerdir

(Tasdemir ve ark 2012).

Kegiler lizerinde yapilan bir baska ¢alismada (Lehloenya ve Greyling 2009),
FSH’nin kas i¢i (IM) ve deri alti (SC) uygulamasi karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda ovulasyon orani, embriyo toplama orani, fertilizasyon orani ve transfer
edilebilir embriyo oraninda bir fark ¢gikmamistir. Unfertilize ovum (UFO) oran1 IM
uygulamada SC’dan fazla iken, dejenere embriyo oran1 SC’da daha yliksek tespit

edilmistir.
1.4. in-Vivo Embriyo Elde Edilmesi ve Degerlendirilmesi

Donér hayvanlardan (in-vivo) veya laboratuvar kosullarinda elde edilen (in-
vitro) embriyolarin tasiyici annelere transfer edilmesine embriyo transferi adi verilir
(Kaymaz 2012). Ureme teknolojisinde genetik ilerlemeyi hizlandirmak icin en sik
kullanilan yontem suni tohumlama (ST) olmustur. Ancak rutin bir iireme teknolojisi
olmayan multiple ovulasyon ve embriyo transferi (MOET) sayesinde secilmis disi
ve erkekten {iretilen embriyolarin nakledilmesi ile ¢cok daha hizli bir genetik

ilerleme saglanmaktadir (Paramio 2010).

In vivo embriyo iiretimi ya da multiple ovulasyon embriyo transferi
(MOET) ve in vitro embriyo tiretimi, kegi tiremesindeki ¢ok 6nemli iki gelismedir.
Her iki yontem de hayvanlarin genetik yapisini gelistirmek veya islemek igin
kullanilmaktadir (Paramio 2010).

Embriyo iiretiminin asamalari

e Verici ve tasiyict hayvanlarin se¢imi ve senkronizasyonu,
e Verici hayvanlarin siiperovulasyonu ve tohumlanmasi,
e Uterusun yikanmasi, embriyolarin toplanmasi ve degerlendirilmesi

e Embriyolarin dondurularak saklanmasi veya transferi (Kaymaz 2012).
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Istenen genetik ilerlemenin saglanabilmesi icin embriyo naklinde

kullanilacak verici hayvanlarin;

e Genetik potansiyeli yiiksek olmali (Tekeli 2001),

e Kalitsal baz1 hastaliklar ve iiremesini etkileyecek enfeksiyoz hastaliklar
tasimamali (Kanagawa ve ark 1995),

e Dogmasal bozuklugu bulunmamali ve saglikli olmali,

e Verimli ve pazar payi yiiksek olmali,

e Reprodiiktif 6zellikleri iyi olmali ve diizenli 0strus gostermeli,

e Uygun yas ve kondiisyonda olmalidir (Kaymaz 2012).

Tastyic1 hayvanlarin da viicut kondiisyon skorlarinin normal sinirlarda
olmasi, reprodiiktif agidan saglikli, gen¢ ve fertil olmasi1 gerekmektedir (Kaymaz
2012).

Embriyo transferinin basarisinda donor ve tasiyicilarin se¢imi, vericilerin
stiperovulasyonu, dollenme (giftlesme ya da Suni tohumlama), embriyolarin
toplanmasi ve degerlendirilmesi ile embriyolarin transfer yontemleri oldukga etkili

olmaktadir (Rahman ve ark 2008).
Embriyo transferinin basarisini etkileyen diger faktorler ise;

e Verici hayvanlarla beraber tasiyici hayvanlarin da senkronize edilmesi
(aralarinda en fazla 12 saat olmalidir),

e Embriyonun transfer edilecegi (ovaryumunda Cl bulunan kornunun
apeksine) bolge (Kaymaz 2012),

e Embriyonun kalitesi, taze veya donmus olmasi, in vivo yada in vitro olarak
iiretilmesi,

e Enfeksiyon varligi,

e Tasiyicinin ilk gebeliginin olup olmasi,

e Uygulama yapan kisinin tecriibe ve becerisi,

e Transferin cerrahi yontemle yapilip yapilmamasidir (Gordon 2003).
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1.4.1. Embriyolarin In Vivo Olarak Elde Edilmesi

Kecilerde in vivo embriyo iiretimi c¢aligmalart uzun yillardan beri
yapilmaktadir. Ancak sonuglar oldukca degiskendir. Bu degiskenligin ana sebepleri
hormonal uygulamalar, fertilizasyon problemleri ve hala tam olarak

netlestirilemeyen CL’un erken regresyonudur (Paramio 2010).

Uygulanan gonadotropin enjeksiyonlariin bitiminden sonraki 24-48. saatte
hayvanlara suni tohumlama veya dogal asim yaptirilmaktadir (Tekeli 2001).
Fertilizasyon sonrasinda oosit tek hiicreli embriyo yani zigot asamasindadir. Daha
sonra embriyolar boliinerek 2 hiicreli, 4 hiicreli, 16 hiicreli asamalara gelirler.
Hiicre boliinmeleri devam eder ve morula asamasina ulasirlar. Morula asamasi
embriyo igerisinde sekillenen bir boslugun (blastosel) ortaya ¢ikmasma kadar
devam eder ve bu asamadan sonra embriyo blastosist olarak adlandirilirlar. Morula
asamasinda embriyo hiicrelerinin sekli kiireselden poligonal forma doniisiir. Bu
doniisiim kompaktlagsma olarak adlandirilir. Bu donemden sonra igi bos zona
pellusida, fertilize olmamis oosit, erken donemde gelisimi durmus, dejenere olmus
embriyolar ve zonasindan disar1 ¢ikmakta ya da tiimiiyle ¢ikmis olan embriyolarla

da karsilasmak miimkiindiir (Sagirkaya 2009).

Kegilerde uterus yikamasi cerrahi, servikal ve laparoskopik yolla

yapilmaktadir.

Cerrahi Yontem

Cerrahi yontemde ovidukt ve uterus disari alinarak yikandigi i¢in embriyo
toplama orani oldukca yiiksektir (Ishwar ve Memon 1996). Serviksin kivrimh
olmas1 ve katater uygulama gii¢liigii nedeniyle embriyolar genellikle genel anestezi
altinda operatif olarak toplanir. Asim giinlinii izleyen 6-7. giinde hayvanlara
laparotomi uygulanir ve ovaryum cevaplari olusan Cl sayisina gore belirlenir.
Uterus kornularina Foley kateteri yerlestirilerek yikama yapilir. Kornu basma
yaklagik olarak 50 ml yikama medyumu kullanilir. Toplanan yikantida embriyolar
bulunarak morfolojik degerlendirme yapilir ve kalitelerine gore smiflandirilirlar
(Tekeli 2001, Holtz 2005). Bir hayvana operatif embriyo toplama uygulamasi 2-3
kez uygulanabilir. Ciinkii sik yikama sonucunda olusan post operatif yapigmalar

tekrarlanmalari sinirlamaktadir (Paramio 2010).
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Laparoskopik yontem

Laparoskopik yontemde hayvanlara yaklastk 36 saat yem ve su
verilmemektedir. Genel anesteziye alinan hayvanlara periton i¢ine yaklasik 4-5 It.
hava verilerek pnemoperitoneum olusturulur. Laparoskop yardimiyla uterus
yikanarak embriyolar toplanir. Her bir uterus kornusu i¢in 60 ml yikama vasati
kullanilir. Embriyolar mikroskop yardimiyla bulunarak degerlendirilir (Ishwar ve
Memon 1996).

Servikal Yontem

Cerrahi ve laparoskopik yontem kullanilan hayvanlarda genital organ ve
dokularda yapismalar meydana gelmektedir. Olusan yapigmalar nedeniyle verici
hayvanlarin kullanimi siirlanmaktadir. Servikal yikama yapilacak hayvanlara
serviksin genisletilmesi i¢in PGE; ve 6stradiol uygulanir. Hayvanlara genel anestezi
uyguladiktan sonra servikal dilatator kullanilarak serviks genisletilir. Yikama igin 3
yollu katater kullanilir. Yikanti mikroskopta incelenerek embriyolar bulunup

degerlendirilir (Ishwar ve Memon 1996).

1.4.2. Embriyolarin Degerlendirilmesi

Ciftlesme yada suni tohumlamay: takip eden 5. giinde embriyolar hizla
boliinerek uterusa ilerlemeye baglarlar. Bu donemde embriyonun kalitesini
belirlemede kullanilan kompaktlasma da baslar. Kompaktlasma ineklerde 5-6,
koyunlarda ise 3. glinden sonra baglar. Bu asamadaki embriyoya erken morula
denir. Kompaktlagmanin artmasiyla embriyonun perivitellin boslugunda artis
meydana gelir ve kompakt morula olusur. Embriyo i¢ ve dis hiicre katmanlarini
gelistirir ve dis hiicre katindan sodyumun aktif transportu sonucu ozmotik basing
degisikligine bagli siv1 birikimi olusur. Bu dénem erken blastosist donemi olarak
adlandirilir. Embriyonun blastosist kavitesi % 50’yi gectiginde blastosist olarak
adlandirilir. Blastosist icindeki osmotik basing artis1 devam ederken embriyonun dig
cap1 biiylir ve expansiyon baslar. Bu evreden sonra expanded blastosist gelisir.
Zona pelusidanin incelmesi sonucu ruptur sekillenir ve hatching baglar. Embriyo
zonadan tamamen kurtuldugunda hatched embriyo olarak adlandirilir (Kaymaz
2012).
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Embriyolar Internatinal Embryo Transfer Society (IETS; Uluslar Arasi
Embriyo Transfer Toplulugu)’ nin kriterlerine gore degerlendirilir. Gelisme
donemine (Resim 1.4.2.1) gére 1’den (UFO) 9’a (Expanded-hatching blastosist)
kadar (Cizelge 1.4.2.1) smiflandirilmaktadir (Sekil 1.4.2.1). Embriyo Kalitesi ise
embriyonun morfolojisine gore degerlendirilmektedir (Cizelge 1.4.2.2). Embriyo
morfolojisinde; embriyonun yapisi, sitoplazma yogunlugu, rengi ve dejenere

(Resim 1.4.2.2) alan oran1 degerlendirilir (Wright 2010).

Cizelge 1.4.2.1. Gelisme donemlerine gore embriyolar (Wright 2010).

Numara Derece
1 Oosit (d6llenmemis)
2 2 -12 hiicre arasi
3 Erken morula
4 Morula
5 Erken blastosist
6 Blastosist
7 Expanded blastosist
8 Hatched blastosist
9 Expanded hatched blastosist
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Expanded Blastosist

Hatched Blastosist

Resim 1.4.2.1. Farkli asamalardaki embriyolarin goriiniimleri (Cizmeci SU,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali, IVF laboratuvari, 2014).

Resim 1.4.2.2. Dejenere embriyolar. (Cizmeci SU, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, IVF Laboratuvari, 2014).
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Cizelge 1.4.2.2. Morfolojik yapilarina ve derecelerine gore embriyolara
yapilacak islemler (Kaymaz 2012).

Derece Morfolojik Durum Uygulama
Cok iyi 1 Dondurma veya ET
Tyi 1 Dondurma veya ET
Orta 2 Dondurma veya ET
Saghksiz 3 Kiiltiir Sonras1 Dondurma veya ET
Olii veya dejenere 4 Kullanilamaz

ET: Embriyo Trasnferi

Embriyolar:

e Cok iyi: Embriyo kiire seklinde biiyiikliik, renk ve yap1 bakimindan tiniform
hiicrelere sahip gelisim donemlerine gore kusursuz embriyolardir. Embriyo
transferi veya dondurma yapilabilir,

e lyi: Oval zona pellusida, ¢ok az sayida ve embriyo kiitlesi disinda kalmis
kiiciik hiicreler veya hafif diizeyde asimetrik sekil gibi 6nemsiz kusurlara
sahip embriyolardir. Embriyo transferi veya dondurma yapilabilir,

e Orta: Makul sayida embriyo kiitlesi disinda kalmis hiicreler, normalden
kiiclik biiyiikliik, az miktarda dejenerasyon ve gelisimde bir giine kadar
gecikme gibi net fakat ciddi olmayan anormalliklere sahip embriyolardir.
Embriyo transferi veya dondurma yapilabilir,

e Zayif: Onemli derecede dejenerasyon, vezikiillii hiicreler, embriyo
hiicrelerinin  biiyiikliiklerinde 6nemli degisiklikler, kompaktlagsmanin
gergeklesememesi ve ayni zamanda gelisimde 2 giline kadar gecikme gibi
bozukluklara sahip embriyolardir. Kiiltiir sonras1 embriyo transferi veya
dondurma yapilabilir,

e Dejeneratif (veya 6lii): Transfer edilemeyecek kadar siddetli dejenerasyona
sahip embriyolardir ve kullanilamazlar,

e Fertilize olmamis ya da 2-3 hiicreli embriyolar olarak tanimlanabilir

(Robertson ve Nelson 2010).
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TEK HUCRE (0. GUN) iKi HUCRE (1. GUN) DORT HUCRE (2. GON

SEKIZ HUCRE (3. GUN)

MORULA (5. GUN )

HATCHED BLASTOSIST (8. GUN)

EXPANDED BLASTOSIST (7. GUN) EXPANDED HATCHED BLASTOSIST (8. GUN )

Sekil 1.4.2.1. Embriyo gelisiminin kronolojik semas1 (Robertson ve Nelson
2010).

1.5. Embriyolarin Kisa Siireli Korunmasi

Embriyolar 1-2 giin siireyle buzdolabinda (4-5 °C) canliliklarin
kaybetmeden saklanabilirler. Embriyolar saklama siiresince herhangi bir gelisme
gostermezler (Kanagawa ve ark 1995). Sekiz ya da onaltt hiicreli embriyolar 5
°C’de 4 giin saklanabilmektedir (Gordon 1997). Embriyolar 24-48 saat
dondurulmadan saklanmasi gerektigi durumlarda M-199 ve Ham’s F10 vasatlari
gibi kompleks yada PBS (Phosphate Buffer Solutions) + %10 FCS igeren
vasatlarda 0-4 °C’de steril test tiiplerinde saklanabilmektedir (Kanagawa ve ark
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1995). Saklama islemi 0,25 ml’lik payetlerde de yapilabilmektedir. Dondurmada
kullanilan kriyoprotektanlarin toksik etkileri ve ani sogutmaya bagli gelisebilecek
zona hasar1 gibi embriyoya zarar verecek durumlar diisiiniildiigiinde transfer i¢in
uzun siire beklemeye ihtiyag duyulmuyorsa kisa siireli saklama uygulanabilir.
Ancak oda 1s1sinda tutulan embriyolarin yasam sansinin 12 saatten sonra diismeye
basladigi unutulmamalidir  (Kaymaz 2012). Oda 1sisinda 4-6 saaten fazla
tutuluduktan sonra dondurulup ¢ozdiiriilen embriyolarda canlilik oranlarinin

diistiigii ve dondurma islemi uygulanacaksa en kisa siirede yapilmasi gerektigi

bildirilmektedir (Mapletoft ve ark 2010).
Kisa siireli saklamada embriyo canliligini etkileyen faktorler;
e Isik: Embriyolar mikroskop 15181 altinda maksimum 30 dakika kalmalidir.

e Sarsintt ve 1s1 degisimi: Tagima esnasinda yasanabilecek 1s1 degisimi ve

sarsintilardan sakinilmalidir.

e Saklama siiresi: Oda 1sisinda yada buzdolabinda 1 giin saklanip transfer
edildiginde gebelik sanst % 50 iken iki giin saklandiginda bu sans oldukca
diismektedir.

e Saklama siiresi ve sicaklik iligkisi: embriyolar toplandiktan sonra 25-38 °C
de 5 saat saklandiginda ortam 1sisindan ¢ok etkilenmezler. ikinci saatten
sonra canliliklarda biraz diisiis yasanabilir. Ancak 25 °C’den daha yiiksek
ortamlarda 5. saatten sonra embriyo kayip orani artmaktadir (Kanagawa ve
ark 1995).

1.6. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢d6zme uygulamalarinin hiicreler iizerinde
olusturabilecegi baz1 zararlar1 Onlemek maksadiyla kullanilan kimyasal
maddelerdir. Ortamdaki donmamis fraksiyon miktarini arttirip iyon miktarimi
azaltarak etki gosterirler. Dondurulacak hiicreler dnce kriyoprotektanlarla ekilibre
edilerek hiicre 1i¢i denge saglanmaktadir (Palasz ve Mapletoft 1996).
Kriyoprotektanlarin en 6nemli 6zellikleri, molekiiler agirliklarinin diisiik olmasi ve
ancak belirli oranlarin iizerinde katildiklarinda (1 M’dan Yyiiksek) toksik etki

olusturmalaridir (Dinnyes ve Nedambale 2009). Kriyoprotektan maddeler hiicre
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membanindan  gegebilen (Permeabl-hiicre ici) ve hiicre membranindan
gecemeyenler (Non permeabl-hiicre disi) olarak iki ayr1 grupta incelenmektedir

(Cizelge 1.6.1) (Prentice ve Anzar 2011).

Diisiik molekiil agirlikli hiicre i¢i kriyoprotektanlar; etilen glikol, metanol,
1.2-propandiol, DMSO (Dimetilsiilfoksit), biitandiol, gliserol ve diger alkollerdir.
Diisiik molekiiler agirlikli hiicre dis1 kriyoprotektanlar; galaktoz, glikoz, siikroz,
trehaloz ve diger sekerlerdir. Yiiksek molekiil agirlikli (> 50, 000 Dalton) hiicre dis1
kriyoprotektanlar polivinilpirolidon, polivinil alkol, hidroksietil nisasta, sodyum

hiyalironat ve diger polymerlerdir (Palasz ve Mapletoft 1996).

Cizelgel.6.1.  Molekiil  agirliklan  ve  permabilitelerine  gore
kriyoprotektanlarin dagilimi.

Diisiik Molekiil Agirhikh Yiiksek Molekiil Agirhkh
Hiicre Ici Hiicre Dis1 Hiicre Dis1
Etilen Glikol Galaktoz Polivinilpirolidon
Metanol Glikoz Polivinil alkol
1.2-propandiol Siikroz Hidroksietil nisasta
DMSO Trehaloz Sodyum hiyalironat
Biitandiol Diger sekerler Diger polymerler
Gliserol
Diger alkoller

Hiicre i¢i kriyoprotektanlar, HoO’ya baglanabilme ozellikleri ve yiiksek
konsantrasyonlu diger bilesenlerin toksik etkilerini azaltmalar1 ile etkilerini
gostermektedir. Bu gruptaki kriyoprotektanlar genellikle suda yiiksek ¢6ziinebilme
0zelligine sahiptir. Bu sayede suyun hidrojen baglarin1 kopararak yapisini degistirir.
Ayn1 zamanda bu kriyoprotektanlar su molekiilleri ile hidrojen baglan
olusturabilmektedir (Bozkurt 2011). Kullanilan bu kriyoprotektanlar hiicreye

penetre olup dehidrasyonu saglayarak sitoplazmanin korunmasina yardimer olurlar

35



(Kaymaz 2012). Dehidrasyon isleminin ¢ok hizli bir sekilde gergeklesmesi,
hiicrelerin ~ oliimiine  neden  olabileceginden  kriyoprotektanlar  diisiik

konsantrasyonda hazirlanmali ve yavas bir sekilde ilave edilmelidir (Holtz 2005).

Embriyolarin dondurulmasinda kullanilan hiicre i¢i kriyoprotektan maddeler
etilen glikol, gliserol (Holtz 2005), 1-2 propanediol, propilen glikol (Kaymaz
2012), DMSO, asetamid ve proetilen glikoldiir (Arav 2014). Gliserol, DMSO ve
etilen glikol (EG) gibi bazi kriyoprotektanlar kii¢iik molekiilliidiir ve dondurma
esnasinda buz haline doniisen hiicre i¢i ve hiicre dis1 su miktarini simnirlarlar
(Prentice ve Anzar 2011). Etilen glikoliin molekiil agirlig1 gliserol ve DMSO’dan
daha disiiktir ve bu sayede kazandigi yiiksek permabilite sayesinde etkisini
gostermektedir. Gliserol sitoplazmik membran tizerinde etkili olurken, etilen glikol
hiicre i¢indeki tiim membran1 korumaktadir. Ayrica etilen glikol 6zellikle ¢ozdiirme
esnasinda olusabilen ve hiicrelerin sisip patlamasina neden olan ozmotik basing

degisimlerine neden olmamaktadir (Kaymaz 2012).

Embriyo dondurma vasatinin igerisinde kriyoprotektanlara ilave olarak % 10
oraninda FCS (Fetal Calf Serum) bulunmaktadir. Ayn1 zamanda % 0,4 oraninda

BSA (Bovine Serum Albumin) da ilave edilebilmektedir (Kaymaz 2012).

1.7. Embriyolarin Dondurulmasi

Elde edilen embriyolarin dondurulmasmin bir¢ok avantaji vardir. Genetik
degeri yiiksek disilerin yavrularinin bagka bolgelerde de yayilimi saglanir. Genetik
1slah ¢ok daha hizli geligir. Ulusal ya da uluslararas1 hayvan hareketleri g6z oniine
alindiginda dondurulmug embriyolarin taginmasi canli hayvan taginmasindan daha
kolaydir. Ciinkii nakliye esnasinda hastalik ya da oliim riski yoktur. Ayrica
embriyolarin dondurulmasi gen kaynaklarinin korunmasi ve depolanmasinda da
oldukg¢a oOnemlidir (Amiridis ve Cseh 2012). Embriyolarin dondurulmasi ile
tastyicilarda senkronizasyona gerek kalmadan transfer islemi
gergeklestirilebilmektedir. Bunun yaninda kurulacak olan embriyo bankasi ile nesli
tilkkenmekte olan hayvan varliklarinin korunmasi da saglanabilmektedir (Sagirkaya

ve Bagis 2003).

Embriyolarin dondurulmasindaki asil amag, embriyoyu o andaki hali ile

korumak ve c¢ozdiiriildiigiinde kaldigr yerden devam edebilmesini saglamaktir.
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Embriyolarin dondurularak saklanmasiyla hiicrenin enzim aktivitesi, metabolizma,
gelisim ve boliinme gibi birgok olay neredeyse durmaktadir. Bu islemlerin
sonucunda fizyolojik aktivite belirgin bir sekilde durdurulmakta ve ¢ok uzun siire
yasama yetenegine zarar vermeden ve genetigi bozulmadan saklanabilmektedir.

(Kaymaz 2012).

Memelilerde oositlerin ve embriyolarin dondurulmasi hayvan ve insanlarin
iremesinde, biyomedikal arastirmalarda, tibbi1 ve Dbiyolojik ¢esitliligin
korunmasinda uygulanmaktadir. Genel olarak hiicrelerin dondurulma ve
¢ozdiiriilmesi kriyoprotektanlarla (CPA) sifirin altindaki sicakliklara sogutma,
depolama, ¢ozdiirme, son seyreltme ve CPA’nin ortadan kaldirilmasi, fizyolojik

ortama doniisii icermektedir (Liu 2009).

Hemen hemen tiim kriyoprezervasyon stratejileri iki ana faktore dayanir:
kriyoprotektan ve sogutma oranlar1 (Vajta ve Kuwayama 2006). Iyi kalitede olan
embriyolar geleneksel yavas dondurma, hizli dondruma veya vitrifikasyon (¢ok
hizli dondurma) yontemleriyle dondurulabilmektedir (Sagirkaya ve Bagis 2003,
Uysal 2007).

Geleneksel yavas dondurma kullanilmaya baslanan ilk yontemdir ve bir¢cok
hayvan ve insan hekimi i¢in tercih edilen metottur (Vajta ve Kuwayama 2006).
Yavas dondurma ayn1 zamanda kontrollii veya dengeli dondurma yontemi olarak da
adlandirihir (Vajta ve Kuwayama 2006, Kaymaz 2012). Metot zamanla ticari ve
sanayi gelismelerle oldukga standardize edilmistir. Geleneksel yavas dondurma buz
kristal olusumu, kirilma, toksik ve ozmotik hasar gibi c¢esitli zararli faktorler
arasinda hassas bir denge olusturmak icin gelistirilmistir. Kontrollii sogutma orani
ciddi ozmotik etkilenme ve hiicre deformasyonu olmadan ekstraselliiler ve
intraselliiler membranlar arasinda sivi gegisine izin vermektedir. Bu metotta
embriyo oda 1sisinda dondurma vastatiyla 10-30 dakika kadar temas halindedir ve
bu siireye dondurma vasatlarinda bekleme ve pipetleme islemleri de dahildir

(Kaymaz 2012).
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Cizelge 1.7.1. Dondurma metotlarinin Karsilastiritlmasi (Dinnyes ve
Nadambale 2009, Prentice ve Anzar 2011, Kaymaz 2012- modifiye edilmistir).

Dondurma Yontemi

Yavas Metot Vitrifikasyon
Standart 0,25 ml’lik payet 0,25 ml’lik payet, OPS, cryo-top vs

Disiik kriyoprotektan konsantrasyonu  Yiiksek kriyoprotektan konsantrasyonu

(%8-10) (% 40-60)
Kristallesme var Kristallesme yok
Kontrollii yavas sogutma Ultra hizli sogutma
0,1- 0,6°C/dk 2500-30000°C/dk

-30 °C’ye kadar sogutulup -196 °C’de Direk -196 °C’de s1v1 nitrojende saklanir.

stv1 nitrojende saklanir.

Yavas (90-120 dakika) ve pahali Cok hizl1 (0,1 < saniye) ve ucuz
Embriyonun gelisim asamalarinin Kompakt morula ve blastosist
hepsinde basarili asamalarinda daha basarili
Direk transfer yapilabilir Direk transfer metota baghdir
Ozmotik hasar riski diisiik Ozmotik hasar riski yiiksek
Toksik hasar riski diisiik Toksik hasar riski ytliksek
Soguk hasar1 riski yliksek Soguk hasar1 riski diistik

Geleneksel yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemlerinin en 6nemli farki
(Cizelge 1.7.1), geleneksel yavas dondurmada kullanilan kriyoprotektan maddelerin
yogunlugunun diisiik olmasi1 ve embriyolarin 6zel bir cihaz yardimiyla programli
bir sekilde sogutulmasidir (Kaymaz 2012). Vitrifikasyon yonteminde ise yiiksek
konsantrasyonlu kriyoprotektanlar kullanilmaktadir. Ozel bir cihaza ihtiyag
duyulmamasi ve hizli olmasi en biiyiik avantajidir (Holtz 2005). Yavas dondurma

esnasinda hiicre i¢inde buz kristalleri sekillenmekte ve bu kristaller embriyoya zarar
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verebilmektedir (Kaymaz 2012). Vitrifikasyonda ise buz kristalleri olusmadan cam
benzeri katilagma saglanmaktadir. Payetlerin dondurma esnasinda zarar gérebilmesi
de bir diger dezavantajidir (Holtz 2005). Aymi zamanda olusan ozmotik
degisiklikler hiicreye zarar vermekte ve (Kaymaz 2012) yiiksek konsantrasyonlu

kriyoprotektanlar nedeniyle kimyasal toksikasyon riski bulunmaktadir (Arav 2014).

Embriyo ve oositler dondurarak saklama sirasinda hiicre fonksiyonunu
bozan ve Oliimiine yol acabilen mekanik, termal ve kimyasal etkilere maruz
kalmaktadir. Kriyo-hasara karsi oositlerin embriyolardan daha duyarli oldugu
bildirilmektedir. Genel olarak, yavas dondurma yonteminde donma isleminin
sogutma ve 1sinma oranlart gibi biyofiziksel 6zellikleri kontrol edilebilmekte ve
kullanilan kriyoprotektanlarla istenmeyen hiicresel olaylarin en aza indirilmesi
saglanabilmektedir. Boylece yavas dondurmada hiicresel dehidratasyon sayesinde
hiicre dis1 buz olusumu dengelenebilir. Bu yontem, hiicre i¢i buz kristal olusumunu
azaltarak ozmotik stresin zararli etkilerini en aza indirerek hiicrelerin ¢ok diisiik
sicakliklarda sogutulmasmi saglar. Ote yandan, vitrifikasyonda buz kristallerinin
olusumunu engellemek igin ¢ok yiiksek konsantrasyonda kriyoptotektan kullanimi

ve hizli sogutma hiicre i¢i kriyo-hasarinin baslica nedenleridir (Smith ve ark 2004).

Embriyo dondurma yontemlerinin iginde en yaygin kullanilan yontem yavas
dondurma yontemidir (Liu 2009). Yavas dondurma yontemi ile embriyolarin

dondurulmasinda degisik asamalar vardir (Sekil 1.7.1) bunlar:

a) Gliserol, etilen glikol, DMSO ve propilen glikol gibi hiicre i¢ine niifuz
edebilen diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektan soliisyonu ile embriyo arasinda
ozmotik dengenin saglanmasi amaciyla oda 1sisindan -6, -7 °C’ye kadar dakikada 2

°C sogutulmas1 (kalibrasyon),

b) Buz kristallerinin -7 °C’de baslatilmas1 (seeding) ve 10 dakika bu 1sida
bekletilmesi,

c) Kontrollii bir bicimde embriyo dondurma makinesi araciligiyla -30 ile -
70 °C (ort -35 °C) arasindaki bir sicakliga ulasincaya kadar dakikada 0,3-0,6 °C
olacak sekilde kademeli yavas sogutma (0,2-2,0°C/dK),
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d) Istenilen sicakliga ulasildiginda sivi azot icerisine (-196) daldirma ve

saklama (Seidel 1991, Sagirkaya ve Bagis 2003, Liu 2009).

Is1 (°C)

Oda 1s1s1
-1:-3 °C /dk
5-15 dk

-4; -7
Seeding

-0,1: -0.5 °C/dk
-25:-38
Siv1 azota alinir
-196

Sekil 1.7.1. Yavas dondurma protokolii (Kanagawa ve ark 1995, Kaymaz
2012, Modifiye edilmistir).

1.8. Embriyolarin Cézdiiriilmesi

Embriyolar hizli yada yavas yontemle ¢ozdiiriilebilmektedir. Cozdiirme
protokolii dondurma protokoliine uygun olarak se¢ilmelidir. Son yillarda daha ¢ok
37 °C’lik su banyosunda hizli ¢6zdiirme tercih edilmektedir. Cozdiirmede 6nemli
olan osmotik basing nedeniyle embriyoya zarar verebilecek olan kriyoprotaktanin
hizla embriyodan uzaklastirilmasidir. Bu amagla farkli yogunlukta vasatlar
kullanilarak kademeli sulandirma ile kriyoprotektanlar uzaklastirilmaktadir
(Kanagawa ve ark 1995). Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi amaciyla siikroz,
trehaloz veya galaktoz gibi hiicre i¢ine niifuz edemeyen sekerler kullanilmaktadir

(Sagirkaya ve Bagis 2003).

Cozdirme islemi i¢in Oncelikle gerekli vasatlarin  hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in %20 FCS iceren Modified Dulbecco phosphate buffer
solutions (m-DPBS) ve %20 FCS + 0,1mM Beta mercaptoethanol (BME)+M-199
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(Medium 199) soliisyonlar1 hazirlanir ve yikamalarin yapilabilmesi i¢in petrilere
koyulur (Kaymaz 2012). Payetler s1vi azottan ¢ikartilip 10 sn siireyle havada tutulur
ve daha sonra 37 °C’lik su banyosuna atilir ve tam olarak ¢dzlinene kadar (25-30
sn) tutulur. Cikarildiktan sonra payet sirastyla alkollii ve kuru pamukla silinir ve

uclari kesilerek petriye aktarilir (McOnie 2004, Youngs 2011).

Mikroskop altinda incelenerek bulunan embriyo %20 FCS+m-DPBS
soliisyonunda 4 kez yikandiktan sonra 38,5 °C’de 10 dk inkiibatorde bekletilir.
Daha sonra %20 FCS + 0,ImM BME+M-199 vasatinda 4 kez yikanir ve aym
soliisyon igerisinde inkiibasyona birakilir. Embriyo gelisimi 24 saat arayla takip
edilir (Kaymaz 2012).

Yapilan bu ¢alismada diinyada oldugu gibi iilkemizde de her gecen giin
yayginlasan yiiksek verimli Saanen kegilerinin popiilasyonunu artirmak ve daha
ileriki donemlerde kullanilmak iizere embriyolarin saklanabilmesi i¢in kullanilacak
yavas embriyo dondurma yonteminin ve farkli kriyoprotektanlarin embriyo canlilig

tizerine etkilerinin belirlenmesi amac¢lanmastir.
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2. GEREC ve YONTEM

Calismanin Etik Kurul Onayi, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurul’u tarafindan 18.05.2011 tarihli 2011/10 sayili toplantida, 2011/052 sayili

karariyla alinmistir.

2.1. Hayvan Materyali

Projenin hayvan materyalini saglikl ve fertil, 2-3 yas aralifinda, daha 6nce
bir dogum yapmis ve genital organlarinda herhangi bir problem bulunmayan farkli
agirliktaki (40-65 kg) 15 adet Saanen ki kegi ile saglikli ve fertil 2-3 yas
araliginda 3 adet teke olusturdu. Tiim kegiler kulak numaralar1 kaydedildikten sonra
genel klinik muayeneleri (viicut 1sisi, solunum/nabiz sayisi vb) ve enfeksiyon
kontrolleri (brucella, Tiiberkiiloz vb) Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Hastanesi’'nde yapildi. Herhangi bir enfeksiyona rastlanmayan hayvanlar
Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligine
nakledildi ve asim sezonu baslayana kadar ciftlikte barindirildi. Ciftlik 36°-52° N,
32°-29° E koordinatlarinda, denizden 1026 metre yiiksekte bulunmaktaydi. Kegiler
asim sezonu basladiginda senkronizasyon ve siiperovulasyon programina alindilar.
Elde edilen embriyolardan her kriyoprotektan grubu i¢in en az 30 adet olacak

sekilde toplam 100 adet embriyo ¢aligma materyali olarak kullanildi.
2.2. Metot
2.2.1. Siiperovulasyon Protokolii

Keciler asim sezonu iginde ikiserli gruplara ayrildi ve asagidaki protokol

(Sekil 2.2.1.1) uygulanda.

0.giin: Kecilere 20 mg Fluorogeston asetat emdirilmis intravaginal siinger

(Chronogest CR®, vaginal siinger, Intervet, Fransa) yerlestirildi.

9.giin: Sabah 2,2 ml PGF,o (Eustrumate®, 263 pg/mL Kloprostenol
Sodyum, Enjektabl soliisyon, Intervet, Almanya) kas ici (IM) ve sabah/aksam 2,5
ml FSH (Folltropin®, 20 mg/mL NIH-FSH-P1, Enjektabl soliisyon, Bioniche,
Irlanda) kas i¢i (IM) olarak uygulandi.

10.giin: Sabah/aksam 1,5 mL FSH (IM),
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11.giin: Intravaginal siinger cikartilarak sabah/aksam 1,0 mL FSH (IM)
uyguladi.

12.giin: Sabah 2 mL GnRH (Receptal®, 0,004 mg/mL Buserelin acetate,
Enjektabl soliisyon, Intervet, Almanya) IM olarak uygulanip dort saat sonra
gruplara teke katimi yapildi. Her disi bir teke ile giftlestirilerek kaydi tutuldu.
Aksam ciftlestirmeler tekrarlandi.

19.giin: Ilk koc¢ katimindan sonraki 7. giin kegiler uterus yikamasi igin

operasyona alindi.

Cizelge 2.2.1.1. Siiperovulasyon Protokolii

Giinler Sabah Aksam

0. Giin Stinger takildi

9. Giin 2,2 mi PGF o (IM), 2,5 mlFSH (IM)

2,5ml FSH (IM)

10. Giin 1,5 ml FSH (IM) 1,5 ml FSH (IM)

11. Giin Stinger ¢ikarildi 1 ml FSH (IM)
1 ml FSH (IM)

12. Giin 2 ml GnRH Ciftlestirme

Ciftlestirme

Hayvanlar lireme sezonunda kullanildi ve diger sezona kadar barindirilarak
yeterli embriyo elde etmek amaciyla aymi islemler ikinci sezonda tekrarlandi. Bu

nedenle hayvanlar 15 ay siireyle gézlem altinda tutuldu.

2.2.2. Embriyolarm Elde Edilmesi

Keciler operasyon oOncesinde 12 saat siireyle a¢ birakildi. Kegilerde
ciftlesme sonras1 7. giinde uterus yikamasi yapildi. Ayni giin icerisinde 2 hayvana
operasyon uygulandi. Genel anestezi Oncesi sedasyon saglamak amaciyla 0,22

mg/kg dozunda Xylazin (Rompun® %2, Enjektabl soliisyon, Bayer, Istanbul) 1M
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olarak uygulandiktan sonra genel anestezi i¢cin 2 mg/kg dozunda ketamin
hidrokloriir (Ketasol %10, Enjektabl soliisyon, Richter pharma, istanbul) uygulandi.

Operasyonun yapilacagi bolgenin (memeler ile gébek deligi arasinda kalan kisim)

temizligi yapildu.

Resim 2.2.1. (a ve b) Embriyo toplama goriintiileri (Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

J—.

ﬁ‘ L ‘ .o
Resim 2.2.2 (a ve b) Embriyo toplama goriintiileri (Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

Paramedian hat iizerinden, ensizyon ile karin bosluguna girildi ve uterus
bulunduktan (Resim 2.2.1.a ve Resim 2.2.1.b ) sonra ovaryumlar tizerindeki CI ve
follikiiller sayilarak ovaryum bulgulari not edildi. Uterus yikamasinda iki yollu

kateter [Foley kateteri (Rusch, 8-10 ch, Bigakgiklar, Istanbul)] kullanildi. Foley
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kateteri uterusun corpus bdlgesindeki damarsiz bir yerden kiit olarak agilan delikten
liimene sokuldu ve uterus kornularina sirasiyla yonlendirilerek yerlestirildi.

Utero-tubuler birlesim bolgesinden intravendz kaniil (IV kaniil, 18 G,
Bigakgilar, Istanbul) ile girildikten (Resim 2.2.2.a) sonra stilesi ¢ikartilip buradan
yikama medyumu [%]1 fotal calf serum (FCS)+medyum 199] yavas yavas liimene
verildi (Resim 2.2.2.b). Uterusa iki defa 20’ser mL’lik vasat verilerek yikama
yapildi. Verilen yikama wvasati steril 50 ml’lik konik tiiplere foley kateteri
yardimiyla geri alindi. Boylece her iki kornu ayr1 ayr1 yikanmis oldu. Alinan
yikantilar embriyolarin ¢dkmesi icin yaklasik olarak 30-45 dk. 37°C’ lik su
banyosunda bekletildi.

2.2.3. Embriyolarin Degerlendirilmesi

Yikama sonrasinda elde edilen yikanti stereomikroskopta tarandi ve
toplanan embriyolar stereo mikroskopta morfolojik olarak incelendi. IETS
tarafindan belirlenen kriterlere gore 1. kalite (miikkemmel yada iyi), 2. kalite (orta),
3. kalite (zay1f), 4. kalite (dejenere yada 6lii) olarak siniflandirildi (www.iets.org).
Birinci ve ikinci kalitedeki embriyolar donduruldu.

2.2.4. Embriyolarin Dondurulmasi

Dondurulacak embriyolar etilen glikol, gliserol ve  DMSO kullanilarak

yavag dondurma yontemiyle donduruldu.

Grup 1 Etilen Glikol; ti¢ asamali dondurma uygulandi ve kullanilan
vasatlar PBS icerisinde sirasiyla 0,5-1-1,5 M etilen glikol icerdi (Cizelge 2.2.4.1).

Cizelge 2.2.4.1. Etilen glikolle yavas dondurma iglemi.

Etilen Glikol Bilesimi Siire
1. Asama 0,5 M etilen glikol 10 dakika
2. Asama 1 M etilen glikol 10 dakika
3. Asama 1,5 M etilen glikol 10 dakika
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Sekil 2.2.4.1. Embriyo dondurma payetinin sematik goriiniimii.

Resim 2.2.4.1. Cryocell embriyo dondurma cihazi. (Cizmeci SU, Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, 2012).

Grup 2 Gliserol; ti¢ asamali dondurma uygulandi ve kullanilan vasatlar
PBS igerisinde sirasiyla 0,5-1-1,4 M gliserol igerdi (Cizelge 2.2.4.2).

Cizelge 2.2.4.2. Gliserolle yavas dondurma islemi.

Gliserol Bilesimi Siire

1. Asama 0,5 M gliserol 10 dakika
2. Asama 1 M gliserol 10 dakika
3. Asama 1,4 M gliserol 10 dakika
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Grup 3 DMSO; ii¢ asamali dondurma uygulandi ve sirastyla % 10 DMSO-
DPBS- % 10 DMSO igeren vasatlar kullanildi (Cizelge 2.2.4.3).

Cizelge 2.2.4.3. DMOS ile yavas dondurma islemi.

DMSO Bilesimi Siire
1. Asama % 10 DMSO 10 dakika
2. Asama D- PBS Yikama
3. Asama % 10 DMSO Freezing

2.2.5. Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Embriyolarin ¢dzdiiriilme islemi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF Laboratuvari’nda yiiriitiildii. Cézdiirme
islemi i¢in Oncelikle %20 Fetal Calf Serum (FCS) igeren Modified Dulbecco
phosphate buffer solutions (m-DPBS) ve %20 FCS + 0,1 mM Beta
mercaptoethanol (BME)+M-199 vasatlar1 hazirlanarak petrilere dropland: (Resim
2.2.5.1). Payetler s1v1 azottan ¢ikartilip 10 sn siireyle havada ve daha sonra 20 sn 37
°C’lik su banyosunda tutuldu. Cikarildiktan sonra payetler 6nce alkollii pamuk daha
sonra ise kuru pamukla silindi. Payetin uglar1 kesilereck embriyonunda iginde

buludugu payet icerigi petriye aktarildi (Sekil 2.2.5.1.).

Stkroz [t ]

s LB

T I e

\N 7

| T [ e

| 7

‘<

Sekil 2.2.5.1. Embriyolarin ¢ozdiirmesi ve degerlendirilmesi.
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) Resim 2.2.5.1. Cézdiirme ve Inkiibasyon vasatlarinin hazirlanmasi. (Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF
Laboratuvari, 2014).

©,
—® |=

o =

Payet igerigi 1sitilmis
bos petriye alinir mMDPBS+%20 CS MDPBS+%20 CS
35 mm bos petriye alinir.

>
= | 10 dk 38,5 °C’de (@) /CD\

inkii
inkiibasyon %20 CS+ 0,1 BME+M199 %20 CS+ 0,1 BME+M199+
mineral yag

Sekil 2.2.5.2. Cozdiirme ve Inkiibasyon protokolii.

Mikroskop altinda incelenerek bulunan embriyo %20 FCS+m-DPBS
sollisyonunda 4 kez yikandiktan sonra 38,5 °C’del0 dk inkiibatorde bekletildi.
Daha sonra %20 FCS 0,1+mM BME+M-199 (Kiiltiir vasati) vasatinda yikandi ve
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ayni sollisyon igerisinde inkiibasyona birakildi (Sekil 2.2.5.2). Cozdirme ve

Inkiibasyon. Embriyo gelisimi 24, 48 ve 72. saatlerde takip edildi.

Bu calismada embriyolar inkiibasyona alindiklar1 asamalara gore
degerlendirildi. Degerlendirme, embriyo ¢6zdiirme esnasinda bulundugu gelisme
asamasindan 24, 48 ve 72. saatlerde bir sonraki asamaya ilerleyip ilerlememesi

takip edilerek yapildi. Canli ve 6lii embriyolar not edildi ve fotograflandi.

2.3. istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alisma sonrasinda embriyo canlilik oranlar1 24, 48 ve 72. saatler
dikkate alinarak degerlendirildi. Etilen glikol, glirserol ve DMSO’nun, embriyo
gelisim donemleri ve kalitelerinin embriyo canliligi tizerine etkileri ‘oranlar arasi
farkliliklarin belirlenmesinde t testi’ kullanilarak yapildi. P<0,05 degeri istatistiki
acidan 6nemli kabul edildi (inal 2005).
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3. BULGULAR

Sunulan ¢alismada 15 adet Saanen irki kegide iki sezonda uygulanan
senkronizasyon ve siiperovulasyon uygulamalari sonrasinda alinan Ostrus ve
siiperovulasyon cevaplari, embriyo elde etme oranlari, erken luteal regresyon
goriilme oranlar1 ve yapilan uterus yikama sayilar1 Cizelge 3.1. de belirtildi. Birinci
sezonda siiperovulasyon uygulanan 15 hayvandan 14’iinde 4 ve 4’ten fazla sayida
Cl (Resim 3.1.a, Resim 3.1.b) tespit edildi. Ikinci sezonda ise 13 hayvandan 11’inde
stiperovulasyon uygulamasina cevap alindi (Resim 3.2.a, Resim 3.2.b). Birinci
sezonda sayilan toplam 132 Cl’a karsilik 81 hiicre, ikinci sezonda ise sayilan 119
Cl’a karsilik 86 hiicre toplandi. Birinci ve ikinci sezonda sirasiyla 4 ve 2 hayvanda
erken luteal regresyon sekillendi. Erken Iuteal regresyon gorillen ve
siiperovulasyona cevap vermeyen hayvanlarda uterus yikamasi yapilamadi. Her iki

sezonda da senkronizasyon yapilan tiim hayvanlar 6strus gosterdiler (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ostrus goriilme, siiperovulasyon, embriyo toplama, erken luteal
regresyon, fertilizasyon ve transfer edilebilir embriyo oranlari.

Sezon 1. Yikama 2. Yikama
Ostrus Goriilme Oram (%) 100 (15/15) 100 (13/13)
Siiperovulasyon Orani ( 4> Cl) (%) 93,33 (14/15) 84,62 (11/13)
Embriyo Toplama Orani (%) 61,36 (81/132) 72,27 (86/119)
Erken Luteal Regresyon Orani (%) 26,67 (4/15) 15,38 (2/13)
Transfer Edilebilir Embriyo Oram (%) 79,66 (47/59) 84,13 (53/63)

Birinci ve ikinci sezondaki uterus yikamalar1 sonucunda (Resim 3.2.)
toplanan 167 hiicrenin 45 adedinin UFO (fertilize olmamis oosit) 122 adedinin ise
embriyo oldugu belirlendi (% 73,05). Embriyolarin 100 adedi dondurulabilir
nitelikte iken 22 adedinin dejenere yada 6lii oldugu (% 18,03) tespit edildi. Etilen
glikolle 37 adet, Gliserolle 31 adet ve DMSO ile 32 adet olmak iizere toplam 100
adet embriyo geleneksel yavas yontemle donduruldu. Elde edilen embriyolarin

gelisim donemlerine gore dagilimlari ise % 34’ kompakt morula, % 66’ sinin ise
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blastosist oldugu belirlendi. Blatosisitlerin ise erken blastosist (% 20), blastosist (%
36) ve expanded blastosist (% 10) donemlerinde olduklart belirlendi (Cizelge 3.2).

Dondurulan embriyolarin 64 tanesi Grade 1 ve 36 tanesi ise Grade 2 idi.

Resim 3.1. (a ve b) Ovaryumlardaki corpus luteumlar ve sﬁperovulas.yo
cevaplar1 (Ok:Cl), (Selguk Universitesi Veteriner  Fakiiltesi ~ Dogum ve
Jinekoloji  Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

Resim 3.2. (a ve b) Ovaryumlardaki corpus luteumlar ve siiperovulasyon
cevaplar1 (Ok:Cl), (Selguk Universitesi Veteriner  Fakiiltesi ~ Dogum ve
Jinekoloji  Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

Elde edilen embriyolarin farkli kriyoprotektanlar kullanilarak dondurulup
¢ozdiiriilmesinin ardindan 24, 48 ve 72. saatlerde (Resim 3.3 ve 3.4) yapilan

canlilik muayeneleri sonucunda; Etilen glikolle dondurulan embriyolarin canlilik
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oranlarinda 24 ve 72. saatler arasinda, gliserol ve DMSO ile dondurulan
embriyolarin yasama oranlarinda ise 24-72. saatler ve 48-72. saatler arasinda
istatistiki  fark oldugu belirlendi (P<0,05). Canliliklarin gruplar arasi
degerlendirmesinde ise 24 ve 48. saatlerde fark ¢ikmazken 72. saatte etilen glikol
ve DMSO arasinda istatistiki fark tespit edildi (P<0,05) (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. Yikama giiniinde gelisim asamalarina gére embriyo dagilimi.

Toplam Kompakt Erken Blastosist Expanded
Embriyo (%) Morula (%)  Blastosist (%0) (%) Blastosist (%)
100 34 (34) 20 (20) 36 (36) 10 (10)

Cizelge 3.3. Cozdiirme sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik oranlari.

Kriyoprotektan 24. saat (%) 48. saat (%) 72. saat (%0)
Etilen Glikol 64,86° 56,76 *° 54,05
Gliserol 54,84° 48,39% 35,48 A8
DMSO 46,88° 40,63 % 28,138

2 DveA B Aym satirda ve siitunda farkli harf tastyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir
(P<0,05).

m Etilen Glikol ®mGliserol =DMSO
64,86
54,84 56,76 54,05

24, Saat (%) 48. Saat (%) 72. Saat (%)

Sekil 3.1. Cozdiirme sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik oranlari.
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Oransal olarak degerlendirmede her ii¢ kriyoprotektan grubunda da 72. saate
ulagan embriyo oraninda diisme tespit edildi. Kriyoprotektanlar arasinda ise etilen
glikolle dondurulan embriyolarin 24, 48 ve 72. saatlerdeki canliliklar diger iki
kriyoprotektandan daha yiiksek bulundu. Gliserol kullanilarak dondurulan
embriyolarin canlilik oranlar1 DMSO grubundakilere gore daha iyi olsa da 24.

saatten sonra canlilik oranlarinin daha hizh diistigii gortildii.

Dondurulup  ¢ozdiiriilen embriyolarin  gelisim  asamalarina  gore
degerlendirilmesinde gruplar arasinda morulalarin canlilik oranlarinda istatistiki
fark ¢ikmazken blastosistlerin canlilik oranlarinda etilen glikol ve DMSO gruplari
arasinda 24 ve 72. saatlerde istatistiki fark oldugu belirlendi (P<0,05). Grup
igerisinde blastosistlerin 24, 48 ve 72. saatlerde yasama oranlarinda istatistiki fark
belirlenmezken, morulalarin yasama oranlarinda her ti¢ grupta da 24-72. saatler
arasinda istatistiki olarak fark oldugu belirlendi (P<0,05) (Cizelge 3.4 ve Cizelge
3.5).

Cizelge 3.4. 24, 48 ve 72. saatlerde Blastosistlerin canlilik oranlari.

Kriyoprotektan 24. saat (%)  48. saat (%) 72. saat (%0)
Etilen Glikol 76,0 64,0 60,0°
Gliserol 54,55 45,45 36,36%
DMSO 42,11° 36,84 21,05

2 ® Ayni siitunda farkl harf tagtyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05).

Cizelge 3.5. 24, 48 ve 72. saatlerde Morulalarin canlilik oranlari.

Kriyoprotektan 24. saat (%) 48. saat (%0) 72. saat (%)
Etilen Glikol 45,54° 45,45% 45,45°
Gliserol 55,56 * 55,56 *° 33,33"
DMSO 53,842 46,15% 38,46"

% ® Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki farkliliklar énemlidir (P<0,05).

Oransal olarak degerlendirildiginde;  Etilen  glikolle  dondurulan

embriyolarda blastosistlerin canliliklarinin morulalara nazaran daha yiiksek oldugu
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belirlendi. Gliserol ve DMSO ile dondurulan embriyolarda ise morulalarin
blastosistlere nazaran daha yiliksek canlilik gosterdikleri goriildii (Cizelge 3.4).
Etilen glikolle dondurulan blastosistlerin % 60’min 72. saate ulastigi goriiliirken
DMSO ile dondurulan blastosistlerin sadece % 21,05’inin 72. saate ulasabildigi
tespit edildi (Cizelge 3.5). Etilen glikolle dondurulan morulalarin % 45’inin ilk 24
saate canli ulastiklart ve bu embriyolarin tamaminin 72. saate kadar canliliklarini

stirdlirdiikleri gorildii.

m Etilen Glikol ®mGliserol = DMSO

24. Saat (%) 48. Saat (%) 72. Saat (%)

Sekil 3.2. 24, 48 ve 72. saatlerde Blastosistlerin yagama oranlart.

m Etilen Glikol ®Gliserol = DMSO
55,56 53 g4 55,56

24. Saat (%) 48. Saat (%) 72. Saat (%)

Sekil 3.3. 24, 48 ve 72. saatlerde Morulalarin canlilik oranlari.

Embriyolarin kaliteleri géz oniine alindiginda gruplar arasinda istatistiki
fark tespit edilmedi (p>0,05). Ancak biitiin gruplarda oransal olarak Grade 1
embriyolarin canliliklarinin Grade 2’lerden daha iyi oldugu (Cizelge 3.6 ve Cizelge

54



3.7) belirlendi. Etilen glikol kullanilarak dondurulan Grade 1 embriyolarin

%

63,64’linlin 72. saate ulastig1 belirlendi. Bunun yaninda etilen glikol grubundaki

Grade 2 embriyolarin 72. saate ulasma oraninin DMSO grubundaki Grade

1

embriyolardan daha yiiksek oldugu tespit edildi. Grup igerisinde degerlendirme

yapildiginda Grade 2 embriyolarin 24, 48 ve 72. saatlerde canlilik oranlarinda

istatistiki agidan fark belirlenmezken, Grade 1 embriyolarin gliserol ve DMSO

gruplarinda 24-72. saatlerde istatistiki agidan 6nemli oldugu tespit edildi.

Cizelge 3.6. 24, 48 ve 72. saatlerde Grade 1 embriyolarin canlilik oranlart.

Kriyoprotektan 24. saat (%) 48. saat (%0) 72. saat (%)
Etilen Glikol 77,27 68,18 63,64
Gliserol 68,42° 61,11 47,36"
DMSO 56,52° 47 83%® 34,78°

& ® Ay satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki farkliliklar énemlidir (P<0,05).

Cizelge 3.7. 24, 48 ve 72. saatlerde Grade 2 embriyolarin canlilik oranlart.

Kriyoprotektan 24. saat (%) 48. saat (%0) 72. saat (%)
Etilen Glikol 46,66 40,0 40,0
Gliserol 33,33 33,33 16,67
DMSO 22,22 22,22 11,11

Her bir grup i¢in ayni satirda ve siitunda istatistiki fark yoktur (p>0,05).
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m Etilen Glikol m Gliserol = DMSO

77,27
68,42 68,18

63,64

24. Saat (%) 48. Saat (%) 72. saat (%)

Sekil 3.4. 24, 48 ve 72. saatlerde Grade 1 embriyolarin canlilik oranlari.

m Etilen Glikol mGliserol = DMSO
46,66

24. Saat (%) 48. Saat (%) 72. saat (%)

Sekil 3.5. 24, 48 ve 72. saatlerde Grade 2 embriyolarin canlilik oranlari.
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Resim 3.3.—24, 48 ve 72. saatlerde hatched embriyo gelisimi (ZP: Zone Pellusida).
Hatching blastosistler a-1 ve b-3. Hatched blastosist a-2 ve a-3. (Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF

Laboratuvari, 2014).
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72. saat

Resim 3.4. (a) 24, 48, ve 72. saatlerde embriyo gelisimi, (b) Hatched olan
embriyonun gelisimine devam etmesi (ok: ZP: Zona pellucida). (Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF
Laboratuvari, 2014).
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4. TARTISMA

Saanen kegileri tizerinde yapilan bu arastirmada birinci sezonda 15 ve ikinci
sezonda ise 13 keciye Ostrus senkronizasyonu uygulandi. Her iki sezonda da
senkronizasyon uygulanan tim keciler de Ostrus gozlendi. Calisma bulgularinin
diger yapilan senkronizasyon calismalariyla uyumluluk gosterdigi tespit edildi
(Lehloenya ve ark 2008, Saribay ve ark 2008, Kilboz ve Karaca 2010, Lehloenya
ve Greyling 2010a).

Geleneksel yontem ile 0. giin protokoliiniin karsilagtirildig1 bir ¢aligmada, 0.
giin protokoliiyle % 85, geleneksel yontemle % 50 oraninda siiperovulasyon cevabi
elde edildigi bildirmistir (Menchaca ve ark 2007). Greyling ve ark (2002), 12 saat
arayla 3 giin uygulanan FSH sonrasinda Giiney Afrika yerli kegilerinde % 87,5 ve

Boer kegilerinde ise % 50 siiperovulasyon cevabi elde ettiklerini bildirmektedirler.

Mayorga ve ark (2011)’ nin yapmis oldugu ¢alismada ise geleneksel yontem
progesteronsuz yontemle karsilastirilmistir. Siiperovulasyon cevabini 3 >CI varligi
ile belirleyen arastirmacilar her iki uygulamada da % 100 siiperovulasyon cevabi

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Stiperovulasyon cevabi; 1rk, yas, genel kondiisyon, hormon tipi, uygulama
sekli, iklim, beslenme ve g¢evresel kosullardan etkilenmektedir (Mapletoft ve ark
2002). Genel olarak normal ve fertil olan tiim verici hayvanlarn % 85’
siiperovulasyon uygulamasina cevap verir (Tekeli 2001). Sunulan ¢aligmada birinci
sezonda ve ikinci sezonda sirastyla % 93,33 ve % 84,62 oraninda siiperovulasyon
cevabi elde edildi. Siiperovulasyonda elde edilecek cevabin bilinememesi,
hayvanlar arasinda farkliliklar gostermesi ve bircok faktorden etkilenmesi
nedeniyle embriyo transfer calismalarinda da basariyr etkileyen en Onemli
faktorlerdendir. Literatiirlerde de siiperovulasyon cevaplart arasinda tam bir uyum
belirlenememekle birlikte sunulan ¢alismada siiperovulasyon sonuglariyla diger
caligmalarin sonuglar1 arasinda 6nemli bir farklilik goriilmedi. Elde edilen bu
sonucta kegileri ihtiyaclarimi karsilayacak diizeyde besleme ile yeterli ve uygun

dozda FSH kullaniminin etkili oldugu diistiniildii.

Koyunlar iizerinde yapilan tekrarlayan siiperovulasyon c¢alismasinda,

uygulanan tig siiperovulasyon sonrasinda FHS kullanilan grupta sirasiyla %67; %80
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ve %92, tek doz FSH+eCG kullanilanda ise %94; %92 ve %100 oraninda
stiperovulasyon cevabi elde edildigi ve olusan CI sayisinda ilk uygulamadan sonra
onemli diizeyde diisiis oldugu bildirilmektedir. Arastiricilar bu durumun sebebinin
acik olmadigin1 ancak beslenme yetersizliginin, follikiil popiilasyon durumunun
veya gonadotropinin baslangic zamanmin etkili olabilecegini bildirmislerdir
(Forcada ve ark 2011). Chang ve ark (2006) tarafindan yapilan calismada
tekrarlayan siiperovulasyon uygulamalar1 sonrasinda siiperovulasyon cevabi ve
transfer edilebilir embriyo oranlarinda ikinci uygulamada onemli bir diisiis

meydana gelmezken iiglincii uygulamada oranlarin diistiiglinii bildirmislerdir.

Sunulan calismada da literatiirlerle uyumlu tekrarlayan siiperovulasyon
cevabi elde edildi. Caligmada siliperovulasyon cevabinin hangi sebepten etkilendigi
yada ikinci sezondaki mevcut diisiisiin neye bagli olabileceginin belirlenmesi
miimkiin olamadi. Ancak yasanan bu disiisiin, tekrarlayan siliperovulasyon
uygulamasina veya hayvanlarin operasyon ve uterus yikamasi sonucu uterus ve
ovaryumlarinin olumsuz etkilenmesine bagli olabilecegi ayni1 zamanda tekrarlayan
dozlarda FSH uygulamasi sonucunda FSH antikorlarinin geligebilecegi ve bu

antikorlarin sliperovulasyon cevabini diisiirebilecegi de diistiniildii.

Yerli kegilerle Boer kegilerinin kullanildig1 bir calismada embriyo elde etme
oranlar1 sirasiyla % 80 ve % 94 olarak bildirilmistir (Greyling ve ark 2002).
Mayorga ve ark (2011), geleneksel yontemle yapilan siiperovulasyon sonucunda
embriyo elde etme oranlarinin % 80 oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 calismada
progesteron kullanilmadan yapilan siiperovulasyon protokoliinde ise embriyo elde

etme oraninin % 67 oldugunu bildirmislerdir.

Kecilerde FSH ve eCG ile siliperovulasyon cevaplarinin karsilastirildigi bir
calismada FSH uygulanan hayvanlarda embriyo toplama oram1 % 65,5 iken eCG
uygulanan hayvanlarda ise % 81,5 oldugu bildirilmistir (Maracek ve ark 2002).

Yapilan caligmada embriyo elde etme oranlar1 birinci ve ikinci sezonda %
61,36 ve % 72,27 olarak bulundu. ilk sezonda oranm ikinci sezondan daha diisiik
olmasmin erken luteal regresyona ve siiperovulasyon cevab1 yiiksek olan
hayvanlarda embriyo toplama oranlarmin diisiik olmasina bagli olabilecegi

distinildii.
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Lehloenya ve Greyling (2009)’in yaptiklart c¢alismada, siiperovulasyon
uygulanan hayvanlarin % 38,1’inde erken luteal regresyon goriildigiini
bildirmektedir. Diger bir calismada ise; hCG, GnRH ve kontrol grubundan olusan
deney diizeneginde, uygulanan siiperovulasyonlar sonrasinda giinliilk progesteron
Olgiimleri yapilmistir. hCG uygulanan grupta progesteron seviyeleri normal
seyrederken, GnRH grubunda % 37,5 kontrol grubunda ise % 57,2 erken luteal

regresyon orani goriildiigii bildirilmektedir (Saharrea ve ark 1998).

Sunulan arastirmada birinci sezonda % 26,67 ikici sezonda ise % 15,38
oraninda erken luteal regresyon goriildii. Literatiir verileri ile karsilastirildiginda

erken luteal regresyon oranlarinin normal araliklarda sekillendigi belirlendi.

Progesteron kullanilmadan yapilan siiperovulasyon protokoliiniin klasik
yontemle (kontrol) karsilastirildigi ¢calismada transfer edilebilir embriyo oranlarinin
strastyla % 97 ve % 96 oldugu belirlenmistir (Mayorga ve ark 2011). Qaun ve ark
(2010) tarafindan yapilan siiperovulasyon sonucunda ise transfer edilebilir embriyo

oran1t % 85.43 olarak bildirilmistir.

Lehloenya ve Greyling (2010b) 0. gin protokoli (Grup 1),
CIDR/PGF20/FSH (Grup 2) ve CIDR/FSH (Grup3) kullanilarak yaptiklar
calismada Grupl’de fertilizasyonun hi¢ olusmadigini, Grup 2 ve 3 arasinda transfer

edilebilir embriyo oranlarinda istatistiki bir fark olmadigini bildirmistir.

Yapilan bu ¢alismada embriyo kaliteleri ve gelisim donemleri belirlendikten
sonra transfer edilebilir embriyo oranlar birinci sezonda % 79,66 ve ikinci sezonda
% 84,13 olarak belirlendi. Degerlendirilen literatiir bilgiler 1s18inda transfer
edilebilir nitelikteki (Grade 1 ve Grade 2) embriyo oranlarimizin ¢aligmalarla
ortiistiigli tespit edildi. Embriyo sayisi ve kalitesini etkileyen onemli faktorler
sliperovulasyon cevabi ve ovulasyon sayisidir. Ovulasyon sayisinin 10-12 den

fazla olmas: fertilizasyon oranini ve embriyo kalitesini olumsuz etkilemektedir.

Grizelj ve ark (2006), keciler iizerinde yaptiklar1 6n ¢aligmada 7. giinde elde
edilen 24 embriyonun % 54,16’smin kompakt morula, % 12,50’sinin erken
blastosist, % 8,33’ilinlin blatosist, % 20,83’linlin expanded blastosist ve %

4,17’sinin hatched blastosist oldugunu bildirmislerdir.
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Yapilan ¢aligmalarda embriyolar agimdan 96 saat sonra morula, 7-8 giin
sonra ise blastosist asamasindadir (Gordon 1997). Embriyo toplama islemi
genellikle 7. giinde yapilir ve bu giinde embriyolar kompakt morula ile expanded
blastosist agamalar1 arasinda bulunabilir (Gordon 1997, Stringfellow 2010, Wright
2010). Yapilan ¢alisma sonrasinda elde edilen embriyolarin % 34’ kompakt
morula, % 66’°s1 ise blastosist asamasindaydi. Blastosistler ise % 20 oraninda erken
blastosist, % 36 oraninda blastosist ve % 10 oraninda expanded blastosist seklinde
dagilim gosterdi. Ovulasyonlarin zamana yayilmasi ve embriyolarin gelisim
donemlerinde farkliliklarin goriilebilmesi nedeniyle ¢alismamizda elde edilen

verilerin literatiirlerle uyumlu oldugu goriildii.

Etilen glikol kullanilarak yavas metotla dondurulan sigir embriyolarinin 0,
24 ve 48. saatlerde canlilik oranlar1 % 79,5; % 50,0 ve % 50,0 olarak bildirilmistir
(Dochi ve ark 2000). Etilen glikol ve propilen glikoliin embriyolarin canliligi
tizerine etkilerinin karsilastirildigt  bir c¢alismada; in vitro {retilen sigir
embriyolarinin kiiltiir sonras1 canlilik oranlari propilen glikolde % 79,3 etilen
glikolde ise % 75 olarak bildirilmistir. Hatched oranlari ise propilen glikolde % 62
iken etilen glikolde %47 olarak bildirilmistir (Takagi ve ark 1993).

Koyun embriyolari iizerinde yapilan bir arastirmada 24. saatteki canlilik
oranlart DMSO+% 5 FCS’de % 82 iken, DMSO+% 20 FCS’de % 57 olarak
bildirilmistir (Shelton ve Szell 1988). Martinez ve ark (1996)’nin koyun
embriyolarinda etilen glikol ve gliseroliin etkilerini karsilastirdiklar1 ¢alismada ise
72. saat inkiibasyon sonrasinda canlilik oranlarimi sirasiyla % 70; % 74 iken

hatched oranlari ise % 48 ve % 51 olarak bildirmislerdir.

Koyun embriyolarinda etilen glikoliin tek (a-1) ve 2 (a-2) asamali ilave
edilmesi ve vyine tek (b-1) ve 2 (b-2) asamali olarak uzaklastirilmasinin
karsilastirildigi calismada 24. saat canlilik oranlar1 ve hatched embriyo oranlari
sirasiyla; a-1/ b-1’de % 76,9 ve %53,8; a-1/b-2°de %92,3 ve 53,8; a-2/b-1’de %
53,8 ve % 38,5; a-2/b-2’de ise % 76,9 ve %46,2 olarak bildirilmistir (McGinnis ve
ark 1989). Matsukawa ve ark (2001) tarafindan in vivo olarak iiretilen ve etilen
glikol kullanilarak dondulan embriyolarin 72. saatteki canlilik oranlart % 100
hatched oranlar1 ise % 87 olarak bildirilmistir.
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In vitro iiretilen sigir embriyolarmin etilen glikol ve gliserol kullanilarak
donduruldugu calismada; embriyolar kriyoprotektanla 10 ve 40 dakika maruz
birakilarak 24 ve 72. saatlerde canlilik ve gelisim oranlarina bakilmistir.
Embriyolarin kriyoprotaktanla 10 dakika maruz kaldigi grupta etilen glikol ve
gliserol’lin 24. saatteki canlilik oranlart % 95,3; 96,4 ve 72. saate ulasma oranlari
ise % 95; % 93,6 olarak bulunmustur. Kriyoprotektanlara 40 dakika maruz
birakilan embriyolarda ise 24. saat % 90,7; %91,0 ve 72 saat ise % 93,3; % 85,4
olarak bildirilmistir. Aym1 calismada erken blastosist, blastosist ve expanded
blastosistlerin 24. saat canlilik oranlar1 % 62,5; % 86,2; % 88,8 ve 72. saat oranlar1
ise % 50,0; % 68,1; % 84,0 olarak tespit edilmistir (Hasler ve ark 1997). Frank ve
ark (1985) sigir embriyolar1 iizerinde yaptiklari calismada DMSO ve gliserolle
yavas metot kullanilarak dondurmanin canlilik {izerine etkilerini karsilastirmis ve
24. saatte canlilik oranlarmi DMSO’da % 10,5 ve Gliserolde % 11,2 olarak
bildirmislerdir.

Yavas dondurma yonteminde gliserol ve etilen glikoliin degerlendirildigi
calismada 24. saatteki canlilik oranlari sirasiyla % 23,3 ve % 62,5 olarak
bildirilmistir (Cocero ve ark 1988). Smith ve ark (1994)’nin in vivo liretilen koyun
embriyolarini gliserolle dondurduklar1 ¢alismada; kriyoprotektan 1, 3 ve 5 asamali
olarak uzaklastirilmis ve canlilik oranlari sirastyla 24. saatte % 68; % 62; % 27, 36.
satte % 46; % 48; %15 ve 48. saateki % 36; % 38; % 12 olarak bulunmustur.

In vivo ve in vitro olarak iiretilen sigir embriyolar1 etilen glikol kullanilarak
dondurulup ¢dzdiiriilmiis ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. In vivo iiretilen
embriyolarda; reexpansiyon oraninin %86 ve hatching oraninin ise %81 oldugu,
tespit edilmistir. In vitro iiretilenlerde ise bu oranlar % 40 ve % 20 olarak
bildirilmistir (Willamil ve ark 2012). Etilen glikolle yavas metotla dondurulan kegi
embriyolarimin ¢ozdiiriilerek transferinde gebelik oranlari sirasiyla % 50,0 iken

embriyo yagama oranlari ise % 25 bildirilmistir (Lehloenya ve Greyling 2010b).

Sunulan ¢aligmada elde edilen embriyolarin farkli kriyoprotektanlar
kullanilarak dondurulup ¢6zdiiriilmesinin ardindan 24, 48 ve 72. saatlerde yapilan
canlilik muayeneleri sonucunda; etilen glikolle dondurulan embriyolarin canlilik
oranlarinda 24 ve 72. saatler arasinda istatistiki agidan fark tespit edilirken, gliserol

ve DMSO ile dondurulan embriyolarin yagama oranlarinda 24-72. saatler ve 48-72.
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saatler arasinda istatistiki fark oldugu belirlendi (P>0,05). Canliliklarin gruplar
aras1 degerlendirmesinde ise 24 ve 48. saatlerde fark ¢ikmazken 72. saatte etilen
glikol ve DMSO arasinda istatistiki fark tespit edildi (P>0,05) (Cizelge 3.3). Etilen
glikol grubunda canlilik oranlar1 sirasiyla % 64,86; % 56,76; % 54,05 gliserol
grubunda % 54,84; % 48,39; % 35,48 ve DMSO grubunda ise % 46,88; % 40,63; %
28,13 olarak tespit edildi. Yapilan literatiir galismalar1 sonrasinda kegiler iizerinde
yapilmis yeterli sayida ¢alisma buluanamadigindan ruminant embriyolari {izerinden
degerlendirme yapild1 ve ¢alismalarla uyumlu olarak embriyo canlilik oranlarinin
embriyonun inkiibasyonda kaldig1 siire arttikga buna paralel olarak olumsuz
etklendigi goriildi. Diger birgok literatiirde de belirtildigi gibi embriyo canlilik
oranlar1 diger kriyoprotektanlara nazaran etilen glikolde daha yiiksek oldugu
goriildii. Elde edilen bu sonucun etilen glikoliin hiicre i¢ine daha iyi niifuz etmesi
ve molekiil agirliginin daha diisiik olmasina bagli oldugu diistiniildii. Etilen glikolle
dondurulan embriyolarin 72. saatteki canlilik oranlar1 diger iki kriyoprotektanin 48.
saatteki canlilik oranlarindan daha yiiksek bulundu. DMSO ile dondurulan
embriyolarin canliliklarinin diger iki kriyoprtektana gore ¢ok daha diisiik olmasinin
ise molekiil agirliginin diger kriyoprotektanlardan yiiksek olmasi nedeniyle daha az

koruyucu etkinlige sahip olmasina bagli olabilecegi diisiiniildii.

Etilen glikol ve gliserol kullanilarak yavas metotla dondurulan embriyolarin
¢ozdiirme sonras1 gelismelerinin degerlendirildigi ¢alismada etilen glikolle
dondurulup ¢ozdiiriilen morulalarin gelisimi % 23 iken blastosistlerin gelisiminin %
45 oldugu, gliserol kullanilan embriyolarda ise morulalarin % 0, blastosistlerin ise
% 35 oraninda yasadig bildirilmistir (Gal ve ark 1993). Martinez ve Matkovig
(1998) caligsmalarinda etilen glikol ve gliserolle yavas metotla dondurulan koyun
embriyolarinin 72. saat inkiibasyon sonrasinda embriyolarin gelisim oranlarini
morula asamasinda sirasiyla % 80; %60, blastosist asamasinda ise % 71,4; % 80
olarak, hatched olma oranlarini ise morulalarda % 52; % 40, blastosistlerde ise %

53,5; % 56 olarak bildirmislerdir.

Koyun embriyolar gliserolle yavas dondurma sonrasinda 96. saate kadar
inkiibasyona birakilmis ve expanded blastosiste ulasma oranlari morulalarda % 31
iken blastosistlerde % 67 olarak tespit edilmistir (de Paz ve ark 1994). Keci
embriyolarinin etilen glikol kullanilarak yavas metotla ve vitrifikasyonla

dondurulmasinin ardindan transferi sonucunda blastosistlerin yasama oranlart % 42
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ve % 70 iken hatched blastosistlerin ki ise % 19 ve % 13 olarak tespit edilmistir (Al
Yacoub ve ark 2010). Baska bir ¢alismada ise etilen glikol kullanilan yavas
dondurulan kegi embriyolariin gliserolle vitrifikasyonla dondurulan embriyolarla
karsilastirildiginda transfer sonrasinda embriyo canliliklart morulalarda sirasiyla %
43; % 66,6 ve blastisistlerde ise % 50; % 77,4 olarak bildirilmistir (Martemucci ve
D’ Alessandro 2013).

In vivo olarak iiretilen farkli gelisim donemlerindeki koyun embriyolarmin
etilen glikol kullanilarak dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonrasinda canlilik oranlar1 2-4
hiicrelilerde % 17,1, 5-8 hiicrelilerde % 31,4, 9-12 hiicrelilerde % 21,1, erken
morulalarda % 40,5, ge¢ morulalarda % 46,3 ve blastosistlerda % 87,3 olarak
bildirilmistir (Garcia-Garcia ve ark 2006). Etilen glikol kullanilarak dondurulan
erken donem koyun embriyolarinin 48 saat inkiibasyonu sonucunda canlilik
oranlar1 2-4 hiicrelilerde % 56, 5-8 hiicrelilerde % 71 ve 9-12 hiicrelilerde ise %
71,7 olarak tespit edilmistir (Garcia-Garcia ve ark 2005).

Gliserol kullanilarak dondurulup ¢ozdiiriiliip 12 saat kiiltiire edilen sigir
embriyolar1 gelisim asamalar1 degerlendirildiginde erken blastosist, blastosist ve
expanded blastosist canlilik oranlar1 sirasiyla % 52,1; % 48,8 ve % 71,2 olarak
bildirilmistir. Ayni calismada embriyo kalitelerinin yasama oranlarina etkisi
degerlendirildiginde grade 1, grade 2 ve grade 3’lin canlilik oranlarinin sirasiyla
%78,8; % 60,9; % 12,5 oldugu bildirilmistir (Han ve ark 2000). Gliserol
kullanilarak dondurulan sigir embriyolarinda canlilik oranlart grade 1 embriyolarin
% 80, grade 2’lerin % 50 ve grade 3’lerin ise % 25 oldugu tespit edilmistir (Van
Wagtendonk- De Leeuw ve ark 1995).

Dondurulup cozdiiriilen embriyolarin gelisim asamalarina gore
degerlendirilmesinde gruplar arasinda morulalarin canlilik oranlarinda istatistiki
fark ¢ikmazken blastosistlerin canlilik oranlarinda etilen glikol ve DMSO arasinda
24 ve 72. saatlerde istatistiki fark oldugu belirlendi (P<0,05). Grup igerisinde
blastosistlerin 24, 48 ve 72. saatlerde yasama oranlarinda istatistiki fark
belirlenmezken, morulalarin yasama oranlarinda her li¢ grupta da 24-72. saatler
arasinda istatistiki olarak fark oldugu belirlendi (P<0,05) (Cizelge 3.4 ve Cizelge
3.5). Embriyonun gelisim doénemi ve dolayisiyla yasi ilerledik¢e yasama orani

artmaktadir. Blastosistlerin canlilik oranlarinda her {i¢ gruptada saatler arasinda
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onemli bir degisim yasanmamis olmasi ve morulalarin 72. saate ulasma oraninin
her ili¢ gruptada diismesi diger literatiirlerle uyumlu oldugunu gostermektedir.
Gruplar aras1 degerlendirmede ise etilen glikolle dondurulan embriyolarin 24 ve 72.
saatler DMSO ile dondurulan embriyolardan daha yiiksek canlilik géstermelerinin
etilen glikoliin hiicrenin tiim membranlarint korumasi ve DMSO’dan daha diisiik

molekiil agirligina sahip olmasi nedeniyle oldugu diistinilmistiir.

Embriyolarin kaliteleri géz Oniine alindiginda gruplar arasinda istatistiki
fark tespit edilmedi (p>0,05). Ancak biitiin gruplarda oransal olarak Grade |
embriyolarin canliliklarinin Grade 2’lerden daha iyi oldugu (Cizelge 3.6 ve Cizelge
3.7) diger calismalarla benzer sonuglar elde edildigi gorildi. Etilen glikol
kullanilarak dondurulan Grade 1 embriyolarin % 63,64’linlin 72. saate ulastigi
belirlendi. Bunun yaninda etilen glikol grubundaki Grade 2 embriyolarin 72. saate
ulagsma oraninin DMSO grubundaki Grade 1 embriyolardan daha yiliksek oldugu
tespit edildi. Grup igerisinde degerlendirme yapildiginda Grade 2 embriyolarin 24,
48 ve 72. saatlerde canlilik oranlarinda istatistiki agidan fark belirlenmezken, Grade
1 embriyolarin gliserol ve DMSO gruplarinda 24-72. saatlerde istatistiki agidan
onemli oldugu tespit edildi. Embriyo kalitesi dondurma basarisin1 ve ¢ozdiirme
sonrast canlilig1 etkileyen onemli bir faktordiir. Dejenerasyon oranlarinin 6lii ve
dejenere hiicre oranlariyla paralel olmasi nedeniyle embriyolardaki canli hiicre
miktarinin az olmasi ¢6zdiirme sonrasinda yasama oranlarin1 diisiirmektedir. Etilen
glikoliin embriyo kalitesine {izerine etkisi 6nemsiz olarak bulunurken; gliserol ve
DMSO’nun Grade 1 embriyolarin canliliklarinda 72. saatlerde onemli diisiislin

yasandigi ve etilen glikolden daha az koruyucu etkinlige sahip oldugu diisiiniildii.
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5. SONUC ve ONERILER

Sunulan calismada Tiirkiye’de ve diinyada yiiksek siit verimi nedeniyle
yetistirilen ve her gecen giin yetistiricilerin ilgisini daha ¢ok c¢eken Saanen
kecilerinin poptilasyonunu hizla artirilabilmesi ve daha ileriki donemlerde
kullanilmak tizere embriyolarinin saklanabilmesi i¢in kullanilan yavas embriyo
dondurma yonteminin ve farkli bazi kriyoprotektanlarin embriyo canlilig1 {izerine

etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Yapilan uygulamalar sonucunda yavas dondurma yontemi ile her fig
kriyoprotektaninda embriyo canliligi tizerinde farkli oranlarda koruyucu etkisinin
oldugu gotirldii. Ancak etilen glikol kullanilan embriyolarda inkiibasyon zamanlari,
embriyo gelisme donemi ve embriyonun kalitesi yoniinden diger kriyoprotektanlara
nazaran 72. saatteki canlilik oranlari dikkate alindiginda hem istatistiki hemde

oransal olarak daha iyi sonuglar alindig1 belirlendi.

Sonug olarak embriyolarin canliliklarini etkileyen birgok faktor olmasi gz
online alindiginda in vivo olarak iretilen kaliteli Saanen kegisi embriyolarinin
yavas yontemle dondurulmasi sirasinda Kriyoprotektan olarak en iyi sonucun etilen
glikolle alindig1 ve 72. saate ulagsma da etilen glikoliin 6zellikle DMSO olmak iizere
her iki kriyoprotaktandan daha basarili oldugu goriildii. Elde edilen bilgiler 1s181nda
etilen glikoliin keci embriyolarinin yavas yontemle dondurulmasinda basariyla

kullanilabilecegi kanaati olustu.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

In Vivo Olarak Elde Edilen Saanen Kecisi Embriyolarinin
Farklh Kriyoprotektanlar Kullamlarak Yavas Yontemle

Dondurulmasi

Sakine Ulkiim CIZMECI

Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dah

DOKTORA TEZi/KONYA-2014

Bu ¢alismada yavas embriyo dondurma yontemi ve bazi kriyoprotektanlarin
dondurulup ¢ozdiiriilmiis Saanen kegisi embriyolarinin canlilig1 tizerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmustir.

Projenin hayvan materyalini 15 adet Saanen irki disi ke¢i ve 3 adet teke
olusturdu. Hayvanlardan yeterli embriyo toplanabilmesi i¢in iki sezon uygulama
yapildi. Kegilere 12 giin siireyle 20 mg Fluorogeston asetat emdirilmis intravaginal
siinger (Chronogest CR, Intervet, Holland) yerlestirildi. Siinger uygulandiktan
sonraki 9. giin itibariyle 3 giin 12 saat arayla azalan dozlarda FSH (2,5; 1,5; 1 cc)
enjekte edildi. Siinger 12. giin ¢ikarild1 ve 24 saat sonra dogal asim yaptirildi. Tlk
asimdan sonraki 7. giin laparoskopik uterus yikamasi yapilarak embriyolar elde
edildi. Toplanan embriyolar degerlendirilerek kaliteli olanlar etilen glikol, gliserol
ve DMSO kullanilarak yavas dondurma yontemiyle donduruldu. Bu amagla. Her
kriyoprotektan grubu i¢in ortalama 30 embriyo donduruldu. Embriyolar sivi azot
icerisinde ¢odiiriiliip degerlendirilene kadar muhafaza edildi. Embriyolar 37 ° C’de
su banyosunda ¢ozdiiriildii.

(Cozdiirme sonrasinda embriyolar 38,5 °C’de % 5 COj’de inkiibasyona
birakildi. Embriyo gelisimleri 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirilidi. Elde edilen
verilerin istatistiki analizi % t testi kullanilarak yapildi. Birinci ve ikinci sezonda
biitin hayvanlarda 6strus goriildii. Stiperovulasyon cevaplari ( 4> Cl) sirasiyla %
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93,3 ve % 84,6, embriyo toplama orani ise % 61,4, % 72,3 olarak belirlendi.
Hayvanlarin % 26,7 ve % 15,4’inde erken luteal regresyon orani tespit edildi.
Transfer edilebilir embriyo oran1 birinci sezonda % 58, ikinci sezonda ise % 61,6
olarak belirlendi. Cozdiirme sonrasinda canlilik oranlarinda, biitiin gruplarda
saatlerin 6onemli derecede etkili oldugu ve 72. saate ulagsmada isatistiki farkin
olustugu goriildii  (p<0,05). Gruplar arasinda etilen glikolle dondurulan
blastosislerin DMSO ile dondurulanlardan daha iyi oldugu (p<0,05) ancak grup
icerisinde degerlendirildiginde morulalarin canliliklarinda 24-72. saatler arasinda
onemli farkliliklarin (p<0,05) oldugu goriildii. Saanen kegisi embriyolarinin yavas
yontemle dondurulmasi sirasinda kriyoprotektan olarak en iyi sonucun etilen
glikolle alindig1 ve 72. saate ulasma da etilen glikoliin 6zellikle DMSO olmak iizere
her iki kriyoprotaktandan daha basarili oldugu goriildii. Elde edilen bilgiler 1s181nda
etilen glikoliin keg¢i embriyolarinin yavas yontemle dondurulmasinda basariyla
kullanilabilecegi kanaati olustu.

Anahtar Sozciikler: DMSO; Etilen Glikol; Gliserol; Kegi; Yavas

Dondurma.
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7. SUMMARY

Freezing of In Vivo Derived Saanen Goat Embryos with Use of
Different Cryoprotectants during Slow Freezing

In this study, aim was to determine effects of slow embryo freezing method
and some cryoprotectants on the viability of the Saanen goats embryos

Animal material of this project was 15 Saanen goats and 3 bucks. In order to
collect enough embryos, animals were used in two consecutive breeding seasons.
Fifteen goats were synchronized with intravaginal sponges containing 20 mg of
Fluorogeston acetate (Chronogest CR, Intervet, Holland) for 12 days. Decreasing
doses of FSH (2,5; 1,5; 1 cc) were injected at 12 hour intervals on the last 3 days of
sponge treatment. Twentfour hours after sponge removal, goats were allowed to
mate. Laparoscopic uterine washing was performed and embryos were collected on
the seventh day after the first mating. Collected embryos were assessed and
embryos with good quality were frozen with a slow freezing method using different
cryoprotectants. For this purpose ethylene glycol, glycerol and DMSO were used.
An average of 30 embryos were frozen with each cryoprotectant. Embryos were
stored in liquid nitrogen and then were thawed in 37 © C water bath.

After thawing, the embryos were incubated at 38.5 © C and 5% CO..
Viability controls at 24, 48 and 72 hours were performed. Statistical analysis of
data was performed using the % t test. Estrus was observed in all animals both in
the first and the second season. Superovulation response (4> CI) was found to be
93.3% and 84.6% for two seasons, respectively. Recovery rate is 61.8% and 72.3%.
Early luteal regression was detected in 26.7% and 15.4% of animals respectively in
two seasons. The rate of transferable embryos was 58% and 61.6%, respectively.
In the viability rates after thawing, hours was significantly effective and in
achieving to 72 hours there was statistical difference in all groups (p <0.05).
Betweeen groups, survival rates of blastacytes with frozen ethylene glycol was
better than that with frozen DMSO (p <0.05). However, within the groups the
viability of the morulas significant differences were observed between 24-72 hours
(p <0.05). During slow freezing method, the best results were obtained by
ethylene glycol. In the achieving to 72 hours, ethylene glycol was found to be more
successful than other cryoprotectants. Consequently, ethylene glycol can be used
successfully during slow freezing method for goat embryos.

Key Words: DMSO; Ethylene glycol; goat; glycerol; slow freezing.
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