T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SAANEN KECILERINDE EMBRIYOLARIN VITRIFIKASYON
YONTEMIYLE DONDURULMASI

Ayse Merve KOSE

DOKTORA TEZIi

DOGUM ve JINEKOLOJI (VET) ANABILIM DALI

Damsman

Prof. Dr. Tevfik TEKELI

KONYA-2014



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SAANEN KECILERINDE EMBRIYOLARIN VITRIFIKASYON
YONTEMIYLE DONDURULMASI

Ayse Merve KOSE

DOKTORA TEZi

DOGUM ve JINEKOLOJI (VET) ANABILIM DALI

Damisman

Prof. Dr. Tevfik TEKELI

BAP 11202030

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan 11202030 proje numarasi ile desteklenmistirtir.

KONYA-2014



S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne

Ayse Merve KOSE tarafindan savunulan bu caligma, jiirimiz tarafindan
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak oy birligi ile kabul

edilmistir.

Jiiri Bagkan: Prof. Dr. Mehmet GULER i w
ol A
Selguk Universitesi /k, K/

Danigman: Prof. Dr. Tevfik TEKELI ( (Ww(//l

Selguk Universitesi

Uye: Prof. Dr. Hiiseyin ERDEM

Selguk Universitesi

Uye: Prof. Dr. Mehmet Bozkurt ATAMAN

Selguk Universitesi

Uye: Prof. Dr. Mustafa KAYMAZ Imza

Ankara Universitesi /?)LM -

ONAY:

Bu tez, Selguk Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Yonetmenligi’nin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii
Yonetim Kurulu ............... tarih ve .........oeoe.ll sayil1 karariyla kabul

edilmigtir.

Prof. Dr. Tevfik TEKELI

Enstitii Miidiiri



ONSOZ

Kegiler; kotii g¢evre kosullarinda kolaylikla yetistirilebilen, adaptasyon
yetenegi yiikksek olan hayvanlardir. Kegi yetistiriciligi, bitkisel liretim yapilacak
arazisi bulunmayan orman i¢i ve kenar1 yerlesim birimlerinin en énemli hayvansal

gecim kaynagidir.

Tiirkiye, 8 milyon bas keci varligima sahiptir. Say1r bakimindan Avrupa ve
Akdeniz iilkeleri arasinda birinci, diinyada on besinci siradadir. Tiirkiye’deki keci
varliginin % 98’ ini kil kecisi olusturur. Bunun yaninda, Bat1 Anadolu kiy1 seridinde
Saanen ve Saanen melezlerinin varligi da gozlenmektedir. Bu siit¢ii tipler Tiirk
Saanen’i olarak adlandirilmaktadir. Saanen 1rki kegiler Isvigre’nin Saanen vadisinde
yetistirilen Isvigre Alpleri merkezli bir kegi irkidir. Bu ik diinyanin birgok iilkesinde,
yerli kegileri slit verimi ve dol verimi bakimindan gelistirmek amaciyla hizla
yayllmis degerli bir wktir. Degisik ortamlara kisa bir siire igerisinde uyum
saglayabilen ve en fazla siit iireten ke¢i wklarmin basimda gelir. Iyi kosullarda
yetistirilen bir Saanen kegisinin ortalama verimine 10 adet kil kegisi ancak
ulasabilmektedir. Saanen kegisi 1959 yili basinda Tiirkiye’ye de getirilmis, kil
kecilerinin kullanilmas1 ile ¢evirme melezlemelerine baslanmistir. Zamanla elde
edilen damizlik erkek ve disi materyaller {ireticilere dagitilarak Tiirkiye’de

yayginlagmasi saglanmaistir.

Son yillarda ¢ok sayida memeli hayvan tiirii yok olmakta, tiirlere ait mevcut
populasyonlarin da biiyilk bir kismi yok olma tehlikesi ile karsi karsiya
bulunmaktadir. Tiim diinyada hayvancilik alaninda biyoteknolojik yontemlerden
yararlanarak birim hayvan basina verimin artirilabilmesi ve yiiksek verimli yavrular
elde edilebilmesinin yan1 swra memeli hayvanlarin mevcut gen kaynaklarinin
korunmasi i¢in de siirekli gelisen ve yeni boyutlar kazanan birgok yardimci iireme
teknikleri kullanilmaktadir. Bu tekniklerin esas amaci iistiin erkek ya da disi
genotipinin yaygmlastiriimasimi saglamaktir. Gliniimiizde kullanilan yardimci iireme
tekniklerinin baslicalari; suni tohumlama, embriyo transferi ve gen kaynaklarinin
korunmasinda  biiyik 6neme  sahip olan  embriyolarm  dondurulmasi
(kriyoprezevasyonu) teknigidir. Sperma, oosit ve embriyolarin dondurulmasi
sayesinde disi ve erkek gametlerinden maksimum 6l¢lide faydalanarak dolveriminin

artirilmas1 saglanabildigi gibi gen kaynaklarmin saklanmasi ve bu sayede soyu



tikkenmekte olan tiir ve 1wklarin korunmasinin saglanabilmesi de miimkiin
olabilmektedir. Bu amacla, cesitli hayvan tiirlerinde ve hatta insanlarda oosit,
follikiil, ovaryum korteksi ve ¢esitli bolinme donemlerindeki embriyolar
dondurulmakta ve hiicreler uzun yillar saklanmaktadr. Giliniimiizde dondurulmus
embriyolarin transferi ile iistiin verim Ozelliklerine sahip siirlilerin olusturulmasi,
hastaliklarin kontrolii ve genetik materyallerin uzun siire saklanmasi miimkiin

olabilmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda, iireme sezonu i¢inde bulunan Saanen irk1 kegilerde,
siiperovulasyon sonrasi elde edilen embriyolarin kalite degerlendirmesi, sonrasinda
kaliteli embriyolarin vitrifikasyon yontemiyle dondurularak ¢ézdiiriilmelerini takiben

viyabilitelerinin (canliliklarinin) degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu nedenle sunulan tez caligsmasinda, embriyolarin dondurulmasinda, iimit
verici sonucglar veren ve slirekli olarak gelistirilen vitrifikasyon yontemi ile
Tiirkiye’de ve tiim diinyada biiyiik ekonomik 6neme sahip olan Saanen kegisinin gen
kaynagmin saklanarak korunmasi ve bu yontemin, pratik, uygulama siiresinin kisa ve
kolay uygulanabilir olmasi1 gibi avantajlar1 nedeniyle pratikte zorluklarla karsilasilan

embriyo dondurulmasi teknigine az da olsa bir katki saglanilmasi1 hedeflenmektedir.

Sunulan bu ¢alisma, Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinatorliigii (Proje No: 11202030) tarafindan desteklenmistir. Arastirma projesi
20.04.2011 Tarih ve 2011/45 sayili karar ile Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Etik Kurul onay1 almistir.

Doktora egitimim siiresince teorik ve pratik bilgilerinden yararlandigim
Danismanim Prof. Dr. Tevfik TEKELI basta olmak iizere Selcuk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr.
Dursun Ali DINC, Prof. Dr. Mehmet GULER, Prof. Dr. Ahmet SEMACAN, Prof.
Dr. Hiiseyin ERDEM ve Dog. Dr. Ibrahim AYDIN’a siikranlarimi sunarim. Tez
projemin gerceklestirilmesine biiyiik katki saglayan Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa
KAYMAZ’a tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez ¢aligmam sirasinda ve diger tiim konularda bana her zaman yardimci olan

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi



Prof. Dr. Enver YAZAR’a ve mesai arkadaslarim Sakine Ulkiim CIZMECI ve Irfan
TUR’ a tesekkiir ederim.

Bugiine kadar desteklerini esirgemeyen bana her zaman moral ve gii¢ veren
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1. GIRIS

Embriyolarin  dondurularak saklanmasi (Kriyoprezervasyon) isleminde
kullanilan yontemleri geleneksel yavas dondurma (slow freezing), hizli dondurma
(rapid freezing) ve vitrifikasyon (vitrification) olarak ii¢ grupta incelemek
miimkiindiir. Baslangigta embriyolarin dondurulmasinda kademeli sogutmay1
gerektiren yavas dondurma yontemi kullanilmistir. Son yillarda ise embriyolarin
dondurulma isleminde hizli dondurma yontemlerinin yani sira 6zellikle vitrifikasyon

yontemi oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.

Uygulanmakta olan tiim dondurma yontemlerindeki temel prensip; donma ve
¢oziinme islemleri sirasinda olusabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu
engelleyerek hiicrelerin buz kristallerinden goérecekleri zarari 6nlemektir. Bunu
saglamak amaciyla hiicre i¢i stvisinin, hiicre mebranindan gecebilen bir bagka deyisle
hiicre icerisine niifuz edebilen ve hiicrelere olabildigince zararsiz olabilen
kriyoprotektan maddelerle yer degistirmesi hedeflenmektedir. Vitrifikasyonda ise
cesitli kriyoprotektanlar ile yiiksek donma hizlar1 kullanilarak buz kristallerinin hig
sekillenmedigi vitr6z ya da camsi bir durum almalar1 saglanarak hiicrelerin,
dokularin ve organlarin direkt olarak sivi azot igerisine daldirilmasiyla

dondurulmalar1 saglanmaktadir.

Geleneksel bir yontem olan yavas ya da kademeli dondurma prosediiriiyle
daha basarili sonuclarin elde edilmesi, bir avantaj gibi goriilmekle birlikte dondurma
prosediiriiniin uzun siirmesi ve embriyolarin dondurulmasi icin c¢ok pahali ve
komplike olan cihazlara gereksinim gostermesi bu yontemin baslica dezavantajlarni
olusturmaktadir. Vitrifikasyon yontemi sayesinde hem zaman kaybi hem de pahali ve
donanimli cihazlara olan gereksinim gibi dezavantajlar ortadan kalkmakta ve
embriyolarin kisa siire i¢inde ve her tirlii saha kosulunda dondurulabilmelerine

olanak saglanabilmesi miimkiin olabilmektedir.

1.1. Saanen Kecilerinin Genel Ozellikleri

Keciler Tiirkiye’ de, Akdeniz bolgesi orman i¢i ve kenar1 koyliilerinin 6nemli
gecim kaynaklarindan biridir (Ozer ve Dogruer 2011). Tiirkiye Istatistik
Kurumu’nun 2012 verilerine gore Tiirkiyedeki ke¢i varligi 8 357 286 bas kadardir.
Tiirkiye’deki ke¢i varhginm % 98 ini kil kegisi olusturmaktadir (TUIK 2012).



Bunun yaninda Bati Anadolu kiy1 seridinde Saanen ve Saanen-Kil kegisi
melezlerinin varligr da gozlemlenmektedir. Arastiricilar bu siit¢ii tipleri Tiirk
Saanen’i olarak adlandirmaktadirlar (Ceyhan ve Karadag 2009). Tirkiyede oldugu
gibi diinyada da siit kecisi denildiginde ilk akla gelen Saanen wkidir. Saanen ki
kegiler Isvigre’nin Saanen vadisinde yetistirilmektedir. Bu 1k diinyanin hemen
hemen her tarafina gotiiriilmiis, saf ya da melezlenerek keci 1slahinda kullanilmistir.
Saanen 1rki, 1959 yili basinda Tiirkiye’ye de getirilmis yerli irklarla melezlenip siit
veriminin artirilmasi i¢in ilk ¢alismalar yapilmistir. Son yillarda Tiirkiye’de 6zellikle
dondurma ve peynir iireticisi bircok firmanin Saanen yetistiriciligine yoneldigi ve
biiyiik isletmeler kuruldugu bilinmektedir (Savas 2008, Ceyhan ve Karadag 2009,
TUDKIYEB 2012).

Tirk Saanen keg¢isi, verim ozellikleri yoniiyle Tiirkiyede siit ve dol verimi
bakimindan en yaygimn yetistirme alani bulmus bir melez wktir. Renkleri kremden
beyaza dogru degismektedir. Genel olarak kisa killi, dik ve kii¢iik bir kulak yapisina
sahiptir (Resim 1.1.1). Her iki cinsiyette de boynuz, kiipe ve sakala
rastlanilabilmektedir (Resim 1.1.2). Meme yapist “koltuk meme” olarak tabir edilen
diz istiinde kalan sarkik olmayan formdadir. Ergin disilerde canli agirlik 50-60 kg
arasinda degismektedir. Ergin tekelerde ise canli agirhik 60-80 kg arasinda olup
100 kg’ a kadar ulasabilmektedir. D6l verim Ozellikleri bakimindan s6z konusu
genotip incelendiginde, 1yi bakim kosullarinda erken yasta cinsel olgunluga
ulagmakta ve damizlikta kullanma yasi 8-10 aylarda baslamaktadir. Ortalama
oglaklama oran1 1,8 olarak ifade edilmekte, ortalama oglak dogum agirligi da 3-3,5
kg olarak gozlenmektedir (Resim 1.1.3). Laktasyon siit verimleri 500-650 It arasinda
degismekte olup laktasyon siireleri ortalama 270-280 giin arasindadir (Ceyhan ve

Karadag 2009, Atay ve ark 2011, Keskin ve ark 2012).



Resim 1.1.1. enkleri kremden beaa dog desen,enel olarak klsllh,

dik ve kiigiik kulakli Saanen kegileri (Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Ciftligi, 2011).

) Resim 1.1.2. Saan ki keilee e ve sakal 6r1'int1'is1'i (Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi, 2011).

Resim 1.1.3. Saanen kegisi oglaklarinm goriintiisii (Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi, 2012).



1.2. Kegilerde Seksiiel Olgunluk Yasi (Pubertas)

Kecilerde seksiiel olgunluk yasi, disilerde ilk ovulasyonlu Ostriisiin,
erkeklerde ise ilk spermatozoon igeren ejakiilatin goriildiigii yas olarak kabul edilir.
Pubertasin canli agirlikla yakindan iliskili oldugu ve pubertasa ulagsmak i¢in gerekli
canli agirhigin ise ergin agwrhgmin en az % 40-50 arasinda olmasi gerektigi
bildirmektedir (Ozer 2007, Abebe 2008, Edmondson ve ark 2012). Kegiler, 3-12 ay
arasinda degismekle birlikte genellikle 5-7. aylarda pubertasa ulasirlar. Pubertas hem
genetik (1rk) ve hem de ¢evre faktorleri (1s1, 151k, besleme) tarafindan etkilenmektedir
(Abebe 2008). Disilerin dogum zamani yavrularda pubertas yasini belirleyen 6nemli

bir faktor olarak bildirilmektedir (Kalkan ve Horoz 2005).

Kegiler; tropikal bolgelerde yil boyu 0Ostrus gosterebilmelerine karsin
Tirkiyede mevsime bagli lireme 0Ozelligi gostermeleri nedeniyle; mevsimsel
polidstrik hayvanlar olarak tanimlanmaktadir (Abebe 2008, Fatet ve ark 2011).
Kecilerde seksiiel aktivite, Tiirkiye’ nin de i¢inde bulundugu kuzey yarimkiirede giin
uzunlugunun azaldigi, yaz sonu ve sonbahar aylarinda (Eylil-Ocak) goriilmektedir
(Gomez-Brunet ve ark 2012). Kecilerin bir sezonda, gebe kalmadiklar1 miiddetce 4-7
kez Ostrus gosterdikleri belirtilmektedir (Kalkan ve Horoz 2005). Mevsimsel
iremenin baglamasi ve siiresini kontrol eden en 6nemli ¢evresel faktoriin fotoperiyot
oldugu, giin uzunlugunun kisalmasiyla kecilerin {ireme sezonuna girdigi
bildirilmektedir (Brackel-Bodenhause ve ark 1994). Bunun yaninda c¢evre
sicakligmin diismesi, laktasyon, 1wk, teke katimi, yas ve oOnceki reprodiiktif
durumlarmm  da  kecilerde  ovaryum  fonksiyonlarmi1  etkileyebilecegi
vurgulanmaktadir (Kalan ve Horoz 2005). Keciler giin 15181 siirelerinin arttig1
donemlerde andstriise girmektedir. Andstrus doneminde hipofiz bezi inaktif olup,
gonadotropin salgist diisiik diizeyde kalmakta, follikiiler aktivitenin uyarilmamasina
bagl olarak, andstrus doneminde kegilerde Ostrus ve ovulasyon sekillenmemektedir

(Kalkan ve Horoz 2005).

Azalan giin 15181 etkisiyle retinadaki optik sinirlerin beyinin chiasma
opticum’una sinirsel uyarilar ilettigi ve giin 15181 siliresindeki azalmanin pineal
bezden melatonin salinimini arttirdigi bildirilmektedir. Melatoninin kecilerde

gonadotropik etkili oldugu ve Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH;



Gonadotropin  Salgilatict Hormon) salimmmma yol agarak sezonu baslattigi

bilinmektedir (Ozer 2007).

1.3. Kecilerde Seksiiel Siklusun Hormonal Mekanizmasi ve Ostrus Siklusunun
Evreleri

Kegilerde iireme mevsimi swrasinda seksiiel siklusun siiresi ortalama 21
(17-24) giin olup siklus iki ayr1 evreden olugsmaktadir. Bu evrelerden ilki; yumurta
ya da ovumun gelisip atildig1 follikiiler evre, ikincisi ise; ovulasyonla baslayan ve
corpus luteumun (Cl) olustugu luteal evredir (Abebe 2008, Fatet ve ark 2011).
Andstrus sezonunda ve Ostrus boyunca plazma progesteron konsantrasyonu
I ng/ml’den daha az olmasina karsin luteal evre siiresince progesteron diizeyi 4-8

ng/ml’ye ulasmaktadir (Edmondson ve ark 2012).

Ureme mevsiminde énce hipotalamustan salinan GnRH’ nin etkisiyle hipofiz
on lobundan Follicle Stimulating Hormone (FSH; Follikiil Uyarici Hormon) ve
Luteinizing Hormone (LH; Luteinlestirici Hormon) saliimi uyarilir. Follikiiler evre
sirasinda, hipofiz bezinden salgilanan FSH ovaryumda follikiillerin gelisimini
uyararak ovaryum iizerinde 2-3 mm capinda ¢ok sayida antral follikiilliin olusumuna
neden olur. Bu follikiillerden yalnizca 2-3 adedi daha sonra dominant follikiilii
olusturmak {izere 4 mm c¢apa ulasir. Luteinlestirici Hormonun etkisiyle alt follikiiller
dejenere olurken (follikiiler atrezi), ovulasyon oncesi follikiil cap1 6-9 mm’ye ulasir.
Biiyiik follikiillerden salgilanarak periferik kanda konsantrasyonu artan ostradiol 17-
B, hayvanda 6strus davraniglarmin goriilmesine neden olur (Abebe 2008, Fatet ve ark
2011, Gibbons ve Cueto 2011). Ostrojen belirli bir diizeye ulasinca pozitif feedback
etki ile hipotalamustan salinan GnRH hipofiz 6n lobundan tekrar FSH ve LH
salgilanmasina neden olur. Follikiiler gelisim sirasinda Ostrojen salimimimin yanisira
inhibin salmimi da gergeklesir. Inhibin FSH sekresyonunu inhibe ederek LH
salinimini uyarir. Luteinlestirici Hormonun etkisiyle 20-26 saat sonra ovulasyon ve
daha sonra follikiillerin luteinizasyonu baslatilir. Luteal evre ovulasyonla baglar ve
Ostrus sonrasi evre olarak adlandirilir. Periferal kanda progesteronun yiikselmeye
basladigi donem metostrus; luteinizasyonun bagladigi  ve periferal kanda
progesteronun en yiiksek seviyeye ulastigi donem diostrus olarak ifade edilir. Ostrus
baslangicindan 5 giin sonra oviile olan follikiil hiicrelerinin luteal hiicrelere

dontismesi sonucu Cl sekillenir. Corpus luteum’lardan (CL; Corpora lutea)



salgilanan progesteronun kandaki konsantrasyonu giderek artar ve siklusun
16.glinlinde en yliksek diizeye (>1ng/ml) ulasir. Gebelik sekillenmisse Prostaglandin
F,a (PGF,0) * nin CL iizerindeki luteolitik etkisinin ortadan kalkmasi sonucu siklik
CL gebelik CL’ sine doniisiir. Eger gebelik sekillenmemisse luteal evrenin sonunda,
siklusun 16-18. giinlerinde uterus endometriyumundan salgilanan PGF,o CL’ nin
regresyonuna (luteolizis) neden olmasi sonucu kan progesteron konsantrasyonunun
diismesine bagli olarak hipotalamo-hipofiziyal sistem iizerindeki negatif feed-back
etkisi ortadan kalkar ve yeniden gonadotropin salinimi sonucu yeni bir follikiiler evre

baslar (Abebe 2008, Fatet ve ark 2011, Gibbons ve Cueto 2011).

Ureme mevsiminde seksiiel aktivite gosteren kegcilerde ostrus siklusu
prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus evrelerinden olusur (Cizelge 1.3.1). Kegilerde
Ostrus davraniglari;; huzursuzluk, iirinasyonun artmasi, siit {liretimin azalmasi,
meleme, kuyruk sallama, diger kecilerin lizerine atlama ve teke 6niinde bekleme gibi
hareketlerle karakterizedir (Abebe 2010). Kegiler iireme mevsiminin disinda uzun
siiren bir andstrus evresine sahiptir. Prodstrus 2—3 giin, strus 30-36 saat, metdstrus

2 giin, didstrus ise 16—17 giin siirmektedir (Ozer 2007).

Cizelge 1.3.1. Kegilerde 6strus siklusunun evreleri (Abebe 2008).

Ostrus Ostrus
siklusunun siklusunun Belirtileri
evresi giinii
Ostrus 1-2 Follikiillerin ~ biliylimesi ve ovulasyon,
servikal mukusun artmasi ve incelmesi,
ciftlesmeyi kabul etme,
Metdostrus 3-4 Corpus luteumun sekillenmesi,
Di6strus 5-18 Luteal faz,
Proostrus 19-21 Follikiillerin biiylimesi.

Kecilerde Ostrus siiresi ortalama 36 saat (24—48 saat) olarak bildirilmektedir.
Ovulasyon, Ostrus baslangicindan 24-36 saat sonra spontan olarak meydana
gelmekte ve her siklus sirasinda ortalama 2-3 adet oosit ovule olmaktadir (Vivanco

1985, Fatet ve ark 2011, Mellado 2011, Edmondson ve ark 2012).

1.4. Kecilerde Yardime1 Ureme Teknikleri

Kecilerde fertilitenin dogal yontemler (teke etkisi ve besleme) ya da

uygulanan yardimci iireme teknikleri ile artirilabilmesi miimkiin olabilmektedir



(Paramio ve Izquierdo 2014). Bu teknikler; dstrus senkronizasyonu, siiperovulasyon,
suni tohumlama, Multiple Ovulation and Embryo Transfer (MOET; Coklu
Ovulasyon ve Embriyo Transfer), in vitro fertilizasyon, in vivo embriyo iiretimi, in
vitro embriyo iiretimi ve embriyo transferi, embriyo ve spermanm dondurulmasi,
embriyonun bdliinmesi, kopyalama, transgenik hayvan firetimi ile arzu edilen
cinsiyette yavru iiretimi gibi tekniklerdir (Vivanco 1985, Paramio ve Izquierdo

2014).

Yiiksek genetik ve verim 6zelligine sahip olan hayvanlardan yardimei lireme
teknikleri uygulanarak daha fazla yavru elde edilebilmesi, dogal yontemlerle yavru
elde edilmesinden daha kolay olmaktadir. Ozellikle iiremenin mevsimsel oldugu keci
gibi hayvanlarda, bu yardimci lireme teknikleri sayesinde yil boyunca yavru ve siit
elde edilebilmesi miimkiin olmaktadir (Baldassarre ve Karatzas 2004). Bu teknikler
arasinda suni tohumlama, tim diinyada en yaygm olarak kullanilan ve genetik
yilesmeye en 6nemli katki saglayan yardime1 tireme tekniklerinden biridir. Yardimei
ireme teknikleri arasindaki MOET sayesinde de genetik olarak degerli disi
hayvanlardan daha c¢ok sayida yavru elde etmek miimkiin olmaktadir (Gama ve

Bressan 2011, Paramio ve Izquierdo 2014).

Embriyolar in vivo ve in vitro olarak iiretilebilmektedir. In vivo embriyo

tretimi;
e Donor hayvanlarin se¢imi,
e Senkronizasyonu,
e Siiperovulasyonu,
e Tohumlanmasi,
e Embriyonun gelisimi,
e Embriyolarin elde edilmesi (uterusun yikanmasi),

e Embriyolarin toplanmasi ve degerlendirilmesi,



e Embriyolarin dondurularak saklanmasi ve ¢ozdiiriilmesi veya embriyolarin
taze transferi gibi agsamalar1 igermektedir (Ishwar ve Memon 1996, Mellado

2011, Kaymaz 2012).

Laparoskopik veya ultrasonografik (OPU-Ovum pick up) yontemlerle canli
hayvandan elde edilen oositlerin in vitro fertilizasyonu sonrasi in vitro embriyo
iretimi de hayvanlarda genetik ilerleme icin bir potansiyel olusturmaktadir. Bu
yontem cerrahi yontem ile embriyo toplanmasma gore daha az travmatik
oldugundan, tireme Omrii boyunca disi hayvanm bir¢ok kez kullanilabilmesine

olanak saglamaktadir. (Baldassarre ve Karatzas 2004).

1.4.1. Kecilerde Ostrus Senkronizasyonu

Ostrus senkronizasyonu, suni tohumlama ve embriyo transfer prosediiriiniin
uygulanmas1 ve basarisi acisindan onemlidir (Mellado 2011, Abecia ve ark 2012).
Ostrus senkronizasyonun; ostruslarin kisa bir siire icine toplanmasi, ciftlesmeyle
bulasan hastaliklarm 6nlenmesi, siiriide bir 6rnek genclesmeyi saglamasi, siit talebine
gore dogumlarin ayarlanmasi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Mellado 2011,
Abecia ve ark 2012, Ugar ve Ozyurtlu 2012). Ostrus senkronizasyonu, kegilerin
ireme mevsiminde Ostruslar1 senkronize etmek ve gebelik oranlarinda artis
saglamak, ilireme mevsimi disinda Ostruslar1 uyarmak amaciyla uygulanir. Ureme
mevsimi diginda bulunan kecilerde senkronizasyon amaciyla 151k uygulamasi, teke
etkisi, progestagen, melatonin (Cizelge 1.4.1.1) ve ayrica ovulasyon ve gebelik
oranii yiikseltmek amaciyla da Pregnant Mare Serum Gonadotropin (Gebe Kisrak
Serum Gonadotropini; PMSG), PGF,a ve analoglari, GnRH, Human Chorionic
Gonadotropin  (hCG; Insan Koriyonik Gonadotropini) gibi hormonlardan

yararlanilmaktadir (Chemineau ve ark 1992, Ozer 2007, Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Cizelge 1.4.1.1. Kecilerde 6strus senkronizasyonu i¢in kullanilan yontemler
(Edmondson ve ark 2012).

Asim sezonu Gegis sezonu Asim sezonu dis1
Prostaglandinler Teke etkisi Progesteron+gonadotropint+prostaglandin
Progesteron Progesteront+gonadotropintprostaglandin  Isik uygulamasi
Progesteron+gonadotropin Progesteron+gonadotropintteke etkisi Melatonin uygulamasi




Progestagenler

Progestagenler veya progestinler, dogal progesteron hormonu da dahil olmak
iizere progesteron molekiilinde modifikasyon yapilarak olusturulmus progesteron
benzeri etki yapan yapilar seklinde tanimlanmaktadir. Progesteronlar steroid yapida
hormanlardir, baz1 hayvan tiirlerinde plasenta ve adrenal bezden de salgilandigi

bilinmekle birlikte ana kaynagi CI’ yi olusturan luteal hiicrelerdir (Alacam 2005a).

Pratikte  kullanilan ~ progestagenler;  Flugeston  Asetat  (FGA),
medroksiprogesteron asetat (MAP), megestrol asetat (MA), melengesterol asetat
(MGA), klormadinon asetat (CAP), norethandrolon asetat (NEA) ve norethisteron
asetattir (NET). Progestagenler premiks, tablet, kapsiil ve soliisyon formlarinda oral
olarak; enjeksiyon, deri alt1 implant ve intravaginal araclar seklinde kullanilmaktadir

(Alagam 2005b, Ozyurtlu ve Bademkiran 2010, Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Progestagenlerle seksiiel siklusun denetlenmesinde, progestagenlerin GnRH
ve gonadotropik hormonlar {izerine negatif feedback etki olusturarak siklik
aktivitenin ~ baslamasmi1  baskilamasi  amaclanir.  Progesteron  kaynagi
uzaklastirildiginda bu bask1 ortadan kalkmakta, 6strus ve ovulasyon sekillenmektedir
(Alagam 2005b, Amiridis ve Cseh 2012, Edmondson ve ark 2012). Andstrus
donemindeki uygulamalarda ovulasyonsuz Ostruslar sekillenebilmektedir. Bu yiizden
progesteron uygulamalar1 ile birlikte follikiil gelisimini uyarmak amaciyla kas ici

PMSG enjeksiyonlar1 dnerilmektedir (Ugar ve Ozyurtlu 2012).

Progestagen igeren intravaginal siingerler iireme mevsimine gegiste, lireme
mevsiminde ve andstrusta yaygin olarak kullanilmaktadir. Vaginaya yerlestirilen
poliiiretan kopiikten yapilmis siingerler, vaginal mukozaya difiizyon yoluyla
gecebilen ve endojen progesteron gibi etki eden sentetik progesteron analoglarini
icerir. Vaginal siinger uygulamasinda normal seksiiel siklustaki didstrus siiresi taklit
edilmektedir (Ucar ve Ozyurtlu 2012). Giiniimiizde yaygin olarak iki tip vaginal
siinger kullanilmaktadir. Bunlardan biri, FGA digeri ise MAP iceren vaginal
siingerlerdir. Ayn1 amacla etken maddenin kontrollii olarak salimimini saglayan
Controlled internal drug release device (CIDR; Kontrollii Intravaginal Salnim Yapan
Cihaz); CIDR-S ve CIDR-G adl iki tip progestagen de bulunmaktadir. Kullanilan
CIDR, % 9-12 (300 mg) progesteron iceren sert medikal silikondan yapilmistir.



Uygulama sonrasi kan progesteron seviyesinde ¢ok hizli bir yiikselme saglamaktadir

(Whitley ve Jackson 2004, Holtz 2005, Flores-Foxworth 2007, Abecia ve ark 2012).

Kegilerde yapilan bir ¢galismada PMSG ile birlikte kullanilan FGA ve MAP
iceren cihazlarla CIDR’ mn karsilastirilmasinda dstrus senkronizasyonlar1 ve gebelik
oranlar1 lizerinde herhangi bir fark olmadigi belirtilmektedir (Motlomelo ve ark
2002). Saanen kegileri iizerinde gergeklestirilen bir caligmada, lireme sezonu i¢inde
ve lireme sezonu disinda intravaginal FGA ve MAP kullanilarak elde edilen 6strus
senkronizasyonlarmim oranlar1 arasinda herhangi bir fark bulunmadig:r ifade
edilmektedir (Dogan ve ark 2004). Kecilerde yapilan bir ¢alismada MAP’ m farkli
dozlarda (30-60 mg) uygulanmasinin senkronizasyonlar {izerinde farkli bir etkisinin
olmadig1 ifade edilmektedir (Greyling ve van der Nest 2000). Ureme mevsimi
disinda geng kecilerde yapilan bir ¢calismada Ostruslarin uyarilmasinda FGA vaginal
siinger ve Norgestomet kulak implanti karsilastirilmistir. Kisa siireli (8 giin) ve uzun
siireli (12 giin) intravaginal siinger ve kulak implanti uygulamalarinda Ostrus
gosterme oranlar1 arasinda bir farklilikk olmadigi ancak elde edilen gebelik
oranlarinin kisa siireli vaginal siinger ve implant uygulamalarmin uzun siireli
uygulamalara gore daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Kilboz ve Karaca 2010).
Ureme sezonu igerisinde yapilan bir diger ¢alismada ise FGA igeren vaginal siinger
ve norgestomet iceren kulak implantimin PMSG ve PGF,a ile kombine
kullanimlarinda Ostruslarin basarili bir sekilde senkronize edildigi, uygulamalarin
kisa (6 giin) veya uzun (14 giin) slireli olmasmin fertilite oranlar1 iizerinde bir
farklilik olusturmadig: bildirilmektedir (Ozer ve Dogruer 2011). Kegilerde andstrus
doneminde yapilan baska bir ¢calismada progestagen olmaksizin 6 giin siireyle azalan
dozlarda (300 IU, 200 IU, 200 IU, 100 IU, 100 IU, 50 IU) Equine Chorionic
Gonadotropin (eCG; Kisrak Koryonik Gonadotropini)’ in kas i¢i enjeksiyonunun

Ostrus senkronizasyonunda basarili oldugu belirtilmektedir (Karaca ve ark 2009).

Gerek sezon i¢i ve gerekse sezon disinda Gstrus senkronizasyonu amaciyla en
yaygin ve etkili olarak uygulanan protokoller; progestagenlerin intravaginal
poliiiretan siingerler (30—45mg FGA ya da 60 mg MAP), intravaginal dagiticilar (330
mg progesteron iceren CIDR-G™) ya da derialt1 ¢ikarilabilir implantlar (inekler i¢in
kullanilan implantlarin 1/5°1 ya da 1/2°si 1,2-6 mg norgestomet)’ 1n 9 ile 21 giin

siiren tedavi seklindeki uygulamalardan olusmaktadir (Mellado 2011, Amiridis ve
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Cseh 2012, Edmondson ve ark 2012). Bu donemde siinger uygulamalari ile birlikte
follikiil gelisimini uyarmak amaciyla kas i¢i PMSG (375-750 1U) ya da hCG,
progestagen tedavisi bitiminden 1 giin 6nce (sezon dis1) ya da progestagen igeren
siingerlerin ¢ikartildigr giin (sezon i¢i) uygulanmaktadir. Eger progestagenin
uygulama siiresi (9-11 gilin) luteal evreden daha kisa ise progestagen tedavisi
bitiminden 48 saat dnce PGF,a enjeksiyonu gerekmektedir. Kegiler genellikle bu
tedavi bitiminden 72 saat sonra Ostrus gostermektedir (Mellado 2011, Amiridis ve

Cseh 2012).

Oral progestagen olarak MA giinde bir veya iki kez; 400 IU PMSG + 200 IU
hCG veya PMSG ile kombine seklinde kullanilabilmektedir. Ancak uygulama
zorlugu nedeniyle ¢ok yaygin kullanilmamaktadir (Whitley ve Jackson 2004, Ucar ve
Ozyurtlu 2012). Melengesterol asetat bir diger sentetik progestagendir ve 8-14 giin
sireyle genellikle 0,25 mg/giin olarak kullanilmaktadir (Abecia ve ark 2012,
Edmondson ve ark 2012).

GnRH

Hipotalamustan sentezlenen ve adenohipofizden FSH ve LH salinimini
kontrol eden GnRH; ovaryum faaliyetlerini ve senkronize sikluslarda ovulasyonu
artirmak amaciyla kullanilabilmektedir. Bu amacla GnRH (Gonadorelin 100 pg)
intravaginal slingerlerin ¢ikartilmasindan 24 saat sonra kas i¢i enjeksiyon tarzinda

uygulanmaktadir (Ozyurtlu ve Bademkiran 2010).

PGF;a ve analoglan

Kecilerde iiremenin denetlenmesi icin alternatif diger bir yontem
prostaglandinlerin kullanilmasidir. Prostaglandinlerin kullanilmasi i¢in keginin
didstrus baslangicinda olmast ve ovaryumlarda aktif bir CI’ nin bulunmasi
gerekmektedir (Edmondson ve ark 2012). Prostaglandinler luteolizisi saglayarak CL’
nin regresyonunu ve takip eden follikiiler evrede ovulasyonu uyarmaktadir (Abecia
ve ark 2012). Kegilerde 10-14 giin arayla ¢ift doz kullanimi1 6nerilmekte (1,25-15 mg
dinoprost trometamine; 62-250 mg cloprostenol) ve enjeksiyondan 2-4 giin sonra
Ostruslar goriilmektedir (Whitley ve Jackson 2004, Alagam 2005b, Mellado 2011,
Ugar ve Ozyurtlu 2012).
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Melatonin

Melatonin, giin 1518nin azalmasiyla karanlik siirecin reprodiiktif aktiviteyi
etkilemesine benzer bir mekanizmay1 taklit etmektedir (Ozyurtlu ve Bademkiran
2010, Gomez-Brunet ve ark 2012). Epifiz bezinden salgilanan melatonin, kegilerde
ozellikle andstrustan lireme sezonuna geg¢is doneminde hipotalamusa etki ederek
gonadotropin salmimmi artrmaktadir. Implant, enjeksiyon veya oral yolla
kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan melatonin deri alt1 implant (18 mg melatonin)
seklinde olanidir ve andstrusta ciftlesme mevsiminden 40-60 giin 6nce kullanilmaya
baslanarak ovaryum aktivitesini uyarabilmektedir (Brackel-Bodenhausen ve ark
1994, Abecia ve ark 2012, Edmondson ve ark 2012, Gomez-Brunet ve ark 2012).
Kecilerde yapilan bir calismada melatonin implantlarmin ¢iftlesmeden 40 giin dnce
uygulamaya bagslanip progesteron kombinasyonu ile basarili sonuglarin elde edildigi

bildirilmektedir (Cetin ve ark 2009).

1.4.2. Siiperovulasyon

Siiperovulasyon, memeli ovaryumlarinda ¢ok sayida follikiil gelisimine ve
gelisen bu follikiillerin ovulasyonunu saglayarak ovum sayisinin artisma yol acan
hormonal bir tedavi yontemidir. Stiperovulasyon; follikiillerden salinan kullanilabilir
oositlerin sayisini artirmakla beraber, ovulasyonu ve oositin maturasyonunu da
saglamaktadir (Tekeli 2005, Aminoor Rahman ve ark 2008, Sagirkaya 2009, Sousa
ve ark 2011).

Stiperovulasyon amaciyla gonadotropik hormonlardan yaralanilmaktadir
(Flores-Foxworth 2007, Amiridis ve Cseh 2012). Bunlarim basinda FSH, PMSG,
Human Menopausal Gonadotropin (hMG; Insan Menapozal Gonadotropini) (Flores-
Foxworth 2007 Aminoor Rahman ve ark 2008, Kaymaz 2012). Insan menapozal
gonadotropini ile elde edilen siiperovulasyon cevaplarmin eCG ile elde edilen
cevaplarla benzer oldugu ancak Early Luteal Regression (ELR; Erken Luteal
Regresyon)’ u uyarmasi ve pahali olmasi1 gibi ciddi dezavantajlar1 nedeniyle ¢ok
genis kullanim alani olmadigi bildirilmektedir (Amiridis ve Cseh 2012). Bu
hormonlardan PMSG, gebeligin 40-130. giinleri arasinda bulunan kisraklarin kan
serumlarindan, elde edilen hem FSH hem LH’ nm biyolojik 6zelliklerini tasiyan
glikoprotein yapida bir hormondur (Kaymaz 2012). FSH ise at, domuz veya koyun

hipofiz bezi ekstraktindan elde edilmektedir. Bu hormonlarin temel etki
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mekanizmalari, kiigiik ve orta biiyiikliikkteki follikiillerde FSH reseptorlerini aktive
etmek ve baglanmak suretiyle follikiil gelisimini uyarmalariyla agiklanmaktadir
(Aminoor Rahman ve ark 2008). Gebe kisrak gonadotropininin yarilanma émrii uzun
(21 saat) olup, basarisiz ovaryum stimiilasyonuna, ovule olmayan follikiillere,
anormal endokrin degisikliklere ve diisiik kaliteli embriyolarin olusumuna neden
olmaktadir (Cognie 1999, Gibbons ve Cueto 2011, Edmondson ve ark 2012). Ovule
olmayan follikiillerden salgilanan Ostrojen, follikiillerden atilan oositler iizerine
olumsuz olarak etki etmekte ve fertilizasyon sirasinda salman Ostrojen ise

embriyotoksik etki olusturmaktadir (Cognie 1999, Kaymaz 2012).

Follikiil uyarict hormonun elde edilme yonteminden dolayr pahali olmasi,
yarilanma Omriiniin kisa olmasi (3-4 saat) nedeniyle 12 saat arayla uygulamayi
gerektirmesi; daha ucuz ve yarilanma dmriiniin uzun olmasi nedeniyle tek enjeksiyon
seklinde uygulanan PMSG’ ye gore dezavantaj olusturmaktadir (Gordon 2004,
Gibbons ve Cueto 2011, Kaymaz 2012). Yapilan bir¢ok calismada, kecilerde
siiperovulasyon amaciyla uygulanan FSH’nin PMSG’den daha etkili oldugu
vurgulanmaktadir (Pintado ve ark 1998, Cognie 1999, Menchaca ve ark 2007,
Aminoor Rahman ve ark 2008, Hu ve ark 2010). Tekrarlayan eCG uygulamalariyla
yapilan siiperovulasyon calismalarinda, eCG’ ye karsi antikor olusumundan dolay1
disiik fertilite ile karsilasildigir bildirilmektedir (Baldassarre ve Karatzas 2004,
Amiridis ve Cseh 2012).

Kecilerde siliperovulasyonun prensibi, inek ve koyunlardaki siiperovulasyon
prensibi ile benzerlik tagimaktadir (Ishwar ve Memon 1996, Bulnes ve ark 2003,
Menchaca ve ark 2007, Rahman ve ark 2008). Kecilerde uygulanan ¢ok cesitli
siiperovulasyon protokolleri oldugu bildirilmektedir (Flores-Foxworth 2007).
Stiperovulasyon protokoliinde FSH’nin kullanimi, diger ruminantlarda oldugu gibi
kecilerde de ovulasyon cevabi ve embriyo verimi agisindan oncelik tagimaktadir

(Gordon 1997).

Kegilerde siiperovulasyon amaciyla yaygin olarak uygulanan protokoller;
eCG’ nin 1500-2000 IU tek enjeksiyon seklinde uygulanmasi ya da 20 mg FSH nin
azalan dozlarda giinde iki kez dort giin boyunca uygulanmasi olarak bildirilmektedir
(Mellado 2002, Gibbons ve Cueto 2011, Edmondson ve ark 2012). Kegilerde yapilan

bir calismada FSH’ nin deri alt1 ya da kas i¢i uygulamalarinin transfer edilebilir

13



embriyo sayis1 bakimmdan fark gostermedigi belirtilmektedir (Lehloenya ve
Greyling 2009). Ineklerde yapilan bir ¢alismada da FSH’ nin epidural ve kas igi
uygulamalarmin karsilagtirilmasinda ortalama CL sayisi, transfer edilebilir ve
transfer edilemez embriyo oranlar1 ve UFO oranlar1 agisindan fark olmadigi
bildirilmektedir (Tasdemir ve ark 2012). Ayrica FSH ile yapilan bir bagka ¢alismada
sezon ici ve sezon dis1 siiperovulasyon uygulamalarinda transfer edilebilir embriyo
sayist bakimindan fark olmadig: bildirilmektedir (Lehloenya ve ark 2008). Tasdemir
ve ark (2011) andstrus doneminde Ankara (AG) ve Kilis (KG) kecilerinde FSH ile
yaptiklar1 siiperovulasyon ¢caligmasinda senkronizasyon oranlar1 (AG; % 88, KG; %
91) arasinda, sag (AG; % 44, KG; % 53) ve sol (AG; % 56, KG; % 47)
ovaryumlardaki CL oranlarinda fark olmadigini ancak transfer edilebilir embriyo
oranlarmda (AG; % 74, KG; % 35) wklar arasmda onemli farklilik oldugu
belirtilmektedir (Tasdemir ve ark 2011).

Kecilerde geleneksel siiperovulasyon protokoliiniin; progestagen iceren
siingerlerin genellikle 12-18 giin siireyle intravaginal uygulanmasi ve siingerin
cikartilmasindan 24-48 saat dnce gonadotropinlerin enjeksiyonu seklinde oldugu
ifade edilmektedir (Arthur ve ark 1989, Gordon 1997, Aminoor Rahman ve ark 2008,
Perera ve ark 2009, Sagirkaya 2009, Paramio 2010). Bu amacla FSH alt1 veya sekiz
boliinmiis doz halinde 3-4 giin siireyle (Gordon 1997, Flores-Foxworth 2007), PMSG
ise seksiiel siklusun 17. giiniinde tek enjeksiyon tarzinda uygulanmaktadir (Tekeli
2005). Gonadotropin uygulamasindan 24-72 saat sonra PGF,a enjeksiyonu
uygulanmakta ve bunu izleyen 24-36 saat i¢inde de Ostruslar gézlenmektedir (Arthur
ve ark 1989). Uygulanan gonadotropin enjeksiyonlarinin bitiminden sonraki 24-48.
saatte hayvanlara suni tohumlama veya dogal asim yaptirilmaktadir (Tekeli 2005,

Edmondson ve ark 2012).

Stiperovulasyon cevabini etkileyen faktorler; follikiilogenezis, ik, asim
sezonu, besleme ve ovaryumlar lizerindeki follikiillerin, corpus luteum’ un varlig1 ve
tekrarlayan siiperovulasyon ¢alismalar1 seklinde belirtilmektedir (Gibbons ve Cueto
2011, Agaoglu ve ark 2014). Gliney Afrika irklar1 arasinda yapilan siiperovulasyon
ve embriyo transfer caligmasinda Indigenous wrkinda siiperovulasyon cevabi %87,5

iken, Boer rkinda %50 oraninda oldugu bildirilmektedir (Greyling ve ark 2002).
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Kecilerde embriyo transferi uygulamalarinda basariy1 sinirlayan onemli iki
faktoriin; siiperovulasyon cevaplarinin cesitlilik gostermesi ve CL’ nin erken
regresyonu (%0-27) oldugu bildirilmektedir (Gordon 2004, Gibbons ve Cueto 2011,
Paramio ve Izquierdo 2014). Kecilerde FSH’ nin yaninda LH bulunan preperatlarla
ya da eCG ile yapilan siiperovulasyon uygulamalarinda prematiir ovulasyon, ovule
olmamig follikiiller (persiste follikiiller) ya da luteinize olmus follikiiler ile
karsilasmak miimkiindiir. Erken luteal regresyon goriilme oraninin iwrklar arasi
%]10’dan (Alpine ve Saanen) %32’ ye (Murciana) kadar farklilik gosterdigi de
bildirilmektedir (Cognie ve ark 2003). Erken luteal regresyonun olusum nedeni
heniiz agik olmamakla birlikte embriyo kalitelerinde azalmaya ve embriyo kazanim
oranlarinda azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (Cognie ve ark 2003). Corpus
luteumun erken regresyonu, prostaglandin inhibitorleri (Flunixine meglumine ya da
progesteron) kullanilarak engellenebilmektedir. Bu nedenle ovulasyon giinii ile
embriyo toplama giinii arasinda uygulanan Flunixine meglumine ile luteolizisin
engellenmesi sayesinde erken luteal regresyon olusumunda azalma olacagi ve
transfer edilebilir embriyo sayisinda artis olacagi belirtilmektedir (Guerra ve ark
2011). Siiperovulasyondan 3-4 giin sonra biiylik Ostrojenik follikiillerin varligi
luteolizisin erken sekillenmesini baglatmaktadir. Bu gibi durumlarda; stiperovulasyon
uygulanan kecilerde, dstrustan 3.5 giin sonra uygulanan hCG ile biiyiik follikiillerin

ovulasyonlar1 uyarilabilmekte ve ELR Onlenebilmektedir (Cognie ve ark 2003).

Gonadotropin tedavisine baslandig1 sirada ovaryum iizerinde dominant bir
folllikiiliin varlig1 siiperovulasyon cevaplarini olumsuz yonde etkilemektedir (Cognie
ve ark 2003, Gordon 2004, Flores-Foxworth 2007). Bu nedenle, siiperovulasyon
uygulamalarmin dominant follikiil bulunmayan yeni bir follikiiler dalganin
baslangicinda uygulanmast (Day 0 protokolii), ya da siiperovulasyon
uygulamalarmin  basladigi  giinde @ GnRH  antogonistlerinin  uygulanmasi
onerilmektedir (Gordon 2004, Menchaca ve ark 2007, Paramio 2010). Bu protokolde
FSH sifirinct giinden (day 0) baslanarak giinde iki kez alti azalan doz halinde
uygulanmaktadir. Besinci ve altinct FSH uygulamasi ile es zamanlhi yarim doz PGF,a
verilmektedir. Ovulasyon senkronizasyonu i¢in GnRH anologu, PGF,a’nin ilk
uygulamasindan 24 saat sonra uygulanmaktadir. Yapilan calismalarda bu protokol ile
elde edilen sonuglarm kecilerde geleneksel protokole gore embriyo verimi ve

ovulasyon oranlar1 bakimindan daha basarili oldugu bildirilmektedir (Menchaca ve
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ark 2007, Paramio 2010). Andstrus doneminde Ankara ve Kilis kecilerinde yapilan
bir diger calismada da kecilerde sezon dis1 siiperovulasyon uygulamalarinda day 0
protokoliiniin  basariyla kullanilabilecegi, ancak transfer edilebilir embriyo

oranlarida wrklar arasinda farklilik oldugu belirtilmektedir (Tasdemir ve ark 2011).

Kecilerde yapilan bir c¢alismada, siiperovulasyondan o6nce GnRH
antagonistinin uygulanmasi ile siiperovulasyon ve embriyo geri kazanim oranlarmin
artis gostermesiyle birlikte fertilize olmamis oosit sayismin da artisina neden oldugu

bildilirmektedir (Heidari ve ark 2010).

1.4.3.Embriyonun Gelisimi

Suni tohumlama ya da dogal asimi izleyen basarili bir fertilizasyon sonrasi
olusan zigot, ilk 5 giinde hizla boliinerek ovidukt’tan uterusa dogru goc¢ eder. Bu
boliinmeler sonucunda embriyo olusur. Fertilizasyondan sonra 5. giinde embriyo,
blastomerler arasindaki siki baglantilarm olusmasi ile kompakt bir hal alir. Bu
kompakt yap1 olusumu embriyo kalitesi icin Onemlidir (Kaymaz 2012). Bu
asamadaki embriyo “morula” (6.giin) olarak adlandirilir (Gordon 1997, Flores-
Foxworth 2007). Hiicreler arasi siki baglantilar ile blastomerlerin biiziigmesi ve
perivitellin boslukta artis meydana gelmesi sonrasi olusan embriyo ‘“kompakt
morula” adin1 almaktadir (Gordon 2004, Kaymaz 2012). Daha sonra hiicre disindan
hiicre i¢ine sodyum gecisi sonucu olusan osmotik basing degisikligi, hiicre kiimesinin
alt kisminda siv1 birikimine neden olur ve hiicre kiimesinin altinda blastosist kavitesi
(blastosel formasyonu) sekillenir. Blastosel formasyonu embriyonun sadece bir
tarafinda olusmaya baglar. Embriyonun bu evresi “erken blastosist” (7. giin) olarak
adlandirilir. Bu asamada blastosist kavitesi embriyonun total hacminin % 50 sinden
daha azdir. Blastosist kavitesi embriyonun % 50’sinden daha fazlasini kaplamaya
basladiginda ise embriyo “blastosist” (7-8. giin) adin1 alir. Blastosist kavitesinin
osmotik basinci artis gosterdiginde embriyo genislemeye devam edererek dis capi
artar, zona pellusida gerilip incelir. Bu agsamadaki embriyo “ekspanded” (genislemis)
blastosist (8-9. giin) adin1 alir. Fertilizasyon sonras1 9-11. giinlerde zona pellusida
yirtilarak embriyo zonadan disar1 sarkar, bu asamadaki embriyo “hatching embriyo”
olarak adlandirilir. Embriyonun zona pellusidanin tamamen disar1 ¢ikmis oldugu
evresi “hatched” embriyo adini alir (Flores-Foxworth 2007, Robertson ve Nelson

2010, Kaymaz 2012).

16



1.4.4. Embriyolarin Elde Edilmesi

Kecilerde embriyolarin elde edilme islemi ineklere gore daha komplike
prosediir icermektedir. Embriyolar suni tohumlama ya da dogal asimdan 6-8 giin
sonra laparatomi ile uterus kornularinin bir vasat yardimiyla yikanmas: ile elde
edilmektedir. Bu prosediir her bir ke¢i i¢in 2-3 kez uygulanabilmekle birlikte, her
uygulama sonrasi siklikla post operatif yapigsmalara neden olmakta ve bu da elde
edilecek embriyo sayisini smirlamaktadir (Paramio 2010, Paramio ve Izquierdo
2014). Klasik laparotomi yontemi ile ayn1 hayvanda tekrarlayan embriyo toplama
islemi postoperatif yapigsmalara neden oldugundan laparoskopik yontem tercih
edilmektedir. Ancak bu yontem icin de klasik laparatomi yonteminde oldugu gibi
hayvanin genel anesteziye alinmasi, ekipman ve teknik beceriyi gerekmektedir
(Gordon 2004, Holtz 2005, Amidiris ve Cseh 2012, Paramio ve Izquierdo 2014).
Bir¢cok arastirici tarafindan kecgilerde embriyolarin toplanmasi i¢in hala cerrahi
yontemler kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise embriyolarin toplanmasi i¢in cerrahi
olmayan ve transservikal embriyo toplama teknikleri gibi yOntemler
gelistirilmektedir (Flores-Foxworth 2007, Guerra ve ark 2011, Edmondson ve ark
2012). In vivo iiretilen embriyolar normal olarak ovidukta 4.giin, uterotubal baglant
bolgesine 5.giin ve kornu uteriye 6.giinde ulagmaktadir. Buna gore ilk 4 giinliik
embriyolar ovidukt, 5 glinliik embriyolar ovidukt ve kornu uteriler, 5 giinden sonraki
embriyolar ise kornu uteriler yikanarak (flushing) elde edilmektedir (Kaymaz 2012).
Bu nedenle embriyonun elde edilmesi swrasinda uygulanmasi gereken teknik;
embriyolarin elde edilecegi giine bagl olarak degismektedir. Embriyolar en erken
ciftlesmeden sonraki birinci giin, en ge¢ ciftlesmeden sonraki 7-8. giinde elde

edilebilmektedir (Flores-Foxworth 2007).

Embriyolarin cerrahi yontem ile elde edilmesi

Embriyolarmn cerrahi yontem ile toplanmasindan 36 saat nce kecilere yem ve
su verilmemelidir (Gibbons ve Cueto 2011, Edmondson ve ark 2012). Bu sayede
mide iceriginin geri kagis1 ve aspirasyonu engellenmis, diyaframa iizerine olan
baskist azaltilmig ve anestezi sirasinda hayvanmn daha kolay solunum yapmasi
saglanmis olmaktadwr. Ayrica abdominal gerginlik azalarak uterusun disariya

almmas1 ve maniplasyonu daha kolay olmaktadir (Edmondson ve ark 2012).
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Bu yontemde embriyolarin elde edilme islemi genel anestezi altinda yapilir.
Bu amagla kegilere xylazine (0,29 mg/kg) ve ketamine (4,4-6,6 mg/kg) uygulanir
(Arthur ve ark 1989, Ishwar ve Memon 1996). Ayrica, 5-12 ml % 2 lidokain ile
epidural anestezi de yapilabilir (Amoah ve Gelaye 1991). Hayvanlar 6nce 20-30
derecelik bir egim ile sirt iistii pozisyonda bas asag1 yatirilir (Flores-Foxworth 2007,
Edmondson ve ark 2012). Genital organlarin her iki tarafina da kolayca ulagabilmek
icin memelerin Oniinden baglayarak ventral median hat boyunca 15-20 cm
uzunlugunda bir ensizyon yapilir (Ishwar ve Memon 1996). Once ovaryumlarin
siiperovulasyon cevabinin degerlendilmesi ve daha sonra uterusun yikanmasi igin
kornu uteri ve ovaryumlar ensizyon hattinin disma almir (Bowen 2003). Kornu
uterilerin yikanmasi amaciyla yikama medyumu olarak dengeli ¢ozeltiler (Laktat
Ringer soliisyonu), Tissue Culture Medium (TCM 199; Doku Kiiltiirti Vasati) ya da
en yaygin olarak % 1 Fetal Calf Sera (FCS; Fotal Buzagi Serumu) ve % 1
antibiyotik (Penicilin 10000 IU/ml, Streptomycin 1000 mcg/ml) ilave edilmis
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (D-PBS, pH 7.2) kullanilmaktadir (Amoah ve
Gelaye 1991, Ishwar ve Memon 1996, Bowen 2003, Edmondson ve ark 2012).
Oviduktlar ve uterus kornularinin yikanmasi i¢in genellikle 20-50 ml yikama
medyumu kullanilmaktadir (Mellado 2002). Oviduktlarin yikamasi islemi sirasinda;
plastik bir kateter oviduktun fimbriya ucuna yerlestirilir, utero-tubal birlesim yerine
ise bir kaniil yardimiyla 20 ml uterus yikama vasati verilerek embriyolarin
toplanmasi islemi gerceklestirilir. Uterus yikamasi iglemi sirasinda ise; iki yollu bir
Foley kateteri (No:8-10) oOnce uterusun bifurkasyo bolgesinde kornunun
proksimaline yerlestirilerek balon kismi hava ile sisirildikten sonra kornunun utero-
tubal birlesim yerinde, limene 18g’lik bir kaniil yerlestirilip ortalama 30-40 ml
yikama vasatmin kornu uteri boyunca verilmesiyle yapilir. Yikama sirasinda elde
edilen yikantilar steril plastik petri kaplarina alindiktan sonra bir stereo mikroskop
altinda inceleme ve sayim yapmak amaciyla kontrol edilir. Kontrol sonrasi elde
edilen embriyolar taze PBS igeren petrilere aktarildiktan sonra 37°C’de CO;’li
inkiibatorlere alinir (Ishwar ve Memon 1996, Flores-Foxworth 2007, Edmondson ve
ark 2012). Operasyon uygulanan hayvanlarda abdominal yapismalarin en aza
indirilmesi amaciyla operasyon boyunca dekstran solusyonunun (Dekstran 70’ in %
6’lik solusyonundan 50-100 ml) peritoneal bosluk icerisine verilmesi dnerilmektedir

(Ishwar ve Memon 1996). Uterusun yikama islemi tamamlandiktan sonra genital

18



organlar abdominal bosluga reddedilerek ensizyon hatti uygun yontemle kapatilir
(Ishwar ve Memon 1996, Bowen 2003). Bu yontem ile embriyolarin geri kazanim

oraninin ortalama % 85 oldugu bildirilmektedir (Flores-Foxworth 2007).

Cerrahi olmayan yontem ile embriyolarin elde edilmesi

Embriyolarin cerrahi olmayan yontem ile elde edilmesi; ya laparoskopik
olarak ya da serviksin bir kateter yardimiyla mekanik olarak gevsemesinin veya
prostaglandin E, ve Ostradiol kullanilarak acilmasmin saglanmas ile transservikal

olarak ger¢eklestirilmektedir (Ishwar ve Memon 1996, Guerra ve ark 2011).

Laparoskopik yontem

Bu yontemde donér hayvanlar genellikle laparoskopiden 36 saat 6nce a¢ ve
susuz birakilir. Laparoskopiden once hayvana preanestezik olarak atropin siilfat
verilir, anestezi i¢in ise Once xylazine (0,22 mg/kg, IM) 5 dk sonra da ketamine
hydochloride (11,0 mg/kg, IM) uygulanir. Hayvan once sirt iistii pozisyonda 45
derece aciyla bas asagi olarak yatirilir. Laparoskopi uygulanacak bolgede ventral
killar temizlendikten sonra laparoskopi 6ncesi peritonal bosluga yaklasik 4-5 1 CO,
gaz1 verilerek pneumoperitoneum olusturulur. Laparoskopoi sirasinda hayvanin
ovaryumlarma ait siiperovulasyon cevaplari degerlendirildikten sonra uterus
kornular1 tutulur ve takiben linea albaya 2,5 cm’lik bir ensizyon yapilir. Enzisyon
hattindan disartya alian utero-tubal birlesim yerine yakin kornu uterinin uc kismimna
intravendz kateter (18 gauge) yerlestirilerek yaklasik 60 ml DPBS verilir, foley
kateteri ile de verilen yikama vasati geri almir. Ayni islemler diger kornuya da
uygulanir ve laparoskop ekipmanlar1 disar1 alindiktan sonra abdominal ensizyon hatti
kapatilir (Kraemer 1989, Ishwar ve Memon 1996). Bu teknik ile embriyo toplama
oraninin %50-80 arasinda degisebildigi bildirilmektedir (Flores-Foxworth 2007). Bir
hayvanda cerrahi yontemle embriyo toplama islemi 2-3 kez uygulanabilirken
laparoskopik yontem ile uygulamalarin 7 kez yapilabildigi belirtilmektedir (Paramio

2010).

Servikal yontem

Cerrahi ve laparoskopik yontemlerle embriyo elde etme teknikleri koyun ve
kecilerde genellikle genital organlar ve ovaryumlarda yapismalara neden olmaktadir.

Bu durum kegilerde embriyolarm elde edilmesi amaciyla kullanilacak donoér hayvan
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sayismn1 smirlandirmaktadir. Servikal yontemde, serviksin prostaglandin E, ve
Ostradiol ile gevsemesi saglandiktan sonra embriyolar serviks yoluyla
toplanabilmektedir. Uygulama i¢in, prostaglandin E, tabletleri izotonik tuzlu
soliisyon ile eritilerek servikse stiriilmekte ve ayni zamanda 1 mg ostradiol kas ici
enjekte edilmektedir. Genel anestezi altinda serviks forseps ile geri ¢ekilip kornulara
yerlestirilen kateter yardimiyla yikama islemi gerceklestirilmektedir. Prostaglandin
E, ve Ostradioliin embriyolarin canliliklar1 iizerine olumsuz etkilerinin olmadigi
belirtilmektedir (Kraemer 1989, Ishwar ve Memon 1996, Flores-Foxworth 2007).
Saanen kecilerinde yapilan bir ¢aligmada servikal yontem ile uterus yikanmasinin
yikama medyumu ve embriyo geri kazanimi i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegi

belirtilmektedir (Fonseca ve ark 2013).

1.4.5.Embriyolarin Degerlendirilmesi

Uterusun yikama islemi sonrasinda toplanan yikama medyumu, stereo
mikroskop altinda incelenmektedir ve bulunan embriyolar dondurma ya da taze
transfer islemlerinden Once kaliteleri ve gelisim asamalarmin incelenmesi ig¢in
% 5-20 FCS’ 1i D-PBS bulunan petrilere alinmaktadir (Edmondson ve ark 2012).

Fertilizasyon sonrasinda oosit, tek hiicreli embriyo yani zigot asamasindadir.
Daha sonra 2, 4, 8, 16 hiicreli embriyo asamasindan morula asamasina ulasir. Morula
asamas1 embriyo icerisinde sekillenen blastosel adi verilen boslugun ortaya
citkmasma kadar devam eder ve bu asamadan sonra embriyo blastosist olarak
adlandirilir. Morula asamasinda bulunan embriyoya ait hiicrelerin sekli kiiresel

formdan poligonal forma doniisiir. Bu doniistim kompaktlasma olarak adlandirilir.

Embriyolarin degerlendirilmesi sirasinda; i¢ci bos zona pellusida, fertilize
olmamis oosit, erken donemde gelisimi durmus, dejenere olmus embriyolar ve
zonasindan disar1 ¢ikmakta ya da tiimiiyle ¢ikmis olan embriyolarla da karsilagmak

miimkiin olmaktadir (Gordon 2004, Sagirkaya 2009).

Embriyolarin degerlendirilmesi; Uluslararast ~ Embriyo Transfer
Toplulugu’nca ongoriilen (IETS) embriyonun gelisim donemine ve kalitesine gore
yapilmaktadir. Embriyolarm gelisme donemi; Unfertilized Oocytes (UFO; Fertilize
Olmamis Oosit) veya tek hiicreli embriyodan ekspanded hatched blastosist agamasina
kadar yapilmaktadir (Sekil 1.4.5.1) (Cizelge 1.4.5.1) (Amoah ve Gelaye 1991, Tekeli
2005, Robertson ve Nelson 2010, Kaymaz 2012).
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2. B Hiacreli 2. 16 Hicreli
(4. giin) {5. giin) {5 - &. giin)

(7. gun) (7 - B. gun})

b
B. Hatched Elastosit
o i (9. giin) .
7. Ekspanded Blastosit 5. Ekzpanded Hatched Blastosi
(B - 9. gin) (10. gian)

Sekil 1.4.5.1. Embriyolarin gelisim donemleri (Robertson ve Nelson 2010).
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Cizelge 1.4.5.1. Embriyonun gelisimi asamalarinda numaralandirma ve
kisaltmalar (Gibbons ve Cueto 2011,Kaymaz 2012).

No Gelisim Asamasi Giin Uluslar aras1 Kisaltma
1 Fertilize olmamis 0.glin UFO
2 2-12 hiicreli asama 1-4.giin
3 Erken morula 4.glin M
4  Morula (Kompakt morula) 5.glin CM
5  Erken blastosist 5.glin EBI
6  Blastosist 6.glin Bl
7  Ekspanded blastosist 7.glin ExpBl
8  Hatched blastosist 8.glin HedBI1
9  Ekspanded hatched blastosist 9.glin ExpHedB1

Embriyolarin kalitesi, numaralandirilarak yapilmakta ve embriyolarin
morfolojik biitlinliigline gore smiflandirilmaktadr. Morfolojik  smiflandirma
embriyonun yapisi, sitoplazmanin dansitesi, rengi ve dejenere bdlge oranlar1 1’den

4’e kadar derecelendirilerek yapilmaktadir (Kaymaz 2012).

Grade 1: Cok iyi veya giizel

Embriyo kiire seklinde, gelisim donemlerine goére uyumlu, blastomerler
yuvarlak sekilli, uniform biiyiikliik, renk ve yogunluktadir. Hiicreler arasindaki
diizensizlik ¢ok diisiik seviyede, yasayan embriyonik hiicre oram1 % 85 ve iizerinde
olmaktadir. Zona pelusida yuvarlak olmali ve katlanmis bir goriinimde olmamalidir

(Tekeli 2005, Kaymaz 2012).

Grade 2: lyi

Embriyoda ve blastomerlerin biiyiikliik, renk ve yogunlugunda orta seviyede
diizensizlikler olabilmektedir. Bu diizensizlikler; embriyo kiitlesi disinda kalmis
kiiciik ve az sayida hiicreler veya hafif diizeyde asimetrik sekildir. Embriyoda

yasayan hiicre oran1 % 50 olmaktadir (Tekeli 2005, Kaymaz 2012).

Grade 3: Sagliksiz

Embriyonik kiitlenin seklinde ya da blastomerlerin biiyiiklik, renk ve
yogunlugunda fazla miktarda diizensizlikler bulunmaktadir. Bunlar; c¢ok sayida
embriyo kiitlesi disinda kalmis hiicreler, normalden kiigiik biiyilikliikk, az miktarda
dejenerasyon ve gelisimde bir giine kadar gecikme gibi anormalliklerdir. Embriyonik

hiicrelerin % 25’1 yasayan hiicrelerden olugsmaktadir (Tekeli 2005, Kaymaz 2012).
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Grade 4: Olii veya dejenere

Onemli derecede dejenerasyon, vezikiillii hiicreler, embriyo hiicrelerinin
biiytikliiklerinde 6nemli degisiklikler, kompaktlasmanin gerceklesememesi ve ayni
zamanda embriyonun gelisiminde 2 giine kadar gecikme gibi bozukluklara sahip
embriyolar Grade 4’e ornek olarak verilebilmektedir (Tekeli 2005, Sagirkaya 2009).
Dejenere  embriyolar, oositler ve bir hiicreli embriyolar 06lii olarak
degerlendirilmektedir (Kaymaz 2012).

Gelisim agamalarina ve morfolojik yapilarina gore smniflandirilan embriyolar;
taze olarak transfer edilebilmekte, dondurularak saklanabilmekte veya ileri
biyoteknolojik uygulamalarda (cinsiyet tespiti, embriyonun bolinmesi vb)
kullanilabilmektedir (Cizelge 1.4.5.2) (Kaymaz 2012). Embriyolarin gelisim
asamas1 ve morfolojik yapis1 transfer veya diger islemler icin uygun degilse in vitro
kiiltiir (% 5 CO, ortamindaki inkubat6rde 38,5°C’de) yapilarak embriyolarin yasama

kabiliyeti ve dejenerasyonu takip edilebilmektedir.

Cizelge 1.4.5.2. Embriyolarda morfolojik yapilarina goére uygulanacak
islemler (Kaymaz 2012).
Morfolojik Yap1 ~ Smiflandirma  Uygulanacak islem

1 Cok 1yi Embriyo transferi (ET) veya dondurma
1 Iyi ET veya dondurma

2 Orta ET veya dondurma

3 Sagliksiz Kiiltiir sonras1 ET veya dondurma

4 Olii veya dejenere Kullanilamaz

1.4.6. Embriyolarin Dondurularak Saklanmasi (Kriyoprezervasyon)

Memeli embriyolarin dondurulmas: su anda rutin olarak uygulanan bir
islemdir fakat dondurma isleminin etkinligi, embriyonun in vitro veya in vivo
dretilmesi, gelisim asamalari, hayvan tiirleri gibi nedenlere bagli olarak Onemli
farkliliklar gosterebilmektedir (Vajta ve Kuwayama 2006, Gajda ve Smorag 2009).
In vitro iiretilen embriyolarm in vivo iiretilen embriyolara goére dondurma sonrasi
canliliklarinin daha diisiik oldugu (Gajda ve Smorag 2009, Prentice ve Anzar 2011)
ve in vitro lretilen embriyolarin yiiksek lipid konsantrasyonlarina bagh olarak

soguga ve dondurmaya karsi daha duyarli oldugu bildirilmektedir. Ekspanded ve
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hatched blastosistlerin diger embriyonik gelisim asamalarina gore daha iyi yasama

oranlarma sahip oldugu belirtilmektedir (Gajda ve Smorag 2009).

Inek, koyun, keci, at, domuz, tavsan, kedi ve insan embriyolar1 basarili bir
sekilde dondurulabilmektedir. Ancak embriyolarin ¢6zdiirme sonrasi canlilik oranlar1
tiirler arsinda degisiklikler gdstermektedir. inek embriyolar1 icin bu oran yiiksek
iken, domuz embriyolar1 icin diisiiktiir (Palasz ve Mapletoft 1996). Domuz
embriyolarmm soguk hassasiyeti gelisimlerinin ileriki asamalarinda azalan
intraselliiler lipid icerigine bagli olabilmektedir. Lipid igeriginin dondurulan
embriyolarin sonraki canliligini ve soguk hassasiyetini etkiledigi bildirilse de;
sogutma ve ¢ozdiirme hizlari, embriyolarin gelisim asamas1 ve biiyiikliigii, hiicrelerin
gecirgenlik 6zelligi, embriyolarin ve oositlerin dondurulabilirliginde siddetli etkiye
sahip kriyoprotektanlarin ozmotik ozelligi ve toksisitesi, gibi bir¢ok faktor de
embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi canlilik oranlarmi etkilemektedir (Palasz ve

Mapletoft 1996).

Embriyonun kriyoprezervasyonu, reprodiiksiyonun kontrolii i¢in kullanilan
yardimc1 tireme tekniklerinin en onemli uygulama yontemlerinden biridir (Uysal
2007). Embriyolarin dondurularak saklanmasi sayesinde, tasiyici olarak kullanilan
hayvanlarda senkronizasyona gerek duyulmadan yapilan transfer islemi ile iistiin
genetik kaynaklardan daha diisiik maliyetlerde faydalanilmakta ve hastaliklardan
daha rahat bir sekilde korunulabilmektedir. Ayrica, istiin niteliklere sahip
hayvanlardan elde edilen embriyolarin dondurularak farkl bolgelere kolayca transfer
edilebilmeleri de miimkiin olabilmekte ve kurulacak olan embriyo bankasi ile nesli
tikenmekte olan hayvan wklarinin korunmasi saglanabilmektedir (Pereira ve
Marques 2008, Gama ve Bressan 2011, Amiridis ve Cseh 2012, Verma ve ark 2012).
Dondurulmus sperma ile sadece babadan gelen genetik 6zelliklerden yararlanilirken,
embriyo ile hem anne hem de babadan gelen genetik 6zelliklerden yararlanilmaktadir
(Sagrrkaya ve Bagis 2003, Saragusty ve Arav 2011, Verma ve ark 2012).
Embriyolarin dondurularak saklanmasinda, embriyoyu o andaki haliyle korumak ve
cozdiirildiigiinde gelisimine kaldigr yerden devam etmesinin saglanmasi
amag¢lanmaktadir (Kaymaz 2012). Embriyolarin diisiik 1silarda korunmasinda hiicre
ici enzim aktivitesi, hiicresel respirasyon, metabolizma, gelisim ve boliinme gibi

olaylar durmaktadir. Boylece embriyonun uzun siire yasama yetene§ine zarar
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vermeden ve genetik bozukluklar olugsmadan korunmasi saglanabilmektedir (Kaymaz

2012).

Embriyo dondurmatekniginin agamalart;
1. Kriyoprotektan maddelerin ilave edilmesi,
2. Embriyonun sogumasi ile buz olusumunun uyarilmasi, sivi azot icerisinde
dondurulmas1 ve depolanarak saklanmasi,
3. Embriyonun ¢ozdiiriilmesi,
4. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi, seklinde siralanmaktadir (Fahning ve

Garcia 1992).

Kriyoprotektanlar

Dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sirasinda hiicrelerde olusabilecek zararlari
onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddelere kriyoprotektan adi verilmektedir
(Sagrkaya ve Bagis 2003, Pereira ve Marques 2008, Gibbons ve Cueto 2011).
Kriyoprotektanlar, hiicrenin dondurulmasi sirasinda olusan soguk soku zararlari,
intraselliiler kristal olusumu ve c¢ozdiirme esnasinda dekristalizasyona karst
embriyolarin korunmasi1 amaciyla kullanilmaktadir (Arthur ve ark 1989, Palasz ve
Mapletoft 1996, Noakes ve ark 2001, Bucak ve Tekin 2007). Embriyolar dondurulma
isleminden Once kriyoprotektanlarla inkubasyona birakilir, ¢iinkii kismen
dehidrasyonu saglanarak ya da igerdigi su orani azaltilarak (intraselliiler bakimdan
dengelenerek), 1sinin diismesi sirasinda meydana gelecek buz kristallerinin
sitoplazmik yapilara zarar vermesinin engellenmesi amaclanmaktadir (Dobrinsky
2002, Bucak ve Tekin 2007, Gibbons ve Cueto 2011, Kaymaz 2012). Kriyoprotektif
soliisyonlar genellikle pH’s1 7,2-7,4 arasinda olan buffer medyumlar (tampon
medyum) ile hazirlanmaktadir. Cogunlukla D-PBS kullanilmasma ragmen TCM-199
gibi embriyo kiiltiir medyumu ya da sadece fizyolojik tuzlu soliisyonlar da basariyla

kullanilabilmektedir (Palasz ve Mapletoft 1996, Prentice ve Anzar 2011).

Kriyoprotektanlar; hiicre membranindan gecebilen, hiicre i¢ine niifuz
edebilen (permeating) intraselliiler kriyoprotektanlar ve hiicre membranindan
gecemeyen, hiicre igine niifuz edemeyen (non-permeating) ekstraselliiler
kriyoprotektanlar olarak iki ayr1 grupta incelenmektedir (Kanagawa ve ark 1995,

Bucak ve Tekin 2007, Pereira ve Marques 2008, Gibbons ve Cueto 2011).
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Intraselliiler kriyoprotektanlar

Bu o6zellikteki kriyoprotektanlar diisiik molekiil agirligina sahip, hiicreye
penetre olarak hiicrenin dehidrasyonunu saglayan ve sitoplazmanm korunmasina
yardimc1 olan kimyasallardir. Bu 6zellikteki kriyoprotektanlar; gliserol (QG), etilen
glikol (EG), dimetilsiilfoksit (DMSO), propilen glikol (PG), 1-2-propanediol,
polietilen glikol (PEG) gibi kriyoprotektanlardir (Bucak ve Tekin 2007, Pereira ve
Marques 2008, Kaymaz 2012). Donma islemi gerceklesmeden once, kriyoprotektan
maddeler ozmotik basing farki ile embriyo hiicreleri icerisindeki sivi ile yer
degistirir. Boylelikle hiicre hacmindeki degisiklik azalmis olup, embriyo hiicreleri
icindeki buz kristalleri olusumunun minimum diizeyde gerceklesmesi saglanmis olur
(Noakes ve ark 2001, Sagirkaya ve Bagis 2003, Gibbons ve Cueto 2011, Verma ve
ark 2012). Kriyoprotektan olarak DMSO ya da G ile de basarili sonuglar elde
edilmesine ragmen, EG’ nin en uygun kriyoprotektan oldugu bildirilmektedir.
(Gordon 2004, Holtz 2005, Aminoor-Rahman ve ark 2008, Gibbons ve Cueto 2011).
Etilen glikol, molekiiler agirlignin daha diisiik olmasi ve bu yiizden yliksek
permeabilite 0Ozelligi gostermesi nedeniyle intraselliiler yapidaki tiim hiicre
membranini korumaktadir ve toksisitesi digerlerine gore daha diisiiktiir (Bautista ve
Kanagawa 1998, Massip 2001, Saragusty ve Arav 2011). Gliserol veya DMSO
yiiksek oranda tuz igerdiklerinden embriyotoksik etkilidir ve ozmotik basinglar1 da

daha ytiksektir (Kaymaz 2012).

Ektraselliiler kriyoprotektanlar

Bu ozellikteki kriyoprotektanlar, yiiksek molekiil agirligina sahiptir. Bu
kimyasallara ornek olarak; makromolekiiller [polivinilprolidon (PVP), dekstran,
bovine serum albumin (BSA), mannitol, sorbitol, fikol] ve sakkaritler (laktoz, sukroz,
glukoz, fruktoz, trehaloz, rafinoz) verilmektedir (Bucak ve Tekin 2007, Pereira ve
Marques 2008, Kaymaz 2012). Sekerler, dondurma ¢o6zdiirme sirasinda hiicreye
penetre olmadan hiicreler arasi suyu c¢ekerek hiicre zar1 ve sitoplazmasini
korumaktadir (Arthur ve ark 1989, Kaymaz 2012). Bu tip kriyoprotektanlar,
membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girip, yiizey artis1 saglayarak koruma
saglamakta ve ¢Ozdiirme islemi sirasinda da hiicrelerin ozmotik soka girmesini
onlemektedir (Bucak ve Tekin 2007). Makromolekiiller, hiicrelerin dondurma ve

¢Ozdiirme islemleri sirasinda olusan buz kristallerinin sekil ve biiytikliiklerini zararsiz
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olacak sekilde degistirerek, sakkaritler ise olusan buz kristallerini azaltmadaki

etkilerini hiicreleri dehidre ederek gostermektedir (Sagirkaya ve Bagis 2003).

Embriyolarin dondurulmasi i¢in kullanilan ydntemler; geleneksel yavas
dondurma (slow-freezing), hizli dondurma (rapid-freezing) ve vitrifikasyon’dan

olugmaktadir (Fahning ve Garcia 1992, Uysal 2007, Amiridis ve Cseh 2012).

Geleneksel yavas dondurma (Slow-freezing)

Slow freezing; standart, geleneksel veya dengeli (equilibrium) dondurma ya
da yavas veya kontrollii dondurma yontemi olarak da isimlendirilmektedir (Kaymaz
2012). Geleneksel kriyoprezervasyonda embriyolar, daha diisiik konsantrasyondaki
kriyoprotektanlarla, programlanabilir bir dondurma cihazi yardimiyla yavas

dondurma prosediirii uygulanarak dondurulmaktadir (Uysal 2007).
Bu yontemle dondurma isleminin asamalar1 asagidaki gibidir:

1. Embriyo; hiicre icine niifuz edebilen diisiik molekiil agirlikli
kriyoprotektanlarin degisik molar konsantrasyonundaki soliisyonuna, oda 1sisinda
10-30 dakika maruz birakilir. Bunun amaci, kriyoprotektan ile embriyo arasindaki
ozmotik dengeyi (ekilibrasyon) saglamaktir.

2. Payet i¢inde bulunan embriyo, 6zel dondurma cihazma alinarak -5 / -7°C’de
buz kristali olusumunun baglatilmasi (ice-seeding) saglanir.

3. Buz kristali olusumu tamamlandiktan sonra dondurucunun, 1sis1 dakikada
ortalama 0,3-0,6°C olacak sekilde -30 / -35°C’ye kontrollii bir sekilde diisiiriilerek
donma islemi gergeklestirilir.

4. Daha sonra embriyonun da i¢inde bulundugu payet, muhafaza edilmek tizere
-196°C’ deki siv1 azot igerisine alinir (Fahning ve Garcia 1992, Noakes ve ark 2001,
Gibbons ve Cueto 2011, Saragusty ve Arav 2011).

Slow freezing yonteminde kryoprotektif ajanlar diisiik oranlarda (~1,5 M =
%10) kullanilmaktadir (Amoah ve Gelaye 1991, Fahning ve Garcia 1992, Bucak ve
Tekin 2007). Onceleri kriyoprotektan ajan olarak DMSO ve gliserol (1,35-1,5 M)
kullanilirken, daha sonralar1 daha diisiik molekiil agirlikli ve dondurma ¢6zdiirme
sirasinda hiicrelerde osmotik basing degisikliklerine neden olmayan etilen glikol

kullanim alan1 bulmustur (Massip 2001, Aminoor-Rahman ve ark 2008, Saragusty ve
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Arav 2011, Kaymaz 2012). Ancak bu yontemde embriyolar, kryoprotektanlarin
toksik etkisine uzun siire maruz kalmakta ve dondurma sirasinda intraselliiler buz
kristali olusumundan dolayr embriyo zarar (zona pellusida’ da kirilma, hiicre

membranlarinda bozulma gibi) gormektedir (Uysal 2007).

Hizhh dondurma (Rapid-freezing)

Hizli dondurma yontemi; embriyonun yiiksek donma hizlarinin
uygulanmasma maruz kalmasindan Once hiicrelerin kismen dehidre edildigi
dondurma yOntemi olarak tanimlanmaktadir (Sagwkaya ve Bagis 2003). Hizhi
dondurma yonteminde kriyoprotektan olarak hiicre i¢ine niifuz edebilen ve edemeyen
kriyoprotektanlardan olusan karigimlar (1,5 M gliserol+ 1,0 M sukroz soliisyonu vb)
kullanilmaktadir (Fahning ve Garcia 1992, Sagirkaya ve Bagis 2003). Embriyolar,
islem srrasinda dehidre olmalar1 saglandiktan sonra sivi azot buharinda 5 dk
tutulmalar1 sonras1 sivi azot igerisine alinmaktadir. Bu yontem pratikte cok fazla

kullanilmamaktadir (Kaymaz 2012).

Vitrifikasyon

Hiicrelerin, doku ve organlarin diisiik sicakliklarda, hiicre icerisinde
tamamen vitr6z ya da camsi bir durumun olusturulmasiyla dondurulmas: islemi
vitrifikasyon olarak adlandirilmaktadir (Palasz ve Mapletoft 1996, Bautista ve
Kanagawa 1998, Sagirkaya ve Bagis 2003, Vajta ve Kuwayama 2006). Vitrifikasyon
yontemi; yiiksek oranda kryoprotektanlarla (>%40 = ~6-8 M) konsantre edilmis,
dolayisiyla viskozitesi artirilmig  vitrifikasyon soliisyonunda (kryoprotektan
soliisyonu) buz kristalizasyonu olusumunun Onlenmesi i¢in hizli dondurma
(sogutma) oranlar1 uygulanarak embriyolarm cam benzeri bir yapida dondurulmasi
islemidir (Kanagawa ve ark 1995, Massip 2001, Uysal 2007, Aminoor-Rahman ve
ark 2008, Gibbons ve Cueto 2011). Vitrifikasyon, 0,25 ml’lik payetlerin, yiiksek
donma hizinda (2500°C/dakika) sivi azot igerisine direkt olarak daldirilmasiyla
saglanmaktadir. Ancak, bu teknige alternatif olarak gelistirilen “open pulled straw”
(OPS) teknigi (ag¢ik ucundan yaklasik olarak 1 pl kriyoprotektan soliisyonu ile
embriyonun payete yiiklenmesi) ile dondurma oram -20.000° C/dakika’ leri
gecmektedir (Vajta 2000, Noakes ve ark 2001, Amiridis ve Cseh 2012, Kaymaz
2012). Yeni ¢alismalarda da daha uygun ve daha iyi sonuglarin yiiksek giivenlikli
vitrifikasyon teknikleri (pipet tip, fiber flug, vitrifikasyon spatulasi, Cryo-E, sealed
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pulled straw, plastic blade, Vitri-Inga, Cryopette, Rapid-i) ile saglanabildigi
belirtilmektedir (Vajta ve Kuwayama 2006, Gajda ve Smorag 2009, Prentice ve
Anzar 2011, Verma ve ark 2012). Bu teknikler, yiizey ve boru teknik olarak
ayrilmaktadir. Yizey teknigi; EM grid, minumum drop size, Cryotop, Cryloop,
Hemi-Straw, solid surface, nylon mesh, Cryoleaf, direct cover vitrification, fiber
plug, vitrification spatula, Cryo-E, plastic blade ve Vitri-Inga’ dan olugmaktadir.
Boru teknigi ise; OPS, closed pulled straw, flexipet-denudin pipette, superfine OPS,
CryoTip, pipette tip, high-security vitrification device, sealed pulled straw,
Cryopette, Rapid-1, JY Straw tekniklerini kapsamaktadir. Yiizeysel metotlarda eger
embriyonun i¢inde oldugu damlacigin boyutu (~ 0,1 pul) kontrol edilebilirse, yiiksek
dondurma hizi saglanabilmektedir. Ciinkii bu sistem ag¢ik oldugu icin, yiiksek
¢ozdiirme oranlar1 ¢ozdiirme  soliisyonlar1 ile direkt temas yoluyla
saglanabilmektedir. Boru metodlar1 ise yiiksek dondurma oranlar1 saglamasi
bakimmdan avantajlidir. Bodylece kullanimi kolay ve gilivenlir olmaktadir.
Vitrifikasyonda voliimiin azaltilmasi ve sogutma oraninin artirilmasi kriyoprotektan
konsantrasyonunda orta diizeyde bir azalmaya olanak saglar. Boylece
kriyoprotektanlarin toksik ve osmotik yan etkileri minimize edilir (Saragusty ve Arav

2011).

Vitrifikasyonun uzun zamandan beri geleneksel kriyoprezervasyon yontemine
alternatif oldugu bilinmektedir (Vajta ve Kuwayama 2006, Uysal 2007, Gajda ve
Smorag 2009). Vitrifikasyon yonteminin; basit bir yontem olmasi, diisiik maliyetli
olmasi, uygulamasmin kisa bir zaman almasi, herhangi bir 06zel ekipman
gerektirmemesi, rutine ¢ok kolay adapte edilmesi ve embriyonun donmasi sirasinda
buz kristallerinin olusumunu baskilamas1 gibi bir ¢ok avantajlar1 bulunmaktadir.
(Vajta 2000, Noakes ve ark 2001, Cognie ve ark 2003, Flores-Foxworth 2007, Gajda
ve Smorag 2009, Saragusty ve Arav 2011, Verma ve ark 2012). Bunun yaninda
dondurma teknigine bagli olarak ¢ozdiirme sirasinda stereo mikroskopa gerek
duyulmasi, kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi i¢in farkli molaritelerde diliisyon
soliisyonuna ihtiyag duyulmasi, kriyoprotektanlarin yiiksek konsantrasyonda
(geleneksel yavas dondurmada kullanilanlarin yaklagik 2-3 kati) olmasi nedeniyle
embriyotoksik etki gostermesi gibi dejavantajlar1 da bulunmaktadir (Vajta 2000,
Saragusty ve Arav 2011, Kaymaz 2012).
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Buz kristallerinin olusumunun donma asamasindakine gore ¢ozdiirmede daha
hizl1 sekillendigi bildirilmektedir (Sagirkaya ve Bagis 2003). Sulu soliisyonlarinin
dondurma ve ¢dzdiirme islemleri boyunca camsi bir faz sekillendirdigi etilen glikol,
propilen glikol, polietilen glikol ve 2-3 biitanediol gibi kriyoprotektanlar ayni
zamanda gliserolle karistirildiginda hiicrelere ¢cok daha hizli penetre oldugu i¢in, bu
kriyoprotektanlarin  vitrifikasyonda kullanilan ideal kriyoprotektanlar oldugu
bildirilmektedir (Gal ve ark 1993, Sagwkaya ve Bagis 2003, Cetin 2004).
Embriyolarin  dondurulmasinda geneleksel dondurma teknikleri kullanilirken
cogunlukla gliserol, etilen glikol, propanediol gibi tek kriyoprotektan madde
kullanilirken; hizli dondurma ya da vitrifikasyonda ise kriyoprotektanlar gliserol ve
etilen glikol, gliserol ve propanediol seklinde kombinasyonlar yapilarak

kullanilmaktadir (Palasz ve Mapletoft 1996, Prentice ve Anzar 2011).

Kriyoprotektanlarin toksik etkilerinin en aza indirilebilmesi i¢in ekilibrasyon
zamaninin kisaltilmasi, iki asamali ekilibrasyon ve toksisiteyi azaltmak i¢in sukroz,
trehaloz, formamid ve farinoz gibi maddelerin kullanilmas1 6nerilmektedir (Palasz ve
Mapletoft 1996, Vajta 2000, Massip 2001). Vitrifikasyon yontemiyle dondurmada
vitrifikasyon soliisyonuna 0,4 M sukroz ilave edilerek yapilan bir g¢aligmada
cozdirme sonrasi transferde elde edilen sonuglarm %27’ den %56’ ya c¢iktigi
bildirilmektedir (Guignot ve ark 2006). Vitrifikasyon yonteminde, embriyolar farkli
konsantrasyondaki vitrifikasyon soliisyonlariyla (VS1,VS2,VS3) ekilibrasyona tabi
tutulmaktadir. Ekilibrasyonun ilerleyen her bir agsamasindaki kriyoprotektan madde
konsantrasyonu, digerine gore daha yliksek olup bu nedenle, embriyo lizerinde
olusabilecek toksik etkilere karsi ekilibrasyon siireleri de konsatrasyon arttikca
azalmaktadir (Kaymaz 2012). Embriyolarin VS1 ve VS2 solusyonlari igerisinde
kalma stiresi 3 dakika iken VS3 solusyonunda kalma siiresi 30 saniyedir. Keci
embriyolarmin vitrifikasyonu sirasinda kullanilan solusyonlar igerisinde bulunan
kriyoprotektan maddeler; VS1’de % 20 EG, VS2’de % 10 G + % 20 EG, VS3’te %
25 G + % 25 EG olarak bildirilmektedir (Pereira ve Marques 2008, Gibbons ve
Cueto 2011, Kaymaz 2012).

In vivo olarak iiretilen embriyolarin vitrifikasyon ydntemiyle dondurulup
cozdiiriildiikten sonraki transfer islemlerinde gebelik oranlariin ineklerde %60-70,

koyunlarda %65-75 ve kecilerde %60-70 oldugu; in vitro olarak {iretilenlerde ise
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ineklerde %40-50, koyunlarda %25-35 ve kecilerde %30-40 oldugu belirtilmektedir
(Youngs 2011).

Vitrifikasyon uygulamalar1 i¢in embriyonun en uygun gelisme déneminin
blastosist agamas1 oldugu bildirilmektedir (Fahning ve Garcia 1992, Massip 2001,
Holtz 2005, Gama ve Bressan 2011, Morato ve ark 2011). In vitro iretilmis
embriyolarin da dondurma sonrasi yasama oranlarmmin embriyonun giiniinden ¢ok
embriyonun gelisim asamasi ile baglantili oldugu belirtilmektedir. Slow freezing,
rapid freezing ya da vitrifikasyon yontemi ile dondurmada, embriyolarin yasama
oranlarinda blastosistlerin morula asamasindaki embriyolara gore daha 1yi oldugu
ifade edilmektedir (Palasz ve Mapletoft 1996, Al Yacoub ve ark 2010). In vitro
ortamda {iretilip ¢cozdiiriilen keci embriyolarinda blastosistlerin yasama oran1 %61, in
vivo ortamdaki blastosistler icinse embriyo yasama oranlar1 %64-70 olarak
bildirilmektedir (Gibbons ve Cueto 2011). Yapilan bir calismada geleneksel yontem
ile dondurulup ¢ozdiiriilen blastosist asamasindaki embriyolarla elde edilen gebelik
oraninin %50, embriyo yasama oraninin %42 oldugu, vitrifikasyon ile ise bu
oranlarin %93 ve %64 oldugu belirtilmektedir (El-Gayar ve Holtz 2001). In vivo
iretilen koyun embriyolarinda slow freezing, vitrifikasyon ve OPS vitrifikasyon
yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada gebelik ve embriyo yasama oranlarinin
sirasiyla; slow freezing’ de %68,4; %44,7, vitrifikasyonda %50,0; %33,3 ve OPS’ de
%54,5; %36 oldugu, aralarinda onemli bir fark olmadigi ifade edilmektedir
(Bettencourt ve ark 2009).

One-step kriyoprotektan soliisyonuyla vitrifiye edilerek dondurulan ve
cOzdiiriilen embriyolarda gebelik oranlar1 ineklerde %40-55 koyunlarda %52 olarak
bildirilmektedir (Palasz ve Mapletoft 1996). One-step, two-step ve OPS metotlarinin
karsilastirildigi bir calismada, dondurma sonrasi ¢ozdiiriilen kec¢i embriyolarmin
transferi sonrasinda elde edilen kuzulama oranlarinda two-step ve OPS straw

methodlarmin daha basarili oldugu ifade edilmektedir (Hong ve ark 2007).

1.4.7. Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Embriyolarin ¢ozdiiriilmesi islemi (thawing), embriyoyu tasiyan payetlerin
sivi azot tankindan c¢ikartildiktan sonra 10 saniye siireyle havada tutulup, 20-30

saniye stireyle de 30°C’deki suyun igerisine atilmasi ile gerceklestirilmektedir (Rall
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1992, Kanagawa ve ark 1995, Massip 2001, Kobayashi 2007, Gibbons ve Cueto
2011). Cozdirme islemi sadece havada yapilirsa ¢ozdiirme sonrasi embriyonun
yasam kalitesi azalmakta, sadece suda yapilirsa ise zona pelusida hasar1 ile
karsilagilmaktadir (Fahning ve Garcia 1992, Kaymaz 2012). Kriyoprotektan
maddelerin zararl etkilerini 6nlemek i¢cin bu maddelerin hizli bir sekilde embriyodan
uzaklastirilmast gerekmektedir (Sagirkaya ve Bagis 2003). Cozdirme islemi
sirasinda hiicre membranin zarar gérmemesi i¢in; hiicre membranini stabilize ederek
kriyoprotektan maddenin hiicre digina ¢ikmasi sirasinda hiicreye zarar vermesini
engelleyen BSA, Beta-merkaptoetanol (BME), Linoleik asit albiimin (LAA) gibi
membran koruyucularin ¢ézdiirme solusyonunda bulunmasi gerekmektedir (Kaymaz
2012). Kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢cin sukroz, trehaloz veya
galaktoz gibi hiicre i¢ine niifuz edemeyen sekerler kullanilmaktadir. Bu maddeler
ortamda iken kriyoprotektif madde, yogunluk fark: ile hiicre disma ¢ikmaktadir. Bu
islem tek veya ii¢ kademeli olarak yapilmaktadir (Massip 2001, Sagirkaya ve Bagis
2003). Payetteki embriyo dondurma soliisyonu igerisinde bulunan 1 molar
konsantrasyonundaki sukroz, dondurma islemleri sirasinda embriyo ile temas halinde
degildir, ancak ¢ozdiirme islemi swrasinda embriyo ile temasta olmas1 embriyo i¢in
toksisite riski olusturmaktadir. Sukrozun ortamdan uzaklastirilmas: icin payet
cozdiirtildiikten sonra embriyo sirayla 0,5 ve 0,25 M’lik sukroz ¢ozeltilerinde diliie
edilmektedir (Rall 1992, Kanagawa ve ark 1995, Gibbons ve Cueto 2011, Kaymaz
2012). Cozdirme isleminden sonra embriyolar kiiltir medyumuna alinip

inkiibasyona birakilmaktadir (Sekil 1.4.7.1) (Kobayashi 2007).

TCM-199+%20 FCS+
0,1 mMel BME ile

= iki kez yikama

e ——

) Kiiltiir

Payetin petriye
aktariimasi £

==

10 dk siire ile m-PBS+%20 FCS
iginde bekletme

Sekil 1.4.7.1. Kriyoprotektanlarin diliisyonu ve embriyo kiiltiir metotu
(Kobayashi 2007).
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Embriyolar, one step metot ya da direkt transfer metotlar1 ile dondurulmussa
cozdiirtliirken farkli diliisyonlardaki soliisyonlara gerek olmamakta ve ¢ozdiirme
isleminden hemen sonra transfer edilebilmektedir. Embriyo gliserol kullanilarak
dondurulmugsa transferden Once kriyoprotektan maddenin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Dondurmada gliserol ile sukroz birlikte kullanilmigsa diliie
edilmesine gerek kalmamaktadir. Dondurma islemi icin etilen glikol kullanilmis ise
etilen glikol uterusta diliie olabildigi i¢cin herhangi bir diliisyon islemine gerek
kalmadan embriyo direkt transfer edilebilmektedir (Sekil 1.4.7.2) (Saragusty ve Arav
2011, Youngs 2011, Kaymaz 2012).

10 sn havada bekletme Payetin ucunun

/ kesilmesi

A
V%] (F

Transfer
Sivi azot )
Tam olarak ¢gdézdiirme Transfer kateterine
verlestirme

Sekil 1.4.7.2. Transfer i¢in embriyonun ¢dzdiiriilmesi (Kobayashi 2007).

Kiiciik ruminantlar i¢in embriyolarin anaerobik sartlarda in vitro kiiltiirlerinde
basar1 ile kullanilan, TCM 199, B2, Potasyum Simplex Optimize Medyumu
(KSOM), Sydney IVF Blastosist Medyumu gibi farkli bircok embriyo kiiltiir
medyumu olmasima ragmen en yaygin kullanilan medyumun Synthetic Oviduct Fluid
(SOF; Sentetik Ovidukt Sivisi) oldugu bildirilmektedir (Paramio 2010, de Souza-
Fabjan ve ark 2014). Oncelikli olarak koyun embriyolarinda kullanilan SOF
medyumu, daha sonra inek, domuz ve kegi gibi tiirlere adapte edilerek kullanilmistir.
Degisken embriyo gereksinimlerine daha adapte olan ardistk medyumlar da
(G1.2/G2.2, CR 1 aa) kiigiik ruminantlar i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Medyumlar kiiltiir i¢in uygun sekle getirildikten sonra (1 pl/embriyo) embriyonun
sinirlanmasinin saglanmasi i¢in mineral yag ile kaplanmaktadir. Kiigiik ruminantlar

da dahil bir ¢ok iwrkta biliyiilk yavru sendromu ile iligkilendirilmesine ragmen
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genellikle cesitli protein kaynaklar1 (BSA, FCS, biiylime faktorii) embriyo gelisim

medyumuna ilave edilmektedir (de Souza-Fabjan ve ark 2014).

In vitro ortamda iiretilen koyun embriyolarinda blastosistlerin transferinden
sonra yavrulama oraninm, kiiltiirde yalnizca SOF kullanilan medyum ile %44;
SOF+FCS kullanilan medyum ile %80 oraninda oldugu belirtilmektedir (Cognie
1999).

In vitro olarak {iretilen blastosist verimi ve vitrifikasyondan sonraki kaliteleri
iizerine kiiltiir sistemlerinin etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calismada; bir grupta SOF diger grupta ise TCM 199-granuloza hiicreleri (TCM199-
GCM) kullanilmig, in vivo ortamda fretilen blastosistler ise kontrol grubunu
olusturmustur. Bu calismada; vitrifikasyon sonrasi 72. saatte yasama oranlarmin in
vivo tretilen blastosistlerde, in vitro iiretilen blastosistlere gore daha iyi oldugu tespit

edilmistir (Dobrinsky 2002).

Sunulan tez ¢alismasinda, iireme sezonu i¢inde bulunan Saanen irki kegilerde,
siiperovulasyon sonrasi elde edilen embriyolarin kalite degerlendirmesi, sonrasinda
kaliteli embriyolarin vitrifikasyon yontemiyle dondurularak ¢ézdiiriilmelerini takiben

viyabilitelerinin (canliliklarinin) degerlendirilmesi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

Sunulan doktora tez calismasi, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik

Kurulu’nun 20.04.2011 tarih ve 2011/45 sayili onay1 ile yapilmistir.

2.1. Materyal

Projenin hayvan materyalini; saglikli ve fertil, 2-3 yas araliginda ve farkl
agirhiktaki (ortalama 40-65 kg) 15 Saaanen ki ke¢i ve 2 adet teke olusturdu.
Kegilerin bakim ve beslenmesi Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Ciftligi’ nde gerceklestirildi. Ciftlik 36°52' N 32°29' E koordinatlarinda
bulunmaktaydi. Calismada materyal olarak; ayni hayvanlara asim sezonu igerisinde
uygulanan senkronizasyon ve siiperovulasyon sonrasi kegilerden elde edilen 101 adet

embriyo kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1. Klinik Muayene

Tiim kegilerin eskalleri (yas, viicut agirligi, cinsiyet vb.) kaydedildikten sonra

genel fiziksel ve klinik muayeneleri yapildi.

2.2.2. Senkronizasyon Protokolii

Senkronizasyon ve siiperovulasyon prokotokolii i¢in keciler her birinde ii¢
keci olacak sekilde bes gruba ayrildi. Senkronizasyon ve siliperovulasyon protokolii
her keciye sezon iginde olacak sekilde iki sezon uygulandi. Birinci sezonda 15
hayvana bir kez, ikinci sezonda ise ayni hayvanlarin 13’line bir kez siiperovulasyon

ve uterus yikama islemi uygulandi.

Senkronizasyon protokolii icin asim sezonu iginde Ostrus siklusunun hangi
doneminde olduguna bakilmaksizin; her ke¢iye 40x30 mm ebadindaki beyaz renkli
silindirik poliiiretan progesteron (20 mg Flugeston asetat; Chronogest CR, Intervet,
Fransa) iceren silingerler 6zel adaptorii vasitasiyla intravaginal olarak uygulandi.
Stingerler 11 giin siire ile vaginada tutuldu. Siingerlerin vaginadan uzaklastirilmasini
takiben 24. saatte tiim kegiler klinik olarak dstrus davraniglar1 (meleyerek tekeye ilgi
gosterme, birbirleri ilizerine atlama, sik sik idrar yapma, kuyruk sallama, agima izin

verme) yoniinden gozlemlendi.
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2.2.3. Siiperovulasyon Protokolii

Stingerin intravaginal olarak uygulandigi giin sifirinci1 giin olarak kabul edildi
ve kecilere senkronizasyon protokoliiniin 9. giliniinden baglanarak siiperovulasyon
amaciyla 3 giin siireyle azalan dozlarda (2,5; 1,5; 1ml) sabah/aksam olmak {izere
toplam 200 mg FSH (400mg/20ml NIH-FSH-P1; Folltropin-V*, Bioniche, irlanda)
kas i¢i (IM) enjeksiyon seklinde uygulandi. Follikiil uyarict hormon uygulamasinin
basladig1 ayni giin sabah 2,2 ml PGF,a (263 pg/1ml Cloprosterol sodium; Estrumate,
Intervet, Almanya) IM olarak uygulandi. Protokoliin 11. giinii intravaginal siinger
vaginadan ¢ikartildi ve 12. giin sabah 2 ml GnRH (0,0042 mg/1ml Buserelin acetate;
Receptal®, Intervet, Almanya) IM olarak uygulandi. Gonadotropin salmim
hormonunun uygulamasindan 4 saat sonra kecilere sabah/aksam olmak {izere iki kez
dogal asim yaptirildi (Agaoglu ve ark 2014). Keciler embriyolarin toplanmasi i¢in ilk
asimi izleyen 7. giinde uterus yikamasi yapilmak iizere operasyona alindi (Cizelge
2.2.3.1). Uterus yikama islemi klasik yontem olan laparotomi yontemi uygulanarak

gerceklestirildi.

Cizelge 2.2.3.1. Kegilere uygulanan siiperovulasyon protokolii (Agaoglu ve
ark 2014).

Giin Yapilan islem

0. glin Intravaginal siinger uygulanmasi

9. glin Sabah 2,2 ml PGF,a (IM),
Sabah / aksam 2,5 ml FSH (IM)

10. giin Sabah / aksam 1,5 ml FSH (IM)

I1. glin Intravaginal siingerin uzaklastiriimasi
Sabah / aksam 1 ml FSH (IM)

12. glin Sabah 2 ml GnRH (IM)

GnRH’dan 4 saat sonra dogal asim

19. gilin Uterusun yikanmasi

2.2.4. Laparotomi Yontemi ile Embriyolarin Elde Edilmesi

Embriyolarin elde edilmesinden 6nce tiim kegiler 12 saat siireyle a¢ birakildi.
Laparotomi islemi genel anestezi esliginde gerceklestirildi. Kecilere genel anestezi
oncesi sedasyon saglamak amaciyla 0,22 mg/kg dozunda xylazine (23,3 mg/lml

ksilazin hidrokloriir; Xylazinbio %2, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) ve genel anestezi
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icin 2 mg/kg dozunda ketamin HCI1 (100 mg/Iml ketamin hidrokloriir; Ketasol %10,
Richter Pharma, Avusturya) IM olarak uyguland:.

Kegiler sirt iistii pozisyonda 20-30 derecelik bir egim ile bas1 asagida olacak
sekilde yatirild1 (Resim 2.2.4.1). Daha sonra operasyon bdlgesi olan memenin karin
duvariyla birlesim yerinden, gobek deligine kadar olan kisimin dezenfeksiyonu
yapildi. Paramedian hattan ensizyon yapilmadan 6nce lokal infiltrasyon anestezi i¢in,
5 ml lidokain (20 mg/ml lidokain HCIl; Adokain, Sanovel, Istanbul) operasyon
hattina uygulandi. Memelerin hemen Oniinden baslanarak ventral median hat
boyunca 15-20 cm uzunlugunda ensizyon yapildi (Resim 2.2.4.2). Karmn bosluguna
girilip ovaryumlar ve uterus kornular1 ensizyon hattinin disina alindi (Resim 2.2.4.3).
Ovaryumlar tizerindeki CL ve follikiiller sayilarak kaydedildi. Yikama islemi i¢in iki
yollu silikon foley kateteri (8-10 ch, 5-15 ml; Foley kateteri, Bigakcilar, Istanbul)
kullanild1. Foley kateteri uterusun korpus bolgesindeki damarsiz bir bolgeden kiit
olarak agilan noktadan limene dogru yonlendirildikten sonra uterus kornularimna
sirasiyla yerlestirildi (Resim 2.2.4.4). Utero-tubuler birlesim bolgesine ise intravendz
kaniil (18 G, IV kaniil; Bigakeilar, Istanbul) uyguland: (Resim 2.2.4.4). Onceden
yerlestirilen foley kateterinin balonu bir enjektor yardimiyla 10-15 cc hava ile
sisirildi ve daha sonra kateterin stilesi ¢ikartildi. Kornunun u¢ kismina yerlestirilen
intavenoz kaniil yardimiyla 2 kez yikima seklinde 40 ml (20+20) yikama medyumu
[% 1 fotal calf serum (500ml; C8056, FCS, Sigma, USA) ilave edilmis TCM 199
(500ml; M 7528, Sigma, USA)] yavas bir sekilde liimene verildi (Resim 2.2.4.5).
Kornu uteri boyunca verilen yikama vasati 50 ml’lik steril konik tiiplere (50 ml
30x115mm; poliproplen steril santrifiij tiipleri, Falkon®, USA) bufirkasyo bdlgesine
yerlestirilmis olan foley kateteri yardimiyla geri alindi1 (Resim 2.2.4.5). Bu sekilde

her iki kornu ayr1 ayr1 yikanarak, tiiplerin hangi kornuya ait oldugu not edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra uterus ve kornular normal
konumlarinda olacak sekilde karm bosluguna reddedildi. Postoperatif yapismalari
engellemek igin 500 ml heparinli (25.000 TU/5 ml heparin sodyum; Nevaparin®,
Mustafa Nevzat, Istanbul) izotonik sodyum kloriir soliisyonu (0,9 gr/100 ml NaCl;
Polifleks®, Polifarma, Tekirdag) karmn bosluguna verildi ve daha sonra periton (no: 0
krome katgiit), kaslar, deri alt1 bag dokusu (no: 1 krome katgiit) ve deri (no:1 ipek)
prosediiriine uygun olarak kapatildi (Resim 2.2.4.6).
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Almnan yikantilar embriyolarin ¢okmesi i¢in yaklasik olarak 30-45 dk 37°C’
lik su banyosunda bekletildi. Daha sonra yikantilar steril petri kaplarina (100 x 20
mm; doku Kkiiltiir petrisi, BD Falkon™, USA) aktarildiktan sonra bir Stereo-
mikroskop (Olympus SXZ 16, Japan) yardimiyla incelenerek embriyolar arandi.
Bulunan embriyolar %1 FCS ve %1 antibiyotik (Penicilin 10000 1U/ml) ilave edilen
D-PBS soliisyonuna aktarildi.

wiy
G 4

= ()

[}
|}

\

Resim 2.2.4.1. Laparatomi i¢in hazirlanan kegi (Selcuk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

Resim 2.2.4.2. Ventral bolgedeki ensizyon hatt1 (Selcuk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).
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Resim 2.2.4.3. Ovaryum ve uterus kornularmin ensizyo hatti disina alinmast
(Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali
Klinikleri, 2012).

Resim 2.2.4.4. Uterusa kateter ve kaniiliin yerlestirilmesi (Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

Resim 2.2.4.5. Uterusun yikanmasi (Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).
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Resim 2.2.4.6. Operasyon bolgesinin kapatilmasi (Selguk Unlver51te51
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinikleri, 2012).

2.2.5. Embriyolarin Degerlendirilmesi

Embriyolar D-PBS i¢ine alinip Invert-mikroskopta (Olympus IX-71, Japan)
incelendikten sonra gelisim asamalarina ve morfolojik yapilarina gore siniflandirildi.
Embriyolarin degerlendirilmesi ve siniflandirilmasi; Uluslararast Embriyo Transfer
Toplulugu (IETS) tarafindan belirlenen kriterlere gére embriyonun gelisim donemine

ve kalitesine gore yapildi.

Elde edilen embriyolar gelisim donemlerine gore; fertilize olmamis oosit,
kompakt morula, erken blastosist, blastosist ve ekspanded blastosist olarak
degerlendirildi ve kayit edildi. Embriyolar kalitelerine (morfolojik yapilarina) gore
ise; Grade 1 (¢ok iyi), Grade 2 (iyi), Grade 3 (sagliksiz) ve Grade 4 (0li veya
dejenere) olarak degerlendirilip not edildi. Bu asamadan sonra kompakt morula,
erken blastosist, blastosist ve ekspanded blastosist olarak degerlendirilen ve kaliteleri

Grade 1 ve 2 olan embriyolar vitrifikasyon yontemi ile dondurulmak tizere belirlendi.

2.2.6. Embriyolarin Dondurulmasi

Elde edilen Grade 1 ve Grade 2 kalitedeki embriyolar vitrifikasyon yontemi
ile donduruldu. Vitrifikasyon islemi sirasinda ekilibrasyon soliisyonu (VS1 ve VS2)

ve vitrifikasyon soliisyonu (VS3) kullanilda.
e VSI;%20 Etilen Glikol (E 9129; Sigma, USA),
o VS2; %20 Etilen Glikol + %10 Gliserol (G 7757; Sigma, USA)

e VS3; %25 Etilen Glikol + %25 Gliserol
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Embriyolar i¢cinde bulunduklar1 PBS igerisinden her bir VS i¢in farkli pipet
yardimiyla almnarak sirasiyla VS1 ve VS2 soliisyonu igerisinde 5’ er dk siireyle
bekletildi. Daha sonra embriyolar VS3’ de birkag¢ kez pipete edildikten sonra 30 sn
siireyle bekletildi (Cizelge 2.2.6.1). Daha sonra embriyo, vitrifikasyon vasati (VS3)
ile birlikte dnceden sukroz soliisyonu ve hava cekilerek hazirlanmis payetlere (0,25
ml, 133 mm straw; REF: 19040/0010, Minitub, Almanya) almip, ardindan payetlere
tekrar hava ve sukroz soliisyonu ¢ekildikten sonra payetler etiketlenmis payet tikaci
ile kapatildi (Sekil 2.2.6.1). Embriyolarin i¢cinde bulundugu payetler 10 sn kadar sivi
azot buharinda bekletilip 45”lik ac1 ile sivi azotun icerisine daldirild. Tim
embriyolarin dondurma islemleri tamamlandiktan sonra embriyolar azot tankina
(Alta genetik, MVE XC 47/11-10) aktarildi. Bodylece vitrifikasyon yOntemiyle
embriyolarin dondurma islemi tamamlandi ve embriyolar ¢ozdiirme islemine kadar

en az bir en ¢ok iki yil siireyle sivi azot tankinda bekletildi.

Cizelge 2.2.6.1. Embriyolarin vitrifikasyonunda kullanilan kriyoprotektan
soliisyonlar ve embriyolari bekletilme siireleri.

Soliisyon Bilesimi Embriyolarin
Bekletilme Siireleri
VSI1 (ekilibrasyon soliisyonu) %20 EG 5 dakika
VS2 (ekilibrasyon soliisyonu) %20 EG+ %10 G 5 dakika
VS3 (vitrifikasyon soliisyonu) %25 EG + %25 G 30 saniye

O Hava W V3 Solisyonu < Embriyo

O Sukroz B Tikag

Sekil 2.2.6.1. Vitrifikasyon islemi i¢cin embriyonun payete alinmasi.

2.2.7. Embriyolarin Cozdiiriilmesi

Embriyolarin ¢ozdiiriilmesi isleminde; embriyolarin ig¢inde bulundugu
payetler 6nce 10 sn havada, ardindan 20 sn siireyle 30°C’lik su banyosunda
bekletilerek c¢ozdiiriildii. Daha sonra payetler alkollii pamukla silinip kurulandi.

Payetler hizli bir sekilde 2-3 kez sallandiktan sonra kapak kismindan kesilerek
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onceden 37-38,5°C’ye 1sitilmis olan bos steril petri kaplarma aktarildi Stereo
mikroskop yardimiyla bulunan embriyolar 6nce mD-PBS + %20 FCS+ antibiyotik +
0,5 M’lik sukroz soliisyonunda, sonra mD-PBS + %20 FCS+ antibiyotik + 0,25
M’lik sukroz soliisyonunda 5’er dk bekletildi. Ardindan mD-PBS + %20 FCS+
antibiyotik igeren soliisyon icinde 5 dk bekletilerek yikandi (Sekil 2.2.7.1)
(Resim 2.2.7.1). Bu islemlerden sonra embriyolar, mineral yag ile kaplanan droplar
halinde  hazirlanmis  kiiltir medyumuna (%20 FCS+ 0.ImM BME+
M-199+ antibiyotik) alindi (Resim 2.2.7.1) ve 38,5° C %5 CO,’ li inkubatorde
(SANYO MCO-18AC) Kkiiltiire birakildi. Daha sonra 24, 48 ve 72. saatlerde
embriyolarin canliliklar1 ve gelisimleri kontrol edildi. Embriyolarin viyabilitelerinin
degerlendirilmesinde kriter olarak; embriyonun ¢6zdiiriildiigii andan sonraki 24, 48
ve 72. saatlerde kiiltiirdeki embriyolarin gelisim gostermeleri esas alindi. Morula
asamasindaki bir embriyonun blastosist asamasina, blastosist asamasindaki bir
embriyonun genislemis blastosist asamasina, genislemis blastosist asamasindaki
embriyonun ise hatching blastosist ya da hatched blastosist asamasma ulasmasi
embriyonun canli oldugunun gostergesi olarak kabul edildi. Vitrifikasyon yontemiyle
dondurulan embriyolarin ¢dzdiriilmesi asamasinda kullanilan tiim soliisyonlarin

icerikleri Cizelge 2.2.7.1-5de verildi.

5 dakika 5 dakika 5 dakika
Payet igerigi 35 mm 0.5 M sukroz 0,25 M sukroz mD-PBS + %20 CS

petriye bogaltilr

0 | == | A\

%20 FCS+ 0,lmM BME+M199 %20 FCS+ 0,1mM BME+M199

Sekil 2.2.7.1. Embriyolarin devitrifikasyon islemi.
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) Resim 2.2.7.1. Devitrifikasyon soliisyonlar1 ve kiiltiir medyumu (Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF
Laboratuvari, 2013).

Cizelge 2.2.7.1. mD-PBS soliisyonu.

mD-PBS
Kimyasallar 1000 ml 500 ml
NaCl 8,0 g 4.0¢g
:;j; KCI 02¢g 0,1g
A Na,HPO, 1,15 ¢ 0,575 ¢ 2
KH,;PO,4 02¢g 0,1¢g : é
o CaCl,/CaCL2H,O0 0,1/0,1395g 0,05/ 0,069 g %
é Mg Cl, 6H,O 0,1g 0,05¢
Glikoz 1,0g 0,5¢g
Sodyum Piruvat 0,036 g 0,018 g
Cizelge 2.2.7.2. Buffer soliisyonu.
10 ml 50 ml
mD-PBS 8 ml 40 ml
FCS 2 ml 10 ml
Antibiyotik 10 ul 50 ul
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Cizelge 2.2.7.3. Beta-Merkaptoetanol Soliisyonu.

10 ml
M-199 10 ml
BME 7 ul
Cizelge 2.2.7.4. Kiiltiir medyumu.
10 ml 50 ml
M-199 7,9 ml 39,5 ml
BME 100 pl 500 ul
FCS 2 ml 10 ml
Antibiyotik 10 pl 50 pl
Cizelge 2.2.7.5. Sukroz soliisyonlar1.
Sukroz soliisyonu mD-PBS Sukroz
0,5M 50 ml 8,5575 g
0,25 M 50 ml 42787 g

2.3. istatistik Analizler

Bu ¢alismada, ¢ozdiiriilen embriyolarin 24. | 48. ve 72. saatler arasindaki
viyabilitelerinin karsilastirilmasi; Grade 1 ve Grade 2 kalitede olan ¢ozdiiriilmiis
embriyolarin 24. , 48. ve 72. saatler arasindaki yasama oranlarinin karsilastirilmasi
ve c¢Ozdirilen embriyolarin gelisim donemlerine gore morula ve blastosist
asamasindaki embriyolarin 24. , 48. ve 72. saatler arasindaki yasama oranlarmin
karsilagtirilmas: i¢in Minitab 12.0 paket programinda Mann-Whitney U testi
kullanilarak degerlendirildi. Istatistiki test uygulanirken ¢ozdiiriilen embriyolarda
canli olarak degerlendirilen embriyolar 2 rakamu ile, 6lii embriyolar ise 1 rakamu ile

ifade edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ostrus Senkronizasyon Bulgular

Onbir giin siireyle vaginada tutulan siingerlerin ¢ikartilmasmi takiben 24.
saatte tiim hayvanlari Ostrus gosterdigi tespit edildi. Birinci ve ikinci sezonda da

hayvanlarin 6strus gosterme orani %100 olarak belirlendi.

3.2. Siiperovulasyon Bulgularn

Birinci sezonda kullanilan 15 keg¢inin ovaryum cevaplarinda 4 ve 4’ten ¢ok
CL bulunan keg¢i sayis1 (siiperovulasyona cevap veren ke¢i sayisi), 14 olarak

belirlendi.

Stiperovulasyon orani; Toplam CL sayisi/Toplam Hayvan Sayist X 100

formiilii ile tespit edildi (Cizelge 3.2.1).

15 keg¢inin 4’iinde erken luteal regresyon (ELR) ile karsilasildi ve bu

kecilerde uterus yikamasi yapilmadi.

ELR orani; ELR gosteren hayvan sayisy/Toplam hayvan sayis1t X 100 formiilii
ile bulundu (Cizelge 3.2.2).

Ikinci sezonda kullanilan 13 keginin 11’inin ovaryumlarinda 4 ve 4’ten ¢ok
CL sayist belirlendi ve ayni formiil kullamilarak siiperovulasyon gdsterme orani
belirlendi (Cizelge 3.2.1). 13 kecinin 2’sinde ELR tespit edildi, ELR oranm1 da ayni

formiil ile belirlendi. Bu oran Cizelge 3.2.2” de gosterildi.

Cizelge 3.2.1. Birinci ve ikinci sezonda kullanilan hayvanlarin
siiperovulasyon oranlari.

Hayvan Siiperovulasyona Toplam CL Siiperovulasyon
Sayisi Cevap Veren Sayisi Oram
(n) Hayvan Sayis1 (%)
1.Sezon 15 14 135 %93.3
2.Sezon 13 11 119 %84,6
Toplam 28 25 254 %389,3
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Cizelge 3.2.2. Birinci ve ikinci sezonda kullanilan hayvanlarin erken luteal
regresyon oranlar.

Hayvan Sayisi ELR Goriilen ELR Oram
(n) Hayvan Sayis1 (%)
1.Sezon 15 4 %26.6
2.Sezon 13 2 %15.4
Toplam 28 6 %21,4

3.3. Embriyolarin Degerlendirilme Bulgular

Birinci sezonda laparotomi ile uterus yikamasi gerceklestirilen 11 kecide
toplam 135 adet CL oldugu belirlendi ve yikamalar sonrasi Stereo-mikroskopta
incelenen yikantilardan gelisim asamalarima ve morfolojik yapilarina gore
smiflandirilan toplam 81 adet hiicre toplandi. Bunlardan 22 adedi UFO, 11 adedi
dejenere embriyo ve 48 adedi ise dondurulabilir embriyo olarak degerlendirildi.

Kirksekiz adet embriyo vitrifikasyon yontemi ile donduruldu.

Ikinci sezonda elde edilen toplam CL sayis1 119, bulunan hiicre sayis1 da 89
olarak belirlendi. Bulunan hiicrelerden 23 adedi UFO (Resim 3.3.1), 13 adedi
dejenere embriyo (Resim 3.3.2), 53 adedi ise dondurulabilir embriyo olarak
degerlendirildi. Bu sezonda ¢alismaya alinan 53 adet embriyo vitrifikasyon yontemi

kullanilarak donduruldu.
Uterus yikamas1 sonrasinda elde edilen;

Recovery Rate; Toplam elde edilen (bulunan) hiicre sayisi/Sayilan toplam CL
sayist X 100 formiilii ile tespit edildi (Cizelge 3.3.1).

Embriyo Orani; Bulunan dejenere embriyo sayis1 + dejenere olmayan

(dondurulabilir) embriyo sayisi/Toplam elde edilen (bulunan) hiicre sayis1 X 100

formiilii ile belirlendi ve bu oranlar Cizelge 3.3.1° de gosterildi.
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Cizelge 3.3.1. Birinci ve ikinci sezonda elde edilen toplam CL sayis1, bulunan
hiirce sayist (UFO + dejenere embriyo + dondurulabilir embriyo), recovery rate ve
elde edilen embriyo orani.

Toplam Bulunan Recovery UFO Dejenere Dondurulabilir Elde Edilen

CL Hiicre Rate Sayisi Embriyo Embriyo Embriyo
Sayisi Sayisi (%) Sayisi Sayisi Oram (%)
1.Sezon 135 81 %60 22 11 48 %72,83
2.Sezon 119 89 %75 23 13 53 %74,15
Toplam 254 170 %67 45 24 101 %73,52

Cizelge 3.3.1° de goriildiigii gibi birinci ve ikinci sezonda uterus yikamalari
sonrasinda toplam 101 adet dondurulabilir embriyo elde edildi. Embriyolarin gelisim
asamalarma gore; 39 unun kompakt morula (Resim 3.3.3), 19’ unun erken blastosist,
32’ sinin blastosist ve 11’ inin ekspanded blastosist (Resim 3.3.4) oldugu belirlendi.
Elde edilen dondurulabilir embriyolarin gelisim asamalarina gore oranlar1 Cizelge

3.3.2’ de verildi.

Cizelge 3.3.2. Elde edilen dondurulabilir embriyolarin gelisim asamalarma
gore oranlar1.

Embriyonun gelisim Sayisi Oranlan
asamasi

Kompakt morula 39 %38,6
Erken blastosist 19 %18.8
Blastosist 32 %31,7
Expanded Blastosist 11 %10,9
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Resim 3.3.1. UFO goriintiisii (Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali1 IVF Laboratuvari, 2011)

Resim 3.3.2. Dejenere embriyo goriintiisii (Selcuk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF Laboratuvari, 2011).
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) Resim 3.3.3. Morula asamasindaki embriyolarin goriintiisii  (Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali IVF
Laboratuvari, 2011).

) Resim 3.3.4. Farkli Blastosist asamasindaki embriyolarin goriintiisii(Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji AnabilimDali IVF
Laboratuvari, 2011).
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Birinci ve ikinci sezonda elde edilen toplam 101 adet dondurulabilir
embriyonun morfolojik yapilarina gore 56 adedinin Grade 1 kalitede, 45 adedinin de
Grade 2 kalitede oldugu belirlendi. Elde edilen embriyolarin morfolojik yapilarma

gore kalite oranlar1 Cizelge 3.3.3” de verildi.

Cizelge 3.3.3. Dondurulabilir embriyolarin morfolojik yapilarina gore kalite
oranlar1.

Embriyonun morfolojik

yapisina gore Kkalitesi Sayisi Oram
Grade 1 56 %655,4
Grade 2 45 %44.6

3.4. Cozdiiriilen Embriyolarin Viyabiliteleri

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢6zdiiriilen 101 adet embriyonun in
vitro ortamda 24. 48. ve 72. saatlerdeki viyabiliteleri karsilastirildiginda; 24. saate
viyabilite gosteren ve gelisimine devam eden 60 adet, 48. saate canli olarak ulasan 34
adet ve 72. saate canli olarak ulasan 26 adet embriyo oldugu tespit edildi (Resim
3.4.1 ve 3.4.2) (Cizelge 3.4.1). Cozdiiriilen embriyolardan in vitro ortamda 24. saatte
41 (% 40,6) adedinin, 48. saatte 67 (% 66,4) adedinin ve 72. saatte ise 75 (% 74,3)
adedinin 6li oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.1). Embriyolarin canlilik oranlar1 24,
48 ve 72. saatte swrastyla % 59,4; % 33,6; % 25,7 olarak belirlendi (Grafik 3.4.1). 24.
saatteki viyabilite oranlarinin (p<0,05) (Cizelge 3.4.2), 48. ve 72. saatteki oranlara
gore daha yiiksek oldugu, embriyolarin 48. ve 72. saatlerde dejenerasyona ugramaya

basladigi belirlendi.

Cizelge 3.4.1. In vitro kiiltiirde 24, 48 ve 72. saatlerdeki canli ve 6lii olan
embriyolarin sayilari ve oranlar1.

In vitro kiiltiir Canli olan embriyo Olii olan embriyo sayisi (n)
(saat) sayisi (n) ve orani (%) ve orani (%)

24, saat 60 41
% 59,4 % 40,6

48. saat 34 67
% 33,6 % 66,4

72. saat 26 75
% 25,7 % 74,3
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Cizelge 3.4.2. Cozdiirlilen embriyolarin in vitro kiiltiirde 24. 48. ve 72.
saatteki viyabilite oranlar1.

24. saat

48. saat 72. saat

2a

1° 1°

a, b: Ayni1 satirdaki farkli harfler istatistiki agidan dnemlidir. p<0,05

2: Canli olan embriyo, 1: Olii olan embriyo

Viyabilite Yiizdesi

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

A
AV
y
I = Viyabilite
g g g

24 .saat 48.saat 72.saat

Saatler

Grafik 3.4.1. Cozdiiriilen embriyolarda viyabilite.
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.
Resim 3.4.1. Cozdiiriilen bir embriyonun 24 (a), 48 (b) ve 72 (c). saatteki

goriintiileri (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali IVF Laboratuvari, 2013).




Resim 3.4.2. Cozdiirilen embriyolarm 24 (a), 48 (b) ve 72 (c). saatteki
gortintiiler (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali IVF Laboratuvari, 2013).
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Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup c¢ozdiiriilen 101 adet embriyonun
gelisim asamalarina gore kiiltiir ortaminda viyabiliteleri degerlendirildiginde, 39 adet
morula agamasindaki embriyonun; in vitro kiiltiirde 24. saatte 20 (% 51,3) adedinin
canli, 19 (% 48,7) adedinin 6lii; 48.saatte 8 (% 20,5) adedinin canli, 31 (% 79,5)
adedinin 6l ve 72. saatte ise 6 (% 15,4) adedinin canli, 33 (% 84,6) adedinin de 6lii
oldugu tespit edildi. Cozdiiriilen 62 adet blastosist asamasindaki embriyonun; 24.
saatte 40 (% 64,5) adedinin canli, 22 (% 35,5) adedinin 0lii; 48.saatte 26 (% 41,9)
adedinin canli, 36 (% 58,1) adedinin 6lii ve 72. saatte ise 20 (% 32,3) adedinin canli,
42 (% 67,7) adedinin de 6li oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.3).

Embriyolarda gelisim asamalarina gore morula ve blastosist donemindeki
embriyolarin 24. 48. ve 72. saatteki viyabilite oranlar1 morula asamasindaki
embriyolar i¢in sirasiyla % 51,3; 20,5; 15,4; blastosist asamasindaki embriyolar
icinse % 64,5; 41,9; 32,3; olarak belirlendi (Grafik 3.4.2). Buna gore blastosist
asamasindaki embriyolarin morula asamasindaki embriyolara gore in vitro kiiltiirde
48. saatteki canlilik oranlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit

edildi (p<0,05) (Cizelge 3.4.4).

Cizelge 3.4.3. In vitro kiiltiirde canli ve &lii olan morula ve blastosist
asamasindaki embriyolarm sayisi ve oranlari.

Embriyolarin in vitro in vitro kiiltiirde canh ve 6lii olan morula ve
kiiltiirdeki durumu ve gelisim blastosist asamasindaki embriyo sayisi ve

asamasi oranlarn
Embriyonun ..
Gelisim asamasi 24, Saat 48. Saat 72. Saat
durumu
Canli 20 (% 51,3) 8 (% 20,5) 6 (% 15,4)
Morula
Oli 19 (% 48,7) 31 (% 79,5) 33 (% 84,6)
Canli 40 (% 64,5) 26 (% 41,9) 20 (% 32,3)
Blastosist
Oli 22 (% 35,5) 36 (% 58,1) 42 (% 67,7)
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Cizelge 3.4.4. Morula ve blastosist donemindeki embriyolarin in vitro
ortamda 24. 48. ve 72. saatteki viyabilite oranlar1.
Embriyonun gelisim

asamasi 24, Saat 48. Saat 72. Saat
Morula 2° 1° 1°
Blastosist 2° 1° 1°
p 0,190 0,003 0,060

a,b: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir. p<0,05

2: Canli olan embriyo, 1: Olii olan embriyo

70,00% -
60,00% -
50,00%

40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00%

B Morula

Blastosit

Viyabilite Yiizdesi

24 48 72
Saat

Grafik 3.4.2. Morula ve blastosist asamasindaki embriyolarin viyabiliteleri.

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢ozdiiriilen 101 adet embriyonun
morfolojik yapilarina gore kiiltliir ortaminda viyabiliteleri degerlendirildiginde, 56
adet Grade 1 kalitedeki embriyonun; in vitro kiiltiirde 24. saatte 44 (% 78,6) adedinin
canli, 12 (% 21,4) adedinin 6lii; 48.saatte 26 (% 46,4) adedinin canli, 30 (% 53,6)
adedinin 6lii ve 72. saatte ise 18 (% 32,1) adedinin canli, 38 (% 67,9) adedinin de 6l
oldugu tespit edildi. Cozdiiriilen 45 adet Grade 2 kalitedeki embriyonun; 24. saatte
16 (% 35,5) adedinin canli, 29 (% 64,5) adedinin 6lii; 48.saatte 8 (% 17,8) adedinin
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canli, 37 (% 82,2) adedinin 6lii ve 72. saatte ise 8 (% 17,8) adedinin canli, 37
(% 82,2) adedinin de 6lii oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.5).

Embriyolarin ¢ozdiiriilmesi sonrast morfolojik yapilarmma gére Grade 1 ve
Grade 2 kalitede olan embriyolardan; Grade 1 kalitede olanlarin 24. 48. ve 72.
saatteki viyabilite oranlar1 sirasiyla % 78,6; 46,4; 32,1 olarak, Grade 2 kalitede
olanlarin ise % 35,5; 17,8; 17,8 oldugu belirlendi (Grafik 3.4.3). Buna gore Grade 1
ve Grade 2 kalitedeki embriyolarmm 24. ve 48. saatteki viyabiliteleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05) oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.6).

Cizelge 3.4.5. In vitro kiiltiirde canli ve &lii olan Grade 1 ve Grade 2
kalitedeki embriyolarin sayis1 ve oranlari.

Embriyolarin in vitro In vitro kiiltiirde canh ve 6lii olan Grade 1
kiiltiirdeki durumu ve ve Grade 2 kalitedeki embriyolarin sayisi
morfolojik yapisina gore kalitesi ve oranlari
Morfolofik
Embriyonun yapisina gore 24. Saat 48. Saat 72. Saat
durumu kalitesi
Canli 44 (% 78,6) 26 (% 46,4) 18 (% 32,1)
Grade 1
Olii 12 (% 21,4) 30 (% 53.6) 38 (% 67,9)
Canli 16 (% 35,5) 8 (%17,8) 8 (%17,8)
Grade 2
Olii 29 (% 64,5) 37 (%82,2) 37 (% 82,2)

Cizelge 3.4.6. Grade 1 ve Grade 2 kalitedeki embriyolarin in vitro ortamda
24. 48. ve 72. saatteki viyabilite oranlari.

Embriyonun kalitesi 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Grade 1 2° 1° 1°
Grade 2 1° 1° 1°

p 0,001 0,003 0,103

a,b: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir. p<0,05

2: Canli olanembriyo, 1: Olii olan embriyo
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Grafik 3.4.3. Grade 1 ve Grade 2 kalitedeki embriyolarin viyabilite oranlari.
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4. TARTISMA

Kecilerde progestagen iceren intravaginal silingerlerin lireme mevsimine
geciste, lireme mevsiminde ve andstrusta yaygin olarak kullanildigi bildirilmektedir.
(Ugar ve Ozyurtlu 2012). Bu amagla kullanilan vaginal siingerlerden biri FGA digeri
ise MAP iceren vaginal siingerlerdir (Flores-Foxworth 2007, Abecia ve ark 2012).
Motlomelo ve ark (2002) tarafindan yapilan ¢alismada FGA (%96,7) veya MAP
(%93,1) 1ile elde edilen Ostrus senkronizasyon cevaplarinda fark olmadigi
belirtilirken, Dogan ve ark (2004)’nin yaptig1 calismada da bu oranlarin FGA
(% 100) ve MAP (% 100) kullanilarak elde edilen strus cevaplari i¢in ayni oldugu
ifade edilmektedir. FGA ve Norgestoment kulak implanti kullanilan baska bir
calismada da, Ostrus gosterme oranlar1 (% 100; 100) arasinda fark olmadigr ifade
edilmektedir (Kilboz ve Karaca 2010). CIDR, FGA ve MAP’m karsilastirildig: diger
bir ¢alismada ise benzer sekilde elde edilen Ostrus senkronizasyon oranlar1 (% 100;
100; 100) ve yavrulama oranlar1 (% 63; 63; 65) arasinda onemli bir fark olmadig1
bildirilmektedir (Romano 2004). Kecilerde yapilan bir senkronizasyon ¢alismasinda;
progesteron (40mg/Alverta, GMPH/16 giin/intravaginal siinger) , PMSG (siinger
cikartilmadan 2 giin 6nce 300 IU) ve c¢ift doz PGF,a, uygulamalarmin
karsilagtirilmasinda senkronizasyon oranlarinin sirasiyla %100; 77,7; 70 olarak

bulundugu belirtilmektedir (Ahmed ve ark 1998).

Sadece FGA’ nin kullanildig1 sunulan bu ¢aligmada; FGA iceren intravaginal
siingerlerin ¢ikartilmasindan sonraki 24. saatte tiim hayvanlarda (%100) Ostrus
belirtileri gozlemlendi. Bu oran, kegilerde senkronizasyon amaciyla FGA ve MAP’
m karsilastirildigi Motlomelo ve ark (2002) ile Dogan ve ark (2004)’ nin
calismalarinda FGA ile elde edilen Ostrus gosterme oranlar1 (sirasiyla % 96,7; 100)
ve Romano (2004) tarafindan CIDR, FGA ve MAP’ 1, ayrica Kilboz ve Karaca
(2010) tarafindan da FGA ve Norgestomet kulak implantmin karsilastirildig:
calismalarda da FGA ile elde edilen oran (%100) ile benzerlik gdstermektedir.
Sunulan c¢alismada elde edilen bu sonuca gore; kecilerde Ostrus senkronizasyonu
uygulamalarinda FGA iceren vaginal siingerlerin basariyla kullanilabilecegi kanisina

varildi

Kecilerde  sliperovulasyon  amaciyla  gonadotropik  hormonlardan

yaralanilmaktadir (Flores-Foxworth 2007, Amiridis ve Cseh 2012). Bu hormonlarin

58



baslicalari; FSH, eCG, hMG’ dir (Aminoor Rahman ve ark 2008). FSH ve eCG ile
elde edilen siiperovulasyon cevaplarmin karsilastirildigit bir c¢alismada FSH
(77,8€2,7) ile elde edilen ovaryum cevaplarinin, eCG (14,3+2,2)’ den 6nemli oranda
daha iyi oldugu belirtilmektedir (Hu ve ark 2010). Bir gruba sadece FSH-P ve diger
gruba FSH + eCG uygulanarak yapilan bir bagka siiperovulasyon c¢alismasinda elde
edilen CL sayis1 (12,00+1.1; 9,6742,1), embriyo sayis1 (11,00+1,9; 1,33+0,6) ve
transfer edilebilir embriyo sayist (9,56+1,9; 0,224+0,2) bakimindan FSH grubunun
FSH + eCG grubuna goére daha iistiin oldugu bildirilmektedir (Lehloenya 2013).
FSH-P, FSH-O ve hMQG ile yapilan bir diger ¢alismada ise, FSH-P ve FSH-O ile elde
edilen ovaryumlardaki CL (10,12+0,06; 11,35£1,75) sayisinin hMG (8,02+£2,15)’ ye
gore daha 1yi oldugu ifade edilmektedir (Iheukwumere 2008). FSH-O ile yapilan bir
siiperovulasyon caligmasinda siiperovulasyon oraninin %78,6 oldugu bildirilmektedir
(Gonzalez-Bulnes ve ark 2003). Kecilerde yapilan baska bir ¢alismada da FSH-P
kullanilarak %87,5 oraninda siiperovulasyon cevabi elde edildig ifade edilmektedir

(Greyling ve ark 2002).

Stiperovulasyon amaciyla FSH-P kullanilarak gerceklestirilen bu c¢alismada
siiperovulasyon orant %89,3 olarak belirlendi (Cizelge 3.2.1). Elde edilen bu sonug
Greyling ve ark (2002) tarafindan ayni hormon kullanilarak yapilan ve
siiperovulasyon orant % 87,5 olarak bildirilen ¢alisma ile benzerlik gosterirken,
Gonzalez-Bulnes ve ark (2003) tarafindan FSH-O ile yapilan ve siliperovulasyon
orinmin %78,6 oldugu calismaya gore yliksek bulundu. Bu ¢alismada bulunan
%389,3’ liik oranin Gonzalez-Bulnes ve ark (2003)’ nin % 78,6’ lik sliperovulasyon
oranina gore biraz yliksek bulunmasi; kullanilan gonadotropin preparatindan,
uygulanan FSH’ nin total doz ve siiresinden, ilacin kullanilmaya basladig1 zamandaki
farkliliklardan  kaynaklanmis olabilir. Ayrica yukaridaki arastirmacilardan
siiperovulasyon amaciyla Hu ve ark (2010)’ nin FSH ve eCG’ yi; Lehloenya (2013)’
nin sadece FSH-P ve FSH + eCG’ yi, ITheukwumere (2008)’ nin FSH-P; FSH-O ve
hMG’ yi, karsilastirdigi ¢alismalarda da FSH-P’ nin ovaryum cevaplar1 agisindan
etkin oldugu goriilmektedir. Sunulan ¢aligmada elde edilen siiperovulasyon orani
yapilan diger calismarin sonuglar1 da g6z Oniine alindiginda; kecilerde
siiperovulasyon i¢cin FSH-P’ nin basarili oldugu ve giivenilir bir sekilde

kullanilabilecegi kanisina varildi.
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Kecilerde embriyo transfer programlarinda, corpus Iuteum’un erken
regresyonu (ELR), embriyo transferi uygulamalarinda basariy1 sinirlayan énemli bir
faktor oldugu ve kecilerde ELR goriilme oranmnin % 0-27 arasinda degistigi
bildirilmektedir (Gordon 2004, Gibbons ve Cueto 2011, Paramio ve Izquierdo 2014).
Erken luteal regresyonun olusum nedenleri heniiz a¢ik degildir ancak sonugta elde
edilen embriyolarin diisiik kalitede olmasina ve embriyo elde etme oranlarinda
azalmaya neden oldugu belirtilmektedir (Cognie ve ark 2003). Kegilerde
siiperovulasyon amaciyla FSH, ELR’ yi dnlemek amaciyla da ¢iftlesmeden sonra
FGA kullanilarak yapilan calismalarda; ELR oranini, FGA sonrasi ELR oranni,
transfer edilebilir embriyo oranin1 ve FGA sonrasindaki embriyo oranmi sirasiyla
Cervantes ve ark (2007) % 23,5; % 53,5; 1,16%1,3; 4,5+0,8; Espinosa-Marquez ve
ark (2004) % 61,5; % 83,3; 0,1+0,1; 5,7+1,6 olarak elde ettiklerini bildirmektedirler.
PMSG ile yapilan bagka bir siiperovulasyon g¢alismasinda; Ostrus baslangicindan 84
saat sonra kegilere uygulanan hCG ve GnRH ile ELR oranlarmin kontrol grubunda
%57,5; hCG grubunda %0 ve GnRH grubunda %37,5 oldugu belirtilmektedir
(Saharrea ve ark 1998).

Sunulan calismada ise FSH kullanilmasina ragmen ELR oranm1 %21,4 olarak
elde edildi (Cizelge 3.2.2) ve bu oranin kegilerde ELR i¢in bildirilen (Gordon 2004,
Gibbons ve Cueto 2011, Paramio ve [zquierdo 2014) kabul edilebilir (%0-27) sinirlar
arasinda oldugu goriildii. Calismada normal oranlar arasinda olsa da ELR ile
karsilagilmasinin nedenlerinin; ¢alismanin baslangicinda siiperovulasyon uygulama
girisimlerinden Once; kegilerin o andaki ovaryum durumlarmin degerlendirilmesinin
yapilmamasia bagh olabilecegi ve gonadotropin uygulamalari sonrasinda gelisen ve
ovule olmayan biiyiik follikiillerden salgilanan Ostrojenik etkiden kaynaklanmig
olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada elde edilen ELR oranmi (%21,4); Cervantes
ve ark (2007)’nin yaptig1 ¢alismadaki sonuclar (%23,5) ile paralellik gosterirken;
Saharrea ve ark (1998)’ nin yaptig1 ¢alismada elde ettigi orandan (%61,5) diisiik
oldugu goriilmektedir. Erken luteal regresyon oraninin Saharrea ve ark (1998)’ nin
calismasina gore diisik bulunmasinin nedeninin, siiperovulasyon amaciyla eCG

hormonunun kullanmis olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Kegilerde embriyolarin elde edilme islemi siiperovulasyon uygulamasi ile

dogal asim ya da suni tohumlama sonrasi 6-8. giinde uterus kornularinin bir vasat
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yardimiyla yikanmasi araciligi ile olmaktadir (Paramio 2010, Paramio ve Izquierdo
2014). Kecgilerde uterus yikamasi laparotomik, laparoskopik ya da servikal
yontemlerden biri kullanilarak uygulanmaktadir (Paramio 2010, Guerra ve ark 2011,
Edmondson ve ark 2012). Uygulanan bu yontemler ile embriyolarin kazanim
oranlarmin %50-80 arasinda degisebilecegi bildirilmektedir (Flores-Foxworth 2007).
Kegilerde sezon i¢i yapilan bir siiperovulasyon ¢aligmasinda laparatomi ile embriyo
elde etme oraninin %57-69 oldugu belirtilmektedir (Lehloenya ve Greyling 2010b).
Laparotomi kullanilarak Gonzalez-Bulnes ve ark (2003) tarafindan yapilan
siiperovulasyon c¢aligmasi sonrasinda bu oranin %71,9 oldugu; Heidra ve ark (2010)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada da bu oranin %78,8 oldugu bildirilmektedir.
Baska bir sliperovulasyon ve embriyo transfer calismasinda laparotomi ile uterus
kornularmin yikanmasi ile elde edilen embriyo kazanim oraninin %80-94 olarak
ifade edilmektedir (Greyling ve ark 2002). Iheukwumere (2008) tarafindan
laparotomi yontemi kullanilarak ovidukt yikamasi yapilan bir ¢alismada ise oranlarin

% 85,2-88,5 oldugu belirtilmektedir.

Sunulan bu ¢aligmada embriyolar, kecilere laparotomi yapilarak her bir
kornunun ayr1 ayr1 yikanmasiyla elde edildi ve recovery rate ilk sezonda %60 ve
ikinci sezonda ise %75 olarak belirlendi (Cizelge 3.3.1). Elde edilen bu oranin
Lehloenya ve Greyling (2010b)’ in elde etmis oldugu %357-69° luk embriyo elde
etme oranityla paralellik gosterdigi goriildii. Sunulan ¢aligmada embriyo elde etme

oraninin literatiir bilgiler 15181nda kabul edilebilir bir oranda oldugu belirlendi.

Menchaca ve ark (2007) tarafindan FSH ile yapilan siiperovulasyon
calismasinda Day 0 protokolii ile geleneksel protokol karsilastirilmis ve elde edilen
embriyo oranlar1 swrasiyla sezon i¢i %83, %77; sezon dis1 %80, %76 olarak
bildirilmistir. Lehloenya ve Greyling (2010b) tarafindan CIDR ve FSH ile yapilan
siiperovulasyon calismasinda ise, embriyo orami %83,3 olarak bildirilmektedir.
FSH’nin kas i¢i ve deri alt1 uygulamasi ile yapilan ¢alismada ise embriyo oranlarinin
%87,6; %98.,4 olarak bulundugu ifade edilmektedir (Lehloenya ve Greyling 2009).
Sunulan caliymada embriyo oram1 %73,52 olarak bulundu (Cizelge 3.3.1). Elde

edilen sonuclarin yapilan ¢aligmalar ile paralellik gosterdigi belirlendi.

Embriyonun elde edilmesi i¢in uygulanmasi gereken teknik, embriyolarin

elde edilecegi gline bagh olarak degismektedir. Embriyolarin elde edilmesi en erken
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ciftlesmeden sonraki birinci giin, en gec ciftlesmeden sonraki 7-8. giinlerde
yapilmaktadir (Flores-Foxworth 2007). Kecilerde yapilan bir ¢alismada;
ciftlesmeden sonraki 6. giinde yapilan uterus yikamasi sonrasinda 8 verici hayvandan
toplam 46 adet hiicre toplandig1 bunlari 24’ iintin morula (%52,2), 2’ sinin blastosist
(%4,3) ve 20’ sinin (%43,5) UFO ve dejenere embriyo oldugu bildirilmektedir
(Sapundzhiev 2008). Sunulan c¢aligmada; 22 verici hayvandan 170 adet hiicre
toplandi, bunlardan 39’ u (%23) morula, 62’ si (%36) blastosist ve 69’ u (%40,6)
UFO ve dejenere embriyo (Cizelge 3.3.1 ve 3.3.2) olarak degerlendirildi. Calismada
dejenere embriyo ve UFO oranlar1 Sapundzhiev (2008)’ in ¢alismasi ile paralellik
gosterirken, morula ve blastosist oranlarindaki farkliliklarin embriyolarin toplanma

glinliniin farkli (7. giin) olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniildi.

Boer ve Indigenous ki kecilerde Greyling ve ark (2002) tarafindan yapilan
siiperovulasyon ve embriyo transferi calismasinda Boer wkindan alman kaliteli
embriyo (Grade 1+ Grade 2) oranlarinin % 97, Indigenous wkinda almanlarm % 64
oldugu ifade edilmektedir. [heukwumere (2008) ise FSH-P kullanarak % 42,9 Grade
1 ve % 14,3 Grade 2 embriyo; FSH-O kullanarak % 41,7 Grade 1 ve % 25 oraninda
Grade 2 embriyo elde ettigini bildirmektedir. Sunulan ¢alismada ise siiperovulasyon
uygulamalar1 i¢in FSH-P kullanilarak %80,8 Grade 1 ve Grade 2 kalitede embriyo ve
% 19,2 dejenere embriyo elde edildi. Sunulan calismada Grade 1 ve Grade 2
kalitedeki embriyolarin birlikte oranlar1 goz oniine alindiginda elde edilen % 80,8’
lik oran Greyling ve ark (2002)’ nin bildirdigi Boer wki kegilerdeki % 97’ lik
orandan biraz diisiik; Indigenous ki1 kegilerdeki % 64’ liikk orandan ise biraz yiiksek

bulunmustur.

Embriyolarm  dondurulmasinda  geleneksel dondurma tekniklerinde
cogunlukla gliserol, etilen glikol, propanediol gibi tek kriyoprotektan madde
kullanilirken; hizli dondurma ya da vitrifikasyonda ise kriyoprotektanlar gliserol ve
etilen glikol, gliserol ve propanediol seklinde kombinasyonlar yapilarak
kullanilmaktadir (Palasz ve Mapletoft 1996, Prentice ve Anzar 2011). Rao ve ark
(1988), keg¢i embriyolarinda hizli dondurma c¢ozdiirme sonrasi gliserol ile %69
DMSO ile %79 oraninda basar1 elde ettiklerini bildirmektedirler. Keci
embriyolarmmim dondurulmasinda gliserol, etilen glikol ve DMSO’nun 3 agsamal: artan

konsantrasyonlar1 kullanilan bir ¢alismada; ¢6zdiirmeden sonra in vitro kiiltiirde 48.
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saatte yasama oranlar1 karsilastrildiginda morula agsamasindaki embriyolar i¢in etilen
glikoliin; DMSO ve gliserole gore daha yiiksek, blastosist asamasindaki embriyolar
icinse gliserol’ {in digerlerine gore daha yliksek bulundugu ifade edilmektedir (Fieni
ve ark 1995). Ekspanded blastosist asamasindaki kec¢i embriyolar1 iizerine farkli
kriyoprotektanlarin kullanildig1 bir vitrifikasyon ¢alismasinda ise %16,5 EG + %16,5
DMSO ile dondurulup ¢6zdiiriilen embriyolarin 24. saatte kiiltiir ortaminda yasama
oran1 % 90,2 (51/46); %20 EG + %20 DMSO kullanilarak elde edilen oran % 83,5
(73/61); %12,5 EG + %12,5 DMSO + %8 1,3 butanediol ile elde edilen oran ise %
64,7 (34/22) olarak belirtilmektedir (Huang ve ark 2006).

Morula ve blastosist agamasinda bulunan embriyolarin kullanildigi; sunulan
arastirmada VS1’ de %20 EG; VS2’ de %20 EG + %10 G; VS3’ de %25 EG + %25
G kullanilarak vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢ozdiiriilen 101 adet embriyonun
24. saate 60 (%59,4), 48. saate 34 (%33,6) ve 72. saate 26 (%25,7) adedinin canh
oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.1) ve 24. saatteki viyabilite oranlarinin (p<0,05) da
48. ve 72. saatteki oranlara gore daha iy1 oldugu, embriyolar 48. ve 72. saatlerde
dejenerasyona ugramaya basladigi belirlendi (Cizelge 3.4.2). Elde edilen bu sonucun,
Huang ve ark (2006)’ nin elde etmis oldugu 24. saatteki viyabilite oranlarina gore
daha diisik oldugu gorilmektedir. Bunun nedeni; ¢alismalarda kullanilan
kriyoprotektanlarin  aynt olmamasi, dondurulan embriyolarm farkli gelisim
asamasinda olmasi, dondurma srrasinda embriyolarin ekilibrasyon ve vitrifikasyon
soliisyonlar1 icerisinde bekleme siirelerinin farkli olmast ve embriyolarin
payetlenmesi sirasinda payet igerisinde embriyonun i¢inde bulundugu vitrifikasyon

soliisyonu voliimiiniin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Vitrifikasyon uygulamalar1 i¢in embriyonun en uygun gelisme doneminin
blastosist asamasi oldugu bildirilmektedir (Holtz 2005, Gama ve Bressan 2011,
Morato ve ark 2011). In vitro {iretilmis embriyolarin da dondurma sonrasi yasama
oranlarmin embriyonun gliniinden ¢ok embriyonun gelisim asamasi ile baglantili
oldugu bildirilmektedir. Slow freezing, rapid freezing ya da vitrifikasyon yontemi ile
dondurulan embriyolarin yasama oranlarinda blastosistlerin morulalara gore daha iyi
oldugu ifade edilmektedir (Palasz ve Mapletoft 1996). Etilen glikol ve gliserol ile
vitrifiye edilen ke¢i embriyolarinin kiiltiir ortaminda 48. saatte etilen glikol

grubundaki morulalarda yasama oranmin % 23, blastosistlerde % 45; gliserol
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grubunda ise % 0; % 35 olarak bulundugu ifade edilmektedir (Gal ve ark 1993).
Martemucci ve D’Alessandro (2013), etilen glikol ve gliseroliin artan
konsantrasyonlarinin kullanildigi {i¢ asamali yontem ile vitrifikasyon uygulanan ve
cozdiiriilen in vivo iiretilen ke¢i embriyolarinda ¢ozdiirme sonrasi blastosistlerin
canlilik yiizdesi % 77,4 (24/31) iken morulalarda % 66,6 (10/15) olarak bulduklarini
ve vitrifikasyon sonrasi transferde gebelik oranm ise % 70 (7/10) oldugunu
belirtmektedirler. Huang ve ark (2006), %16,5 EG + %16,5 DMSO kullanarak
dondurduklar1 morulalarin ¢6zdiirme sonrasi kiiltiirde 24. saatte %80 (16/20),
blastosistlerde ise %88,8 (16/18) yasama orani tespit ettiklerini ifade etmektedirler.
Morato ve ark (2011), tarafindan yapilan ¢aligmada in vitro elde edilen blastosistlerin
EG ve DMSO ile vitrifikasyonundan sonra ¢ozdiirmelerini takiben 3. saatte yasama
oran1 % 44,4; 20. saate % 40,7 olarak bildirilmektedir. Gibbons ve ark (2011), EG ve
gliserol ile vitrifikasyon ve ¢ozdiirme sonrasi transfer edilebilir morula oranint %80,
elde edilen gebelik oranin1 %0, blastosist oranin1 %100, gebelik oranini %63,6 olarak
belirtmektedir. Yapilan bir caligmada blastosistlerin taze transfer, slow-freezing ve
vitrifikasyondan sonra transferdeki gebelik oranlarmin sirasiyla %85,7; %50; %37,5
ve embriyo yasama oranlarmin sirasiyla %35,7; %25; %31,3 olarak bildirilmektedir

(Lehloenya ve Greyling 2010a).

Sunulan arastirmada morula ve blastosist donemindeki embriyolarm 24. 48.
ve 72. saatteki viyabilite oranlar1 morulalar i¢in swrasiyla %51,3; 20,5; 15.4;
blastosistler i¢in %64,5; 41,9; 32,3 olarak belirlendi (Cizelge 3.4.3). Buna gore
blastosistlerin morulalara gore 48. saatteki canlilik oranlar1 karsilastirildiginda
aralarinda onemli fark oldugu tespit edildi (p<0,05) (Cizelge 3.4.4). Elde edilen
sonuglara gore vitrfikasyon yontemiyle embriyolarin dondurulup ¢6zdiiriilmesinde
blastosistlerin daha basarili oldugu ve Onceki g¢aligmalarla paralellik gosterdigi
belirlendi. Cozdirme sonrasi elde edilen canli blastosistlerin transfer iglemi
gerceklestirilmemesine karsin; calismada in vitro kiiltiir sonuglarina gore ¢6zdiirme
sonrast ke¢i embriyolarinda blastosistler ile yapilacak transferlerle gebelik i¢in

basarili sonuglar alinabilecegi diistiniildii.

Vitrifikasyon yontemi ile dondurma sirasinda inek, koyun ve ke¢i embriyolari
icin Dblastosist ve ekspanded blastosist asamasindaki embriyolarm morula

asamasindaki embriyolara gore daha basarili sonuglar elde edildigi bildirilmektedir

64



(Huang ve ark 2006). Elde edilen sonuglara gore; blastosist asamasindaki
embriyolarin  ¢ozdiirme sonrasindaki viyabilitelerinin  morula asamasindaki
embriyolarin viyabilite oranlarma gore daha yiikksek ¢ikmasinin nedenleri;
embriyolarin blastosel boslugunun formasyonundan sonra hiicre membranlarinin
osmotik ve toksik strese karsi daha direncli olmalar1 seklinde agiklanabilir. Blastosel
formasyonu sirasinda kriyoprotektanlarin aktif transport mekanizmalarinin daha fazla
olmasma bagl olabilir. Diger bir yandan embriyolarmn canlilik oranmi iizerinde
blastomer biiyiikliigiindeki farkliliklarin da rol alabilecegi; kompakt morula
hiicrelerinin blastosist hiicrelerinden biraz daha biiylik olmasi1 sebebiyle gegirgen
kriyoprotektanlarin ayrilmasi sirasinda osmotik strese karst morulalarin daha duyarli

hale gelmelerine neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Embriyolarin  kalitesi, embriyolarm  morfolojik  biitiinliigline  goére
smiflandirilmaktadir. Morfolojik siniflandirma embriyonun yapisi, sitoplazmanin
dansitesi, rengi ve dejenere bolge oranlari 1°den 4’e¢ kadar derecelendirilerek
yapilmaktadir (Kaymaz 2012). Gradel (¢ok iyi) ve 2 (iyi) kalitedeki embriyolar
embriyo transferi (ET) ya da dondurma yapilabilecegi, Grade 3 (sagliksiz) kalitede
olanlarin ise Kkiiltiir sonras1 ET ya da dondurma yapilabilecegi bildirilmektedir
(Tekeli 2005, Kaymaz 2012). Sunulan c¢alismada ise morfolojik yapilarina goére
Grade 1 ve Grade 2 kalitedeki ¢ozdiiriilen embriyolarin; Grade 1 kalitede olanlarin
24. 48. ve 72. saatteki viyabilite oranlar1 sirasiyla %78,6; 46,4; 32,1 olarak, Grade 2
kalitede olanlar ise %35,5; 17,8; 17,8 olarak belirlendi (Cizelge 3.4.5). Buna gore
Grade 1 ve 2 kalitedeki embriyolarin 24. ve 48. saatteki viyabiliteleri arasinda

istatistiksel acidan 6nemli fark (p<0,05) oldugu tespit edildi (Cizelge 3.4.6).
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5. SONUC ve ONERILER

Saanen ki kegilerin gen kaynaginin saklanarak korunmasia katki saglamak
amaciyla, lreme sezonunda bulunan Saanen wki kecilerde, siliperovulasyon
uygulamalasi ardindan, kornu uterilerin yikanmasiyla elde edilen embriyolarin kalite
degerlendirmesi sonrasi vitrifikasyon yontemiyle dondurulmasi ve sonrasinda

cozdiiriilmelerini takiben viyabilitelerinin degerlendirildigi bu tez caligmasinda;

- Saanen 1rk1 kegilerde; senkronizasyon amaciyla FGA’nin ve embriyolarin in
vivo Uretiminde siiperovulasyon amaciyla FSH’nin basarili  bir sekilde

kullanilabilecegi,

- Tercih edilen laparatomi operasyonu ile, embriyolarin uterus kornularmin
tim kornu boyunca sorunsuz bir sekilde yikanarak basarili bir sekilde elde

edilebilecegi,

- Ciftlesmeyi izleyen 7. giinde yapilan uterus yikamasi ile daha yiiksek

oranda blastosist evresinde embriyo elde edilebilecegi,

- In vivo olarak elde edilen kegi embriyolarinm; etilen glikol ve gliseroliin
artan konsantrasyonlar1 kullanilarak dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sonrasindaki ilk

24 saatin embriyonun viyabilitesi i¢in dnemli bir siire oldugu,

- In vivo elde edilen ve vitrifikasyon ydntemi ile dondurulan kegi
embriyolarinin, ¢ézdlirme ve in vitro kiiltlirleri sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerdeki
viyabilite degerlendirmelerine gore, dondurma sirasinda embriyonun o anki gelisim

asamasinin ve kalitesinin 6nemli bir rol oynadigi belirlendi.

Sonug olarak; Saanen ki kegilerde in vivo olarak elde edilen embriyolarin
dondurulmasi i¢in vitrifikasyon yonteminin tercih edilmesi halinde, ¢0zdiirme
sonras1 viyabiliteleri esas alinarak, dondurulacak embriyonun gelisim asamasina ve
kalitesine gore se¢ilmesi ve secilecek embriyo kalitesinin Grade 1 (¢ok iyi/iyi) ve

gelisim agamasinin da blastosist olmas1 gerektigi onerilmektedir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Saanen Kecilerinde Embriyolarin Vitrifikasyon Yontemi ile Dondurulmas:

Ayse Merve KOSE

Dogum ve Jinekoloji (Vet) Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2014

Sunulan tez ¢alismasinda iireme sezonu iginde bulunan Saanen kegilerinde siiperovulasyon
sonrasi elde edilen ve vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢6zdiiriilen embriyolarin viyabilitelerinin
degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Calismanin hayvan materyalini, saglikli ve fertil, 2-3 yas araliginda 15 bag Saaanen irki kegi
ve 2 teke olusturdu. Hayvanlara FGA igeren siingerler intravaginal olarak 11 giin siireyle uygulandi.
Stinger uygulamasinin 9. giiniinden itibaren siiperovulasyon amaciyla 3 giin siireyle azalan dozlarda
(2,5;1,5;1ml) sabah/aksam olmak iizere toplam 200 mg FSH kas i¢i enjeksiyon seklinde uyguland. ik
FSH enjeksiyonu ile birilkte 2,2 ml PGF,a IM olarak uygulandi. Onbirinci giin intravaginal siingerler
cikartildi ve 12. giin sabah 2 ml GnRH IM olarak uygulandi. Gonadotropin salinim hormonunun
uygulamasindan 4 saat sonra kegilere giinde iki kez dogal asim yaptirildi. Embriyolarin toplanmasi
i¢in ilk agimi izleyen 7. glinde uterus yikamasi yapildi. Uterus yikama islemi laparotomi yontemi
uygulanarak gerceklestirildi. Elde edilen embriyolar mikroskop altinda incelendikten sonra gelisim
asamalarma ve morfolojik yapilarina gore smiflandirildi. Elde edilen Grade 1 ve Grade 2 kalitedeki
embriyolar vitrifikasyon yontemi ile donduruldu. Vitrifikasyon islemi sirasinda ekilibrasyon
soliisyonu olarak VS;; %20 EG ve VS;; %20 EG+ %10 G, vitrifikasyon soliisyonu olarak VS;; %25
EG + %25 G kullanildi. Embriyolar VS; ve VS,’ de 5 dk ve VS;’de 30 sn bekletilip sivi azotta
donduruldu. Embriyolar 0,5 M ve 0,25 M’ lik sukroz soliisyonlarinda ve ardindan m-DPS
soliisyonlarinda 5’ er dk bekletilerek ¢ozdiiriildi. Daha sonra kiiltiir medyumuna alinan embriyolar
viyabilitelerinin takibi i¢in %5 CO, inkubatériine alindi.

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢ozdiiriilen 101 adet embriyonun in vitro ortamda 24.
48. ve 72. saatlerindeki viyabiliteleri sirastyla %59,4; %33,6; %25,7 olarak belirlendi. 24. saatteki
viyabilite oranlarmin (p<0,05), 48. ve 72. saatteki oranlara gore daha yiiksek oldugu tespit edildi.
Gelisim asamalarina gére morula ve blastosist donemindeki embriyolarin 24. 48. ve 72. saatteki
viyabilite oranlar1 morula asamasindaki embriyolar i¢in sirasiyla %51,3; 20,5; 15,4; blastosist
asamasindaki embriyolar icinse %064,5; 41,9; 32,3; olarak belirlendi. Blastosist ve morula
asamasindaki embriyolarin 48. saatteki canlilik oranlar1 arasinda 6nemli fark oldugu belirlendi
(p<0,05). Grade 1 kalitede olan embriyolarin 24. 48. ve 72. saatteki viyabiliteleri sirasiyla %78,6;
46,4; 32,1; Grade 2 kalitede olanlarin ise %35,5; 17,8; 17,8 olarak belirlendi. Grade 1 ve Grade 2
kalitedeki embriyolarin 24. ve 48. saatteki viyabiliteleri arasinda istatistiksel onem (p<0,05) oldugu
tespit edildi.

Sonug olarak; Saanen 1rki kegilerde in vivo olarak elde edilen embriyolarin dondurulmasi igin
vitrifikasyon yonteminin tercih edilmesi halinde, ¢dzdiirme sonrasi viyabiliteleri esas alinarak,
dondurulacak embriyonun gelisim asamasina ve kalitesine gore secilmesi ve secilecek embriyo
kalitesinin Grade 1 (gok iyi/iyi) ve gelisim asamasimin da blastosist olmasi gerektigi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Dondurma; Embriyo; Saanen kegisi; Vitrifikasyon.
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7. SUMMARY

Freezing of embryos by vitrification method in Saanen Goats

In this thesis, viability of freeze-thawed embryos by vitrification following superovulation is
aimed in Saanen goats in breeding season.

Material of the study was 2 to 3 years old healthy and fertile 15 Saanen goats and two male.
Sponges containing FGA was applied to the animals via intravaginal for 11 days. Total of 200mg FSH
injected with decreasing dosages twice in day during three days for superovulation was applied by IM
starting 9™ day. With first FSH injection, 2,2 ml PGF,o was applied by IM. Intravaginal sponges were
removed on 11" day and 2 ml GnRH was applied on 12" day. Four hours after GnRH injection,
natural mating was allowed twice a day. For optaining embryos, following first mating uterine
flushing was done on 7" day. Uterine washing process was performed by laparotomy. After
microscope examined, obtained embryos was classified according to morphological structure and
development stage. Grade 1 and 2 embryos were freezed by vitrification method. During vitrification
process, as equilibration solution VS;; 20% EG and VS,; 20% EG+ 10% G, as vitrification solution
VS;; 25% EG + 25% G were used. Embryos waiting 5 min in VS; and VS, and 30 sec in VS; was
freezed in liquid nitrogen. Embryos waiting in 0,5 M and 0,25 M sucrose and then in m-DPS solution
5 minutes was thawed. For the tracking of viability, embryos were taken in 5% CO2 incubator in
culture medium.

Embryos (n=101) freze-thawed by vitrification of viabilities at 24™ 48" and 72™ hours in
invitro environment respectively was determined as 59,4%; 33,6%; 25,7%. It was detected that
viability rates at 24™ hour were greater (p<0,05) then at 48" and 72" hours. According to development
stage, viability rates at 24" 48" and 72™ hours of embryos in morula and blastocyst period was
respectively determined as 51,3%; 20,5%; 15,4% for embryos in morula period; also was determined
as 64,5%; 41,9%; 32,3% for embryos in blastosist period. Viability rates at 48" hours in embryos at
blastocyst and morula stage was important (p<0.05).

Embryos viability rates at 24" 48™ and 72™ hours of Grade 1 embryos were as 78,6%;
46,4%; 32,1%, and that of Grade 2 were 35,5%; 17,8%; 17,8% respectively. Viability in 24" and 48"
hours of embryos at Grade 1 and Grade 2 was statistically significant (p<0,05).

In conclusion; in case of prefering vitrification method to freze in vivo produced embryos in
Saanen goats;, based on viability after thawing 1) embryos needs to be selected regarding
developmental stages and quality and 2) embryo to be selected should be grade I in quality and
blastocyst development.

Key words: Embryos; Freezing; Saanen goats; Vitrification.
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Tevfik TEKEL] mmafindan sonufan “Saanen Kegilerinde Embriyolarm Vitrifikasyon
Youtemiyle Dondurulmas:” isimli tez projesi degerlendirilmigtir,

Projede, Gzel bir islemmeden temin edilen 15 disi. 2 erkek Saanen itk kel kullamlacags,
kegilerden stiperovalasyon progranil sonucu uterus wvikamasi ke embrivelann eide
edifecegi. vitrifikasyon yomemiyle dendurulacafs. dabn sonra gdzdiiriilerek canlilik
degerlendirilmesi yapilacady, hayven kullamm siiresinin 13 ay olacafy arustirmanm 14 ay
sitrdliriifecegi bildirilmektedir.

Basvurnda, Seluk Universitesi Veteriner Fakilltesi Etik Kuwul ?ﬁn»:rgesi_ itkelerine
uytliugund, projenin hayvan kullanm etifi agisindan “Usgun olduguna® oy birligi ile
kardr veritmistir,
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10. OZGECMIS

Konya Ili, Cumra Ilge’sinde 1985 yilinda dogdu. ilk ve orta &grenimini
Merkez Atatiirk Ilkokulu (1991-1995 Cumra/Konya); Inkilap Ilkokulu (1995-1996
Konya) ve Mehmet Akif Ersoy Lisesi (1996-1999 Konya)’nde tamamladi. Lise
ogrenimini Muhittin Giizelkiling Siiper Lisesi (1999-2003, Konya)’ nde tamamladi.
2003 yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni kazand1 ve fakiilteden 2008
yilinda mezun oldu. Ayni1 yil Selguk Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii’'nde
doktora 6grenimine basladi. T.C Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi - TUBITAK
Kamu Arastirmalar1 Grubu (KAMAG) — TUBITAK MAM GMBE biinyesinde ortak
yiirtitiilen Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan Bazilarimin In Vitro
Korunmas1 ve On Molekiiler Tanimlanmasi-1 (TURKHAYNGEN-1, 106G005)
projesinde Nisan 2009 - Agustos 2011 tarihleri arasinda bursiyer olarak ¢alist1. Eyliil
2011 tarihinde Selguk Universitesi Saghk Bilimleri Enstitii kadrosunda birimde
gorevli gorev tipi ile Veteriner Fakiiltesi Klinik Bilimler Bolimii Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak goreve basladi. Halen
Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalinda
Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismaktadir. Evli ve bir cocuk annesidir. Orta derecede

Ingilizce bilmektedir.
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