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DiST KOPEKLERDE INFERTILITE SEBEPLERI

Atakan CORTU!

1. GIRIS

Son yillarda, gerek safkan kopeklerin popiilasyonlarini
artirmak icin, gerekse de hayvan sahiplerinin maddi ve manevi
gerekgelerinden dolay1, kdpeklerde fertilite sorunlarinin ¢oziimii
icin veteriner hekimlerden yardim talebinde artig gézlenmektedir.
Fertilitenin devamliligi, oositin disi lireme kanalindaki fallopi
tiptinde  dollenmesinden, saglikli  bir sekilde dogum
gerceklesinceye kadar uterustaki gelisimine baghidir (Zubair,
Rehman, Sajid, 2014). Gebe kalma ve saglikli bir sekilde
dogumun ger¢eklesmesinde sorun yasanmasi durumuna
infertilite denilmektedir (Dockweiler, Cossic, Donnelly, Gilbert,
Buckles, Cheong, 2017). Disi kopeklerde fertilite oran1 %70-80
araligindadir (England ve Anderton, 1992). Fertilite oran1 3 yash
disi kopeklerde en iist seviyeye ¢ikarken, 7 yas ve iizeri olanlarda
dogan yavru sayisinda belirgin bir azalma gozlenmektedir
(Blythe ve England, 1993). Bununla birlikte, her irkin kendine
0zgii, bir batinda ortalama dogan yavru sayisi oldugu i¢in, bir
hayvani subfertil ya da infertil olarak degerlendirmeden once,
yukarida sozii edilen durumlar ele alinmalidir (Borge, T@nnessen,
Ngdtvedt, Indrebg, 2011). Kopekler; bir batinda ¢ok yavru
doguran tiir varsayildiklarindan, yavru sayisinin az olmasi, yani
subfertilite de infertilite ile birlikte incelenmektedir (Dockweiler,
Cossic, Donnelly, Gilbert, Buckles, Cheong, 2017).
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Disi kopeklerde infertilite birgok faktdre bagli olarak
olusabilmektedir (Zubair, Rehman, Sajid, 2014). Diger tiirlerde
oldugu gibi, disi kopeklerde de infertilite, nedenin yonetimsel,
nonenfeksiydz (konjenital, edinsel ve neoplastik hastaliklar) veya
enfeksiydz olmasina gore kategorize edilebilmektedir (Borge,
Tennessen, Ngdtvedt, Indrebg, 2011).

2. YONETIMSEL SEBEPLER

Hayvan sahipleri kdpeklerini ¢iftlesmesi i¢in erkek kdpek
ile yanlis zamanda bir araya getirebilmekte, ya da zaman
sorunundan dolay1 erkek kopek ile yalnizca 1 kez ciftlesmesine
misaade edebilmektedirler. Bu durum hayvan sahibine baglh
yonetimsel infertilite sebebi olarak bilinmektedir. Tek bir
ciftlesme c¢ogu zaman fertilizasyon i¢in yeterli olsa da,
fertilizasyon basar1 oranini artirmak igin Ostrus siiresince disi
kopegin erkek kopek ile bir arada bulundurulmasinda ve
ciftlestirilmesinde fayda bulunmaktadir. Bunun disinda uygun
ciftlesme zamani; vajinal smear, progesteron Olgiimleri ve
ovaryumlarin ultrasonografik muayenesi ile belirlenebilmekte ve
boylece infertilite sorununu ¢ozulebilmektedir (Fontbonne ve
Malandain, 2006; Johnston, Olson, Root, 1994).

3. NON ENFEKSIiYOZ SEBEPLER

Cesitli ilaglar, immun sistemi baskilayan hastaliklar,
kromozomal veya ovaryum anomalileri nedeniyle disi kopeklerde
kalic1 andstrus goriilebilmektedir (Sontas, Schwendenwein,
Schéfer-Somi, 2014). Ornegin hipotiroidzm bulunan kdpeklerde;
infertilite, uzun siiren andstrus, abort ve 6lii dogumlar rapor
edilmistir (Panciera, Purswell, Kolster, Werre, Trout, 2012).
Progesteron ya da androjen iceren ilaglar da dstrusu baskilayarak,
anostrus sorununa yol acabilmektedir (Hollinshead ve Hanlon,
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2019). Hipoluteoidizm, disi kopeklerde gebelik sirasinda
progesteron seviyesinde azalmaya neden olarak, embriyonal/fetal
kayiplara neden olabilmektedir. Gebeligin saglikli bir sekilde
devam edebilmesi i¢in plazma progesteron seviyesinin 2 ng/mi
olmasi gerekmektedir (Onclin, Murphy, Verstegen, 2002).

Anormal sayida kromozomla iligkili ovaryum displazisini
de iceren dogmasal anomaliler (konjenital), disi kopeklerde
steriliteye neden olmaktadir (Johnston, Buoen, Weber, Madl,
1985). Gebelikte hormonlarin eksojen yolla kullanimi, fetiiste
miillerian kanalin segmental aplazisine ve miillerian kanal ile
tirogenital siniis arasindaki baglant1 yapisini bozarak steriliteye
yol acabilmektedir (McCredie, Ledger, Venetis, 2017).
Interseksiiel kopeklerin cinsel organlart belirsizdir. Disi
kopeklerde bu durum genellikle dis bakidaki farklilik nedeniyle
belirlenmektedir. Disaridan bakildiginda kopek, disi iireme
organlarina sahip gibi goriinmektedir ancak pubertas zamani
geldiginde klitoris biiyliylip gelisebilmekte ve erkeksi davraniglar
gelisebilmektedir. Interseksiiel kdpeklerin kromozomlarinda,
gonadlarinda ya da fenotiplerinde anormallikler mevcuttur
(Meyers-Wallen, Lee, Manganaro, Kuroda, Maclaughlin,
Donahoe, 1993). Interseksiiel kdpekler bir ovotestis, iki tarafli
uterus ve normal vajinaya sahip gercek hermafroditler; ovotestis
ve/veya epididimislere ve penise sahip gercek hermafroditler ve
XX erkek hermafroditler olmak {iizere lice ayrilmaktadirlar.
Fenotipik cinsiyet anomalisi bulunan kdpeklerde, kromozomal ve
gonadal cinsiyet ayni olmasina ragmen; i¢ veya dis genital organ
farklilagmis  durumdadir.  Kopekler disi  veya  erkek
psodohermafrodit olabilir. Disi psddohermafroditler genellikle
gebelik sirasinda androjen veya progestojen uygulanmasi sonucu
ortaya ¢ikar; dis veya i¢ genital organlar1 erkeklesmistir ancak iki
ovaryum mevcuttur. Klinik goérinim basit Klitoral blylmeden
neredeyse erkek benzeri dis genital organ olusumuna kadar
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degiskenlik gosterebilmektedir (McCredie, Ledger, Venetis,
2017).

3.1. Neoplaziler

Genital kanal tumorleri genel olarak fiziksel muayene,
tam kan muayenesi, abdominal palpasyon, vajinoskopi, vajinal
sitoloji, biyopsi, radyografi ve ultrasonografi ile teshis
edilmektedir. Vajinal timorler kopeklerde en nadir gozlenen
timorlerden olsa da, genital kanal timdrleri arasinda en yaygin
olanlaridir (McCredie, Ledger, Venetis, 2017; Zubair, Rehman,
Sajid, 2014). Vajinal tumorlerden birisi olan transmissible
veneral timor, ozellikle kontrolsiiz bir sekilde bir araya gelen
sokak kopeklerinde, vajina icerisinde karnabahar benzeri
lezyonlara yol acan bir timdr g¢esidirir. Kotii huyludur. Vajina
icerisinde yer alan lezyonlar nedeniyle infertilite sebebi
olabilmektedir (Hiblu, Khabuli, Gaja, 2019).

Kopeklerde uterus tlmorleri ile olduk¢a nadiren
karsilasilmaktadir. Oyle ki uterus tiimérleri kdpeklerde tiim
timor vakalarinin = %0,3 ila  %0,4inii  olusturmaktadirlar
(Percival, Singh, Zur Linden, Watrous, Patten, Valverde, Ratsep,
2018). En sik gozlenen uterus tiimori tipi leiomyomdur.
Kopeklerde uterus tlmorlerinin yuzde 85 ila 95'i iyi huyludur
(leiomyom) ve ylzde 10'u ise kotl huyludur (leiomyosarkom).
Leiomyom; yavas biilyiiyen, invaziv ve metastatik olmayan, i¢i
bos organlarin diiz kaslarindan kéken alan bir tiimérdiir. Ostrojen
gibi steroid hormonlar leiomyomlarin patogenezinde rol
oynamaktadir ¢iinkii siklikla genital leiomyomlu kopeklerde ayni
zamanda Ostrojen Ureten folikiler Kkistlerin de oldugu
gorulmektedir. Klinik belirtiler ttmériin konumuna, boyutuna ve
ayrica metastaza baglidir ve bazen pyometra da bu hastaliga eslik
etmektedir. Uterus leiomyomunda semptomlar, ele gelen karin
kitlesi, polidipsi, poliiiri, anoreksi ve kilo kaybi, kusma, vajinal
akint1 ve kabizlik olarak siralanabilmektedir. Tanida batin
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radyografisi ve ultrasonografiden yararlanilmaktadir. Timor
kitlesinin histopatolojisi taninin dogrulanmasinda en iyi
secenektir (Mohan, Maiti , Palakkara, Kumar, 2018).

Kopeklerde ovaryumlarin kompleks yapisi nedeni ile
farklir histolojik yapida ovaryum tiimorleri goriilebilmektedir.
Bunlar1 epitelyal tlimoérler, germ hiicreli tiimorler, seks kord
stromal (gonadostromal) tiimorler ve mezenkimal tamorler
olusturmaktadir (Huber, Skrlin, Mami¢, Smajlovi¢, Musulin,
2022). En onemlileri, biiylimeye egilimli oldugu i¢in abdominal
basinca ve asiteze neden olabilen graniiloza hiicreli timorleridir.
Genellikle metastaza neden olmazlar ve endokrinolojik olarak
aktif degildirler. Ancak baz1 durumlarda progesteron salgilayarak
Ostrusu baskilayabilmekte ya da Ostrojen salgilayarak persiste
Ostruse neden olabilmektedirler. Daha nadiren gorulen bir
ovaryum timori ise papiller kistadenokarsinomdur. Genellikle
peritoneal lenfatiklere metastaz yaparak obstriiksiyon ve asitez
olusturmaktadirlar (McCredie, Ledger, Venetis, 2017).

4. ENFEKSiIYOZ SEBEPLER

Uterus enfeksiyonlar1 diger evcil hayvanlarda oldugu gibi
kopeklerde de infertilite sebebidir. Kistik endometriyal
hiperplazi/pyometra ~ kompleksi  gebelik  olussa  bile
implantasyonu zorlastirdig1 i¢cin gebeligin sonlanmasina neden
olabilmektedir (Verstegen, Dhaliwal, Verstegen-Onclin, 2008).
Kopeklerde herpesviriis enfeksiyonlari, gebelik sirasinda fetiise
bulasabilmekte ve bu durumda %100 mortaliteye sahip
olmaktadir. Bunun disinda yeni dogan yavrular da annenin
oronasal salgilar ile enfeksiyona yakalanabilmektedirler (Kraft,
Evermann, McKiernan, Riggs, 1986). Kopeklerde yaygin olarak
gorulen adenovirus, distemper viris ve parvovirusun da gebelik
sirasinda abortlara sebep oldugu bazi ¢aligsmalarda raporlanmigtir
(Krakowka, Hoover, Koestner, Ketring, 1977; Rossi, Pauli,
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Luginbu™hl, Probst, 1972; Truyen, Wolf, Carmichael, 1996).
Toksoplazma, insan ve evcil hayvanlarda gozlenebilen énemli bir
hicre ici patojendir (Rodriguez ve Szajnman, 2023). Genellikle
¢ig ya da az pismis etlerin tiiketilmesi ile bulagsan bu hastalik
kopeklerde transplasental yol ile fetiislere bulasarak 6liimlerine
ve gebeligin sonlanmasina neden olabilmektedir (Calero-Bernal
ve Gennari, 2019). Brusella kanis kopeklerde en yaygin olarak
gbzlenen infertilite nedenlerinden birisidir. Pubertasa ulasan her
kopek brusella agisindan riskli durumdadir. Yavru kopekler
heniiz fetal hayattayken, annelerini emerken ya da enfekte bir
kopek ile bir arada bakilirken hastaliga yakalanabilmektedirler.
Brusella kanis bulunan gebe kopeklerde en yaygin gbzlenen
semptom gebeligin 45. giinlinden sonra abortlarin gozlenmesidir.
Yaygin goriilen semptomlar arasinda fetiiste subkutan 6dem,
hemoraji ve konjesyon bulunmaktadir. Abort sonrasi annede 1-6
hafta boyunca koyu renkli ve pis kokulu wvajinal akinti
gozlenebilmektedir. Uterusta plasentitis ve endometritis
patolojilerine siklikla rastlanmaktadir. Bu hastaligi geciren
kopeklerde daha sonra kronik infertilite gozlenebilecegi gibi
normal bir gsekilde gebeligi tamamlayip yavru da
dogurabilmektedirler. Dogan yavrular dogumdan hemen sonra
Olebilmekte ya da normal bir sekilde biiyliylip, hastalig1 etrafa
bulastirlp puberta sonrasi klinik olarak enfekte hale
dontisebilmektedirler (Sebzda ve Kauffman, 2023).

5. SONUC

Gebeligin olugmast ve saglikli bir sekilde siirdiirilmesi,
embriyo-fetiis ve anne arasindaki birgok biyolojik aktiviteye
baghdir. Olast bir infertilite nedeni incelenmeden Once, detayli
bir anamnez bilgisi edinilmeli, kdpegin yasi ve irk1 gdz oniinde
bulundurulmalidir.
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Disi kopeklerde infertilite, fertilite oram1 %70-80
civarinda olmasina ragmen, hem safkan kdpek popiilasyonlarinin
korunmast hem de hayvan sahiplerinin maddi ve manevi
beklentileri nedeniyle 6nemli bir sorun olmayi siirdiirmektedir.
Infertilite, ydnetimsel hatalar, non-enfeksiydz (konjenital, edinsel
ve neoplastik) ve enfeksiydz sebepler olmak iizere ¢ok ¢esitli
faktorlerden kaynaklanmaktadir. YoOnetimsel hatalara bakacak
olursak, ozellikle yanlis ¢iftlesme zamanlamasi veya yetersiz
ciftlesme gibi sorunlar, uygun diagnostik yontemlerle (vajinal
smear,  progesteron  Ol¢iimleri,  ultrason)  kolaylikla
cozilebilmektedir. Non-enfeksiyoz  sebepler  arasinda
hipotiroidizm, kromozomal anomaliler, intersekstalite ve genital
kanal tiimorleri gibi durumlar 6ne ¢ikarken, 6zellikle leiomyom
ve granuloza hicre timoéri gibi neoplaziler fertiliteyi ciddi
sekilde etkileyebilmektedir. Enfeksiy6z sebepler arasinda
bulunan Brusella kanis, herpesviriis, toksoplazma ve Kkistik
endometriyal hiperplazi/pyometra kompleksi gibi patolojiler,
gebeligin sonlanmasi, abortus ve kronik infertiliteye yol
acabilmektedir.
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SAHA SARTLARINDA SIGIRLARDA OVUM
PICK UP - IN VITRO FERTILIZASYON (OPU-
IVF) VE GUNCEL YAKLASIMLAR

Nevzat SAAT!?
Cansu GOKTEPE TURHAN?2

1. GIRIS

Sigir yetistiriciliginde genetik ilerlemeyi hizlandirmak
amaciyla embriyo liretimi ve transferi uygulamalari son kirk
yildir yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu teknolojilerin
gelismesiyle birlikte, kiiresel diizeyde her yil bir milyondan fazla
embriyo transfer edilmekte ve bu alan, modern hayvanciligin
onemli bir sektorii haline gelmistir (Viana, 2022). Embriyo
tiretimindeki  artis, bu  teknolojinin  diinya c¢apinda
yayginlagsmasinin temelini olusturur.

Biyoteknoloji 6zellikle gelismis iilkelerde saglik, tarim ve
hayvancilik gibi farkli sektorlerde yaygmlasmis; sigir
yetistiriciliginde genetik 1slah amaciyla bir¢ok yenilik¢i yontem
kullanilmaya  baglanmistir. 1980’11 yillardan  itibaren,
fertilizasyon teknolojilerinde biyoteknolojik yaklasimlar 6n plana
cikmistir. Giiniimiizde, diinya genelinde iiretilen embriyolarin
yaklagik ticte ikisi laboratuvar ortaminda gelistirilmektedir.

Dog. Dr., Balikesir Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Veteriner Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali, Cagis Yerleskesi, Pasakdy Mahallesi, Altieyliil, Balikesir, Tiirkiye,
nevzatsaat@balikesir.edu.tr , ORCID: 0000-0002-8135-6142.

Doktorant, Balikesir Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Dogum ve
Jinekoloji Doktora Programi, Cagis Yerleskesi, Pagsakdy Mahallesi, Altieyliil,
Balikesir, Tiirkiye, cansugoktepe@outlook.com , ORCID: 0009-0000-9610-1778.
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Hayvancilik  sektorii  acisindan  bakildiginda, ticari
isletmelerin nihai hedefleri arasinda verimlilik, karlilik ve
sirdiiriilebilirlik 6n plandadir. Bu hedeflere ulagsmak i¢in
gelistirilen suni tohumlama, in vivo Ve in vitro embriyo transferi
gibi ilireme teknolojileri, 1slah programlarinda yonlendirilmis
ciftlesme stratejileriyle genetik ilerlemeyi desteklemektedir
(Lamb vd., 2016; Moore & Thatcher, 2006). Son yillarda embriyo
biyoteknolojisi, yiiksek genetik potansiyele sahip disilerin
cogaltilmas1 amaciyla stratejik olarak kullanilmakta; boylece
boga adayi iiretimi miimkiin hale gelmektedir (Ferré vd., 2019;
Galli vd., 2003).

Tiirkiye’de ise 2022 yilindan itibaren hem in vivo hem de
in vitro embriyo Uretiminde gozle goriiliir bir artis yasanmistir. Bu
gelisim, basta teknik ekipman ve sarf malzemelere erisimin
kolaylasmast ve uzman personel sayisindaki artisla
iligkilendirilebilir. Bugiin pek c¢ok 6zel ciftlik in vivo embriyo
liretimi yapabilir hale gelmis, sinirlt sayidaki ciftlikte ise ovum
pick-up — in vitro fertilizasyon (OPU-IVF) uygulamalari
baslamistir.

In vivo yontemde bir dondrden ortalama 5 embriyo elde
edilirken, hormon uygulamalar1 nedeniyle her islemden sonra en
az 2 ay dinlendirme siiresi gereklidir. Ote yandan, in vitro
embriyo tiretiminde bir OPU seansinda donor bagina ortalama 2.4
embriyo elde edilebilmekte ve ayni dondrden haftada iki defa
OPU yapilabilmektedir. Bu sayede, uzun dénemde daha fazla
embriyo lretimi saglanmakta ve donorler daha etkin sekilde
degerlendirilebilmektedir (Petyim vd., 2003).

Holstein 1rki sigirlarda uygulanan in vitro embriyo
transferlerinin basarisi, embriyonun dondurulmus ya da taze
olmasina bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Literatiirde
taze embriyolarla yapilan transferlerde gebelik oranlar1 genellikle
%45 ile %60 arasinda bildirilmektedir. Bu oranlar, embriyo
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kalitesi, alict hayvanin fizyolojik durumu ve senkronizasyon
protokolii gibi faktdrlerden etkilenmektedir (Sanches vd., 2016).

Dondurulmus embriyolarda ise yontem farki énemli bir
degisken olarak one ¢ikmaktadir. Geleneksel yavas dondurma
(slow freezing) yontemiyle kriyoprezerve edilen embriyolarda
gebelik oranlar1 ¢gogunlukla %35-45 civarinda rapor edilmistir.
Daha modern bir yontem olan vitrifikasyon (hizli dondurma) ise
embriyonun canliligint daha iyi korusa da, sahada yapilan
transferlerde bu yontemin gebelik oranlar1 yavas dondurma ile
benzer diizeydedir ve genellikle 9%36-40 araliginda
seyretmektedir. Bazi c¢aligmalar, optimize kiiltiir ortamlart ve
protokollerin kullanilmasiyla, dondurulmus embriyolarla da taze
embriyolara yakin sonuglar elde edilebilecegini 6ne siirmektedir
(Sanches vd., 2016).

Bu bilgiler 1s18inda, farkli dondurma tekniklerinin ve
embriyo tiplerinin gebelik basarisi iizerindeki etkisinin, yalnizca
teknik yeterlilikle degil, ayn1 zamanda uygulanan saha kosullari
ve yonetim pratikleriyle de yakindan iligkili oldugu sdylenebilir.

Yurtdisindan embriyo ithalatiyla kiyaslandiginda, yerli
tiretim amaclh laboratuvar kurmanin maliyeti daha ekonomik
goriinmektedir. /n vivo embriyo iiretim laboratuvari icin yaklasik
30.000 $ yatirnm gerekirken, in vitro liretim sistemleri i¢in bu
rakam yaklagik 120.000 $ civarindadir. Ancak in vitro sistemlerde
tiretim kapasitesinin daha yiiksek olmasi, maliyet farkinin
zamanla dengelenecegini gostermektedir.
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2. IN VITRO EMBRIiYO URETIMi

2.1. In Vitro Embriyo Uretim Laboratuvarinda
Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Bulunmasi
Gereken Temel Ekipmanlar

In vitro embriyo iiretim laboratuvarlarinda temiz ve kirli
alanlar net bir sekilde ayrilmali, bu bolgeler arasi gecisler
kontrollii olmalidir. Kontrolsiiz insan giris ¢ikislari, miimkiinse
cift kapili gegis sistemleri (airlock) ile sinirlandirilmali ve girisler
sadece yetkili personele acgik olmalidir. Laboratuvar ortaminin
sicakligi oda sicakliginin altina diismemeli ve sabit tutulmalidir.
Hava kalitesinin saglanmasi amaciyla HEPA filtreli havalandirma
sistemleri kullanilmali; pozitif basing sistemi ile dis ortam
havasinin igeriye girisi engellenmelidir. Laboratuvardaki
ekipman yerlesimi, verimli bir is akis1 saglayacak sekilde
planlanmalidir.  Ozellikle inkiibatdr, laminar flow kabin,
mikroskop ve mikromanipiilasyon sistemleri ergonomik olarak
konumlandirilmalidir. Inkiibatérlerde kullanilan gazlarin medikal
kalite standartlarinda olmasi zorunludur. Ayrica, inkiibator basta
olmak iizere tiim cihazlarin kalibrasyonlar1 diizenli araliklarla
yapilmali ve kayit altina alinmalidir (Vajta & Kaymaz, 2022).

Tablo 1. In Vitro Embriyo Uretim Laboratuvarinda Bulunmasi
Gereken Temel Ekipmanlar

Isitma tablali Masalstil Otomatik Tlip 1.51t1c1 Embriyo
stereomikroskop isitma Pipet Seti aliminyum  Tasima
tablasi blok Cantasi
s Su —— Dondurma Transfer
Santriftj banyosu Dekanjelator Cihaz1 Pistolesi
Vorteks Inkiibatsr ~ Buzdolab: Otoklav v
lamba

Tablo 1’de belirtilen cihazlar disinda embriyo iiretiminde
kullanilacak soliisyonlar, falkon tiipleri, eppendorf tiipler, pipet
uglar1 gibi sarf malzemeler gerekmektedir (Vajta & Kaymaz,
2022)
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2.2. Ovum Pick-Up Yapmak I¢in Gereken Ekipmanlar
- Ultrason cihazi
- Konveks prob
- Prob tutucu — igne tasiyici atagman
- Vakum pompast
- Tiip 1sitic1 (Toplanan oositlerin sicak tutulmasi i¢in)

Bu cihazlarin haricinde OPU hortumu, OPU ignesi, falkon tiip
gibi sarf malzemeler gerekmektedir (Vajta & Kaymaz, 2022).

2.3. Ovum Pick-Up

Ultrason esliginde folikiiler aspirasyonla toplanan
oositlerden in vitro embriyo iiretimi, son yillarda diisik veya
marjinal pazara sahip bir yan teknolojiden rutinde kullanilan bir
teknoloji konumuna evrilmistir. Diizenli ve gelismis ciftlikler,
ana¢ ciftlikleri, sperma sirketleri genetik 1iyilestirmeyi
hizlandirmak amaciyla yogun OPU-IVF uygulamalar1 ig¢in
¢ekirdek siirli olusturmustur (Kasinathan vd., 2015). Genomik
seleksiyonun getirdigi secilim baskisi nedeniyle jenerasyon
araligin1 kisaltma ihtiyaci, gen¢ dondrlerde ve prepubertal
buzagilarda OPU-IVF  programlarinin  ticari  gelisimini
hizlandirmistir (Taneja vd., 2000).

Ovum pick-up uygulanacak olan donor hayvan travay
icerisine alinarak islem oOncesi hazirliklar1 yapilir. Ilk olarak
rektum bosaltildiktan sonra perineal bdolgenin temizlik ve
dezenfeksiyonu saglanir. Dondriin islem sirasinda rahat kalmasi
ve manipiilasyonlarin kolaylikla gergeklestirilebilmesi amaciyla
alt epidural anestezi uygulanir.

Transvajinal ultrason esliginde gerceklestirilen OPU
islemi sirasinda, aspirasyon ignesi konveks ultrason probunun
tizerine monte edilir. Bu igne, sonografik goriintiileme altinda
hedeflenen folikiile yonlendirilerek ultrason ekraninda gorsel
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olarak izlenebilir hale gelir. Aspirasyon ignesi, genellikle silikon
veya teflon malzemeden {iretilmis esnek bir tiip araciligiyla bir
vakum pompasina baglanir. Bu baglanti sayesinde, vakum
pompasi tarafindan olusturulan negatif basing ile folikiillerin
aspirasyonu saglanir. Yaklasik 80-100 mmHg olarak uygulanan
aspirasyon basinci, folikiil igeriklerinin toplanmasini miimkiin
kilar. Bu materyal, igne ile pompa arasina yerlestirilen steril bir
toplama kabinda biriktirili. Bu kabin igerigi, daha sonra
mikroskop altinda degerlendirilerek oositlerin izolasyonu ve
siniflandirilmasi i¢in kullanilir (Cizmeci vd., 2024).

2.4. Oositlerin Taranmasi

Aspirasyon islemi sonrasinda, tiip icerisinde toplanan
folikiiler siv1 6zel bir filtre sisteminden gegirilir. Filtrasyonun
ardindan elde edilen materyal, alt1 kareli 90 mm ¢apindaki petri
kaplarina aktarilir. Petri kabi igerisinde, stereomikroskop altinda
"S" seklinde sistematik bir tarama yontemi kullanilarak oositlerin
varlig1 arastirilir. Tespit edilen oositler, dikkatlice toplanarak ayr1
bir petri kabima aktarilir. Son asamada, izole edilen oositlerin
morfolojik yapilar1 degerlendirilerek kalite siniflandirmasi yapilir
(Kaymaz, 2019).

2.5. Oositlerin Kalite Siniflandirmasi

In vitro embriyo iiretiminde basariy1 etkileyen temel
faktorlerin basinda oosit kalitesi gelmektedir. Embriyonik gelisim
potansiyeli agisindan degerlendirildiginde, homojen ooplazmaya
sahip ve zona pelluciday1 tamamen saran, ¢ok katmanli kumulus
hiicreleriyle ¢evrili immatiir oositlerin daha avantajli oldugu
bilinmektedir (Brackett & Zuelke, 1993). Morfolojik olarak
sagliklt oositlerde protein sentez mekanizmalarinin diizgiin
isledigi ve bu durumun gelisim siireci {izerinde olumlu etkiler
yarattig1 bildirilmistir (Kastrop vd., 1990).

Oositin  kalitesi, gelisim evresinde kumulus hiicreleri
tarafindan saglanan besinsel destek, zona pellucida’nin yapisal

17



Akademik Perspektiften Veteriner Dogum ve Jinekolojisi

olusumu ve protein iiretimi gibi hayati siireglerden
etkilenmektedir (Camargo vd., 2006). Bu hiicreler ayrica spermin
yakalanmasi, tasinmasi, hyaluronik asit sentezi ve epidermal
bliylime faktoriine yanit olusturulmasi gibi ¢ok sayida onemli
islevi yerine getirerek oositin genel gelisim kapasitesine
dogrudan katk1 sunar (Van Soom & de Kruif, 1996).

Oosit  kalitesi yalnizca maturasyon ve dollenme
stirecleriyle smirli  kalmayip, embriyonik gelisim, gebelik
olusumu, gebeligin devamlilig1 ve dogum sonrasi yavru sagligi
acisindan da belirleyici bir unsurdur (Krisher, 2004). Ancak,
oositler folikiiler ortamdan ayrildiktan sonra in vitro kosullarda
olgunlasma yetenegini her zaman siirdiirememektedir. Ustelik
oositin dig goriiniisiinden, fertilizasyon ve embriyo gelisimi
kapasitesini dogrudan belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle,
morfolojik kriterlere dayanan c¢esitli degerlendirme sistemleri
gelistirilmistir.

S6z konusu smiflandirma sistemlerinde; kumulus
hiicrelerinin varligi ve yapisi, ooplazmanin homojenligi gibi
ozellikler g6z Onlinde bulundurularak oositin  gelisim
potansiyeline dair 6ngoriilerde bulunulabilir (Tablo 2), (Gordon,
2003e). Yapilan ¢alismalar, morfolojik olarak normal goriinen
oositlerin uygun kiiltiir ortamlarinda maturasyonlarin1 basariyla
tamamlayabildigini; buna karsilik yapisal bozukluk gosteren
oositlerde bu basarmin olduk¢a diisiik oldugunu ortaya
koymaktadir. Ozellikle, sitoplazmanin homojen yapida olmasi ve
en az li¢ katmanli saglam bir kumulus tabakasinin varligi, basarili
in vitro maturasyon (IVM) ve sonrasinda saglikli embriyo
gelisimi i¢in 6nemli kriterler arasinda yer almaktadir (Akyol &
Sulu, 2005).

Morfolojik degerlendirme sirasinda oositin ooplazma yapist,
kumulus hiicre tabakalarinin sayisi ve bu hiicrelerin oosit ile
baglanti durumu esas alinarak kalite siniflandirmasi yapilir. Bu
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dogrultuda oositler genellikle bes ana sinifta gruplandirilmaktadir
(Jainudeen vd., 2000).

Tablo 2. Oesit kalitelerinin siniflandirilmasi ((Jainudeen vd.,

2000)
. Besten fazla katmanh kumulus hiicrelerine ve homojen
A Kalite . .
yapili ooplazmaya sahip oositler
. Ug ile bes arasinda kumulus hiicresi katmanina ve homojen
B Kalite . .
ooplazmaya sahip oositler
C Kalite Ugten az kumulus katmanina sahip ancak ooplazmasi homojen
olan oositler
D Kalite Kumulus hiicresinden yoksun (¢iplak) ve heterojen ooplazmali

oositler
E Kalite  Ags1 dejeneratif yap1 gosteren, ileri diizeyde bozulmus oositler

Bu siniflandirma, in vitro liretim siireclerinin verimliligini
artirmak amaciyla oosit se¢imini kolaylastiran pratik bir arag
olarak kullanilmaktadir.

2.6. Sigir Oositlerinin In Vitro Maturasyonu

In vitro oosit maturasyonu (IVM), folikiillerden izole
edilen oositlerin, kiiltiir ortaminda germinal vezikiil (GV)
evresinden metafaz I (MII) evresine kadar olgunlagmalarini
saglayan bir siirectir (Edwards, 1965). Bu siireg, oositlerin in vivo
ortamdaki dogal gelisim basamaklarini taklit etmeye yonelik
olarak tasarlanmistir. Niikleer maturasyon, déllenme kapasitesi
ve erken embriyonik béliinme oranlar1 agisindan in vitro ve in
vivo matiir oositler benzer 6zellikler gosterebilir. Ancak bu iki
grup arasindaki farklar, 6zellikle embriyonun blastosist evresine
ulagsma hiz1 ve kalitesi gibi daha ileri gelisim basamaklarinda
belirginlesebilir (Hyttel vd., 1997). IVM siirecinde oositler,
mayozu yeniden baglatanlar ve bu evreye giremeyenler olmak
tizere iki grupta simiflandiriimaktadir (Arlotto vd., 1996). GV
evresinde kalan oositler, mayoz bdliinmeyi baglatamayanlardir.
Bu evre genellikle kiiltiire alindiktan sonraki ilk 0-6 saatlik
zaman dilimini kapsamaktadir. Germinal vezikiiliin kaybi1
(GVBD) ise 6-8 saatlik periyotta gergeklesir. In vitro
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olgunlastirilan oositlerin, in vivo olanlara gore GVBD asamasina
daha erken gegebildikleri bildirilmistir (De Loos vd., 1994).

Oosit maturasyonundaki bireysel farkliliklar, o6zellikle
birinci kutup cisimciginin ne zaman serbest birakilacagini
etkileyebilir (Hyttel vd., 1997). GVBD evresinde kromozomlar
kaynasmaya baslarken, 8-10. saatler arasinda yogunlasirlar.
Maturasyonun 10-15. saatleri arasinda ise kromozomlar metafaz
I evresine ulasarak ekvatoral diizlem tizerinde siralanir. Ardindan
gelen anafaz-I asamasinda homolog kromozomlar ayrilarak
kutuplara tasinir. Bu siire¢ telofaz-I ile birlikte 15-18. saatlik
donemde tamamlanir (Akyol, 2006). Maturasyonun 18-21.
saatlerinde birinci kutup cisimcigi perivitellin bosluga atilir ve bu
olayin ardindan kromozomlar ikinci mayotik bdliinme igin
ooplazma i¢ine konumlanir. Bu asama, maturasyon siirecinin
sonunu temsil eder (Hyttel vd., 1997).

Sigir oositlerinde luteinize edici hormon (LH) etkisiyle
baslatilan maturasyon siirecinde, kumulus hiicreleri hyaluronik
asit liretmeye baslar. Hyaluronik asitin hidratasyonu sonucunda
kumulus hiicreleri arasindaki bosluklar genisler ve hiicreler
mukus benzeri bir matriks i¢inde dagilir. Bu siire¢, kumulus
ekspansiyonu ve musifikasyon olarak tanimlanmaktadir.
Maturasyon siirecinin sonunda graniiloza hiicreleri Gstradiol
sentezini durdurur, folikiil duvar1 ovulasyondan hemen &nce
luteinize olur ve bu da progesteron iiretiminde artis ile kumulus
hiicrelerinde belirgin genislemeye neden olur (Gordon, 2003c)

Kumulus ekspansiyonu, ovulasyon oOncesinde folikiilde
gergeklesen en onemli olaylardan biridir. Ovulasyonun ardindan
sekonder oosit ve onu ¢evreleyen hiicre tabakasi oviduk igerisine
atilir. Bunu takip eden birka¢ saat igerisinde kumulus-oosit
kompleksi (KOK) dagilir ve oosit, kumulus hiicrelerinden
tamamen ayrilarak ¢iplak hale gelir. Bu olayin, oositin salgiladigi
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ve gen ekspresyonunu tetikleyen biyokimyasal sinyaller
tarafindan desteklendigi diistiniilmektedir (Gordon, 2003c).

2.7. In Vitro Fertilizasyon

Laboratuvar kosullarinda zigot olusumunu saglamak
amaciyla, secilmis ve kapasite kazanmis spermler, matur hale
getirilmis kumulus-oosit kompleksleriyle bir araya getirilir. /n
vitro fertilizasyon islemi i¢in siklikla Tyrode’un albiimin, laktat
ve piruvat iceren ortami ya da glikoz igcermeyen, heparinle
desteklenmis sentetik uterin tubal sivi (SOF) bazli kiiltiir
ortamlar1 tercih edilmektedir (Machaty vd., 2012). Uygun
fertilizasyon oranina ulasmak ve polispermi oranini en aza
indirmek amaciyla, her boga i¢in en uygun sperm konsantrasyonu
on denemelerle belirlenmelidir.

Basaril1 bir IVF siireci i¢in fertilizasyon yetenegi yiiksek,
denenmis boga spermlerinin kullanilmas1 kritik 6neme sahiptir
(Turk, 2023). Bazi 6zel durumlarda, genetik agidan degerli, sinirlt
sayidaki bogadan alinan spermler kullanilarak yiiksek verim elde
edilebilir. Ancak bu uygulama, genetik c¢esitliligi korumak
amaciyla genis capli s1gir 1slah programlarinda her zaman uygun
olmayabilir (Gordon, 2003b).

Fertilizasyon siirecinde spermatozoonlar dncelikle oosit
etrafindaki kumulus hiicre tabakasin1 gecer, ardindan zona
pellusidaya baglanarak akrozom reaksiyonunu gerceklestirir ve
bu yapiy1 delerek iceriye niifuz eder. Sonrasinda sperm hiicresi
oositin plazma membranina baglanarak onunla kaynasir. Bu
olayla birlikte oosit aktive olur ve erkek ile disi proniikleuslar
olusur (Schultz & Kopf, 1995). Koinkiibasyon asamasinin
ardindan kalan kumulus hiicreleri zona pellusidadan uzaklastirilir
ve olusan potansiyel zigotlar, embriyo transferine kadar kiiltiir
ortaminda gelistirilir (Machaty vd., 2012).

Spermlerin fertilizasyon yetenegi kazanabilmesi i¢in, disi
tireme kanalinda bir dizi fizyolojik doniisiim gegirmesi gereklidir
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(Chang, 1951). Bu doniisim ‘“kapasitasyon” olarak
adlandirilmakta olup, sperm hiicrelerinin oositle basarili bir
sekilde etkilesime girebilmesi i¢in temel bir siiregtir (Austin,
1952). Kapasitasyon esnasinda, spermin yiizeyinde kauda
epididimis ve seminal plazmadan kaynakli olarak bulunan bazi
proteinler uzaklagtirtlir. Bu degisiklikler, spermin zona
pellusiday1 tanimasi ve fertilizasyon siirecini baslatabilmesi i¢in
kritik 6neme sahiptir (Rodriguez-Martinez, 2007).

Kapasitasyonda gorev alan bazi biyomolekiiller
tanimlanmigtir.  Ozellikle  ovidukt  sivisinda  bulunan
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar bu siiregte 6nemli rol
oynar. Bu baglamda, oviduktta dogal olarak bulunan bir
glikozaminoglikan olan heparin, sigir spermlerinin in vitro
kapasitasyonu icin etkili bir ajan olarak kullanilmaktadir. Yapilan
calismalar, heparinin, ovidukt sivisindaki diger bilesiklere kiyasla
kapasitasyonu daha etkili bigimde indiikledigini gostermistir
(Machaty vd., 2012).

Sperm yiizeyindeki bu proteinlerin uzaklagtirilmasi,
yalnizca dogal yollarla degil, ayni zamanda laboratuvar
ortammda da gergeklestirilebilmektedir. Ornegin, spermin
yikanmasi, santrifiijlenmesi ya da silika boncuklarla olusturulan
siireksiz  yogunluk  gradyanlarindan  geg¢irilmesi, yiizey
proteinlerinin ayristirilmasinda etkili yontemlerdir (Mendes vd.,
2003).

Fizyolojik agidan bakildiginda, sperm hiicreleri
epididimisin diisiik bikarbonat iceren ortamindan, oviduktun
bikarbonat¢a zengin ortamina dogru ilerlerken bu ¢evresel
degisimlere adapte olur (Mastroianni & Komins, 1975). Bu
biyokimyasal farklilik, kapasitasyonla iligkili olan protein kinaz
A aracili fosforilasyon yolaklarinin aktivasyonunu tetikler. Bu
nedenle, in vitro ortamda kapasitasyonun basarili bir sekilde
indiiklenebilmesi icin, spermler genellikle yiiksek bikarbonat
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icerigine sahip kiltiir ortamlarinda inkiibe edilmektedir
(Harrison, 2004).

Bununla birlikte, hyaluronik asidin de sigir sperminin
kapasitasyonunda etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan bazi
calismalar, spermlerin hyaluronik asit i¢ceren ortamlarda hareket
ederken maruz kaldiklart yiliksek kesme kuvvetlerinin,
yiizeylerindeki dekapasitasyon faktorlerini uzaklastirabilecegini
one siirmektedir (Shamsuddin vd., 1993).

2.8. Sperm Secimi

In vitro fertilizasyon (IVF) islemi oncesinde, boga
sperminin ayristirilmasi, genellikle en yiiksek ilerleyici
hareketlilige sahip sperm hiicrelerinin seg¢ilmesi amaciyla
gerceklestirilir. Bu islem ayni zamanda istenmeyen spermler,
seminal plazma, kriyoprotektif ajanlar ve diger kirleticilerin
ortamdan uzaklastirilmasina olanak saglar. Sperm seg¢imi,
cogunlukla spermin belirli bir siire boyunca bir kiiltiir ortaminda
ylizmesine izin verilerek yapilir. Bu siire¢, sperm hiicrelerinin
dogal hareketlilikleri sayesinde, ilerleyici hareketlilige sahip
olanlarin se¢ilmesine yardime1 olur (Parrish vd., 1986).

Sperm ayristirma islemi i¢in kullanilan bir diger yaygin
yontem ise siireksiz Percoll gradyan santrifiijiidiir (Lessley &
Garner, 1983). Percoll, polivinilpirolidonla kaplanmis kolloidal
silika partikiillerinden olusan bir ¢oziiciidiir. Spermin, %45 ve
%90°lik Percoll gradyant boyunca santrifiijlenmesi, spermi
yogunluguna gore ayirmaya yardimci olur. lyi niikleer
morfolojiye ve hiicresel biitiinliige sahip olan spermler, daha
yogun olduklarindan, en yiiksek yogunlukta bulunan Percoll
katmaninda birikir. Ayn1 zamanda hareketli spermler, santrifiij
kuvvetiyle hizalanarak, santrifiij sirasinda daha hizli birikme
egilimi gosterirler (Le Lannou & Blanchard, 1988).

Bir baska sperm se¢imi yoOntemi ise cam yiini
filtrasyonudur. Bu teknik, hareketli hiicrelerin oranini artirmak
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icin kullanilir. Fiziksel olarak hasar gormiis spermler, cam yunii
filtrasyonunda bariyerleri gecemezler ve bu nedenle mekanik
olarak cam yunine hapsolurlar (Rhemrev vd., 1989). Bu yontem,
hasarli spermlerin ayrilmasinda etkili bir yol sunar ve boylece

sadece sagliklt ve hareketli spermler embriyo iiretim slirecine
dahil edilebilir.

2.9. in Vitro Kultur

In vitro fertilizasyon (IVF) siireci sonrasinda, kiiltiirde
blastosist asamasina kadar gelisen zigotlarin orani halen %30-40
civarlarinda kalmaktadir (Rizos vd., 2002). Oosit kalitesi,
blastosist oranini belirleyen baslica faktorlerden biri olarak one
cikarken, in vitro kiltir ortam1 (IVC) ve ortamin takviyeleri,
blastosist kalitesini dogrudan etkilemektedir (Krisher, 2004). in
vitro embriyo gelisimi, ¢ok cesitli cevresel ve Kkiiltiirel stres
faktorlerine karsi hassasiyet gosterir (Lane & Gardner DK, 2005).
Bu stres faktorleri arasinda ortamin formiilasyonundaki
uygunsuzluklar, ortam takviyelerindeki eksiklikler, kiiltiir
sistemine bagli aksakliklar, teknik sorunlar ve kalite kontrol
slireglerinin yetersizligi gibi etkenler yer alir (Gordon, 2003a).

Sigir in vitro embriyo liretim sistemlerinin verimliligini
artirmak ic¢in ¢esitli stratejiler uygulanmustir. Bu stratejilerin
basinda, sigir oosit ve embriyolarinin gelisimsel yeterliliklerini
olumlu yonde etkileyen uygun Kkiiltiir ortamlarmin ve kiiltiir
sistemlerinin secilmesi gelmektedir (Marquant-Leguienne &
Humblot, 1998). /n vitro embriyo iiretimi igin dzel ortamlarin
formiilasyonu, bu stratejilerin en dnemli adimlarindan biridir.
Farkli kiiltiir ortamlart ve kosullar1 ile embriyo gelisimini
iyilestirme adina ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Summers &
Biggers, 2003).

Memeli embriyolarinin implantasyon oncesi
kiiltiirlenmesindeki basari, kiiltiir kosullarinin deneysel olarak
degistirilmesi ve embriyolarin beslenme gereksinimlerinin daha
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iyl anlagilmasiyla elde edilmistir (Barnett & Bavister, 1996).
Dlnyada 1970'lerin sonlart ve 1980'lerde, enerji ve protein
kaynaklariyla desteklenen tuz c¢ozeltisinden olusan geleneksel
somatik hiicre kiiltiirii ortamlar1 kullanilarak, sigir embriyolarinin
blastosist asamasina kadar basarili bir sekilde kiiltiirlenmesi
saglanmigtir (Orsi, 2006).

2.10. Embriyo Degerlendirme Sistemi

Morfolojik embriyo degerlendirme yontemi, elde edilen
embriyolar arasindaki ince farkliliklar1 gézlemlerle analiz etmek
i¢in insan gdziine dayanan bir tekniktir. IIk yillarinda bu ydntemin
Oznel, tutarsiz ve hataya acik olmasi nedeniyle elestirildigi
gorulmistir. Bu nedenle, embriyo Kkalitesini degerlendirme
konusunda daha az 6znel ve daha giivenilir olabilecek alternatif
yontemlerin arastirilmasi 6nem kazanmistir. Bu alternatiflerden
bazilari, embriyonun IVC siirecindeki gelisim potansiyeli,
embriyonik metabolik aktivitelerin 6lgiilmesi, glikoz alim1, canli-
6li boyalar1 kullanimi, bilgisayarli goriintli analizleri, Floresein
diasetat vital boyasi, DAPI boyasi ile 6lii hiicrelerin tespiti ve
tavsan oviduktlarinda in vivo kiiltiir gibi tekniklerdir (Jahnke vd.,
2014).

Tablo 3. IETS Kriterlerine gore diizenlenmis embriyo
degerlendirme skalasi

Embriyo Gelisim Asama Kodu Embriyo Kalite Kodu
Asama Asama Kalite Kodu Kalite Tanimi
Kodu
1 Unfertilize Oosit 1 Mukemmel- Tyi
2 2-12 Hiicreli 2 Orta
3 Erken Morula 3 Zayif
4 Kompakt Morula 4 Olii/Dejenere
5 Erken Blastosist
6 Blastosist
7 Ekspanded Blastosist
8 Hatching/Hatched Blastosist
9 Ekspanding Hatched Blastosist
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Uluslararast Embriyo Transfer Toplulugu (IETS), 1974
yilinda Denver, Colorado'da kurulmus ve Avrupa Birligi'nde
faaliyet gosteren uluslararasi bir organizasyondur. IETS,
embriyolar1 ve Ozelliklerini daha sistematik bir sekilde
tanimlamak amaciyla, iki asamali bir kodlama sistemi dnermistir.
Bu sistem, embriyonun  morfolojik  degerlendirmesi
tamamlandiktan sonra, embriyonun gelisim asamasi ve kalite
derecesine gore iki rakamla ifade edilir. Embriyonik gelisim
asamasini tanimlamak ic¢in kullanilan standart kodlama, 1
(unfertilize oosit) ile 9 (genislemis, ¢ikmis blastosist) arasinda
degismektedir (Sekil 1). Ayrica, embriyo kalitesine dayali olarak,
embriyonun morfolojik ozelliklerine dayali olarak kodlanan
kalite derecesi sayisal bir degere sahiptir ve 1 (miilkemmel/iyi) ile
4 (6li/dejenere) arasinda siralanir (Tablo 3), (Jahnke vd., 2014).

1 Hiicre (Asama Kodu 1): Embriyo gelisiminin 6-8.
giiniinde, sadece tek bir hiicreden olusan yapi, unfertilize oosit
(UFO) olarak adlandirilmaktadir. UFQO'lar, morfolojik olarak
tamamen homojen degillerdir. Normal bir UFO, genellikle
miilkemmel bir sekilde yuvarlak bir zona pellusida, diizgiin bir
oolemma (oosit zar) ve sitoplazmada nispeten homojen bir graniil
yapist ile orta biiyiikliikte bir perivitellin bosluk igerir. Bunun
yani sira, bazi UFO'lar, sitoplazma pargalanmasi veya agiri
yogunlagsma gibi dejenerasyon belirtileri gosterebilir. Bu durum,
blastosel boslugunun yanilsamasina neden olabilir ve hiicre
boliinmesi izlenimi uyandirabilir. Ayrica, bu tir UFO'lar,
kompakt morula asamasina benzer sekilde karisabilecek
morfolojik 6zellikler gosterebilir (Jahnke vd., 2014).

2-12 Hiicre (Asama Kodu 2): 6-8. giinde, 2-12 blastomer
iceren bir embriyo Olii ya da dejenere kabul edilir ve

kriyoprezervasyon ya da transfer i¢in uygun degildir (Jahnke vd.,
2014).
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Erken Morula (Asama Kodu 3): En az 16 hicreden
olusan bir hiicresel kitle. Bireysel blastomerlerin ayirt edilmesi

zordur. Embriyonun hiicresel kiitlesi, perivitellin boslugunun
biiyiik bir kismini kapsar (Jahnke vd., 2014).

Kompakt Morula (Asama Kodu 4): Bireysel
blastomerler birleserek yogun, kompakt bir kiitle olusturur.
Embriyo kiitlesi, perivitellin boglugunun %60 ila %70'ini kaplar
(Jahnke vd., 2014).

Erken Blastosist (Asama Kodu 5): Sivi dolu bir bosluk
veya blastosel olugmus bir embriyo. Bu asamada embriyo,
perivitellin boslugunun %70 ila %80'ini doldurur. Baslangicta, i¢
hiicre kitlesinin trofoblast hiicrelerinden ayirt edilmesi zor olabilir
(Jahnke vd., 2014).

Blastosist (Asama Kodu 6): Dis trofoblast tabakasi ile
daha yogun ve kompakt i¢ hiicre kitlesi arasindaki farklilagma
belirgindir. Blastosel bariz sekilde goriiniir ve embriyo,
perivitellin boslugunun biiytik bir kismim kaplar. Bu agamada,
trofoblast ve i¢ hiicre kitlesi arasinda gorsel olarak ayrim
yapilabilir (Jahnke vd., 2014).

Ekspanded Blastosist (Asama Kodu 7): Zona
pellusidanin orijinal kalinliginin yaklasik {i¢te birine kadar

inceldigi ve embriyonun ¢apinin dramatik sekilde arttig1 asamadir
(Jahnke vd., 2014).

Hatching/Cikmaya Baslayan Blastosist (Asama Kodu
8): Embriyo, zona pellusidadan ¢ikma siirecine girebilir ya da
tamamen ayrilmis olabilir (Jahnke vd., 2014).

Ekspanding Hatching Blastosist (Asama Kodu 9):
Embriyonun ¢ap1 6nemli 6l¢iide biiyiir, ancak zona pellusidadan
tamamen disar1 ¢gikmis olarak goriinen bu asama, asama kodu 8
ile benzer goriiniir (Jahnke vd., 2014).
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8 Hicreli
(4. Giim) {5 Giiny {56, Giim)

(6. Gim) (7. Gii)

Elcspanded Blast Hatched Blast Elspanding Hatched Blast
(8. Giim) (9. Gilm) (8-10. Giin)

Sekil 1. Embriyolarin giinlere gore gelisim asamalar (Jahnke vd.,
2014).

2.11. Embriyo Kalite Derecesi

Embriyo kalite derecesi, embriyonun morfolojik
Ozelliklerine  dayanarak  gorsel olarak belirlenir. Bu
degerlendirme, embriyonun blastomerlerinin homojenligi (boyut,
renk, sekil), 6lii veya dejenere blastomerlerin varligi, sitoplazmik
graniilarite derecesi, sitoplazmik vakuoller ve diger hiicresel
ozellikler goz 6niinde bulundurularak yapilir.

Kalite Derecesi Kodu 1- Miikemmel veya Iyi: Kaliteli
1. derece embriyo, homojen bir blastomer yapisina sahip, simetrik
ve kiiresel bir embriyo kiitlesine sahiptir. Blastomerler boyut,
renk ve yogunluk acisindan birbirine benzer olmalidir. Zona
pellusida sferik sekilli, piirtizsiiz olmali ve embriyonun yiizeyinde
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icbiikey veya diiz yiizeyler bulunmamalidir. Bu tiir embriyolar,
kaliteli ve saglikli olarak kabul edilir (Jahnke vd., 2014).

Kalite Derecesi Kodu 2- Orta: Embriyonun seklinde
veya blastomerlerin boyut, renk ve yogunlugunda orta diizeyde
diizensizlikler bulunur. Blastomerlerde hafif sitoplazmik
pigmentasyon bozukluklari, birkag vakuol ve baz1 diizensizlikler
gozlemlenebilir. Yine de embriyo saglam ve canhidir ve
hiicrelerin en az %50’si saglikli olmalidir (Jahnke vd., 2014).

Kalite Derecesi Kodu 3 - Zayif: Embriyonun seklinde
veya blastomerlerin boyut, renk ve yogunlugunda belirgin
diizensizlikler ~vardir. Blastomerlerde asir1 pigmentasyon
bozukluklar1 ve ¢ok sayida vakuol gozlemlenir. Embriyo,
gelisiminde zorluk yagsayabilecek ancak hala canli olan hiicrelere

sahiptir. Hiicrelerin en az %251 saglam olmalidir (Jahnke vd.,
2014).

Kalite Derecesi Kodu 4- Olu veya Dejenere: Kalite
derecesi 4 puan alan embriyolar 6lii veya dejenere olmuslardir ve
alictya transfer edilmemeli ya da dondurulmamalidir. Bu
embriyolar genellikle asir1 koyu sitoplazma, hiicre zarlarinin
bozulmasi ve diger ciddi morfolojik kusurlar gosterir (Jahnke vd.,
2014).

Embriyo degerlendirmesinin biyolojik bir sistemin 6znel
bir 6l¢iimii oldugu unutulmamalidir. Bunun yani sira, embriyo
transferi sonrasinda gebelik sansi, ¢evresel kosullar, alic1 disi
kalitesi ve teknisyenin deneyimi gibi pek ¢ok faktore baglidir
(Mapletoft, 2013).

2.12. Embriyo Dondurma Yontemleri

S1g1r embriyolarinin kriyoprezervasyonunda genellikle iki
tiir prosediir kullanilir; yavas dondurma ve vitrifikasyon.
Vitrifikasyon, buz kristalleri olusmadan suyun cam benzeri bir
yap1 olarak katilasmasini ifade eder. Yavas hizda dondurmada
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diisiik konsantrasyonda kriyoprotektan kullanilir, embriyonik
hiicrelerin disinda buz kristali olusumu indiiklenir ve sicaklik
yavasca diistiriiliir, boylece bu buz kristalleri biiyiir ve hiicrelerin
icinde buz kristali olusmadan embriyonik hiicrelerden su ¢eker.
Bu islem, hiicreler i¢cindeki kriyoprotektan konsantrasyonu cam
benzeri bir yapinin olusmasina izin verecek kadar yiiksek olana
kadar devam eder. Vitrifikasyonda ise yliksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektan ve ¢ok hizli sogutma oranlar1 kullanilir, boylece
hticrelerin icinde hemen cam benzeri bir yap1 olusur. Iki yéntemin
bu kisa tanimi, terminolojinin teknik olarak dogru olmadigin
gostermektedir ¢iinkii her iki yontem de sonugta vitrifikasyonla
sonug¢lanmaktadir. Bu duruma ulagsmanin farkli yontemlerini ayirt
etmek i¢in kullanilan “yavas hizda dondurma” ve “vitrifikasyon”

terminolojisi kabul gérmiis ve yaygin olarak kullanilmaktadir
(Gordon, 2003d).

Yavas hizda dondurma genellikle kontrollii hizda
dondurma olarak adlandirilir ¢linkii dondurma isleminin ¢ogu
sirasinda  sogutma hizi kontrol edilir. Kriyoprotektan ile
dengeleme ve dondurma i¢in payetleme iglemleri normalde ortam
veya oda sicakliginda gergeklestirilir. Dondurma islemi bir cihaz
araciligiyla yapilmaktadir. Sigir embriyolar1 i¢in genellikle
dondurma programinin sicakligi -6 °C’de baglar. Her gegen
dakika sicaklik 0,3-0,5 °C diiserek sogutma -35°C’ye kadar
devam eder. Kisa bir dengeleme siiresinden sonra sivi azota (LNz2)
daldirilarak sicaklik hizla distiriiliir (Kenneth, 2014).

Yavas dondurma metodunun erken fazinda kontrollii ve
yavas bir sogutma hizi tercih edilirken, son fazda hiicre i¢i suyun
cam benzeri bir yapiya doniismesini saglamak amaciyla hizli bir
sogutma hizi uygulanir. Bu hizli sogutma, ¢6zme asamasinda da
hizli 1sitmay1 zorunlu kilar. Coziinmenin yavas gergeklesmesi
durumunda, buz kristallerinin olusmasi kaginilmaz hale gelir ve
bu durum hiicresel yapilarda ciddi hasarlara yol acar. Bu nedenle,
¢ozme islemi swrasinda embriyolar genellikle 30-37°C
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sicakliktaki su banyosuna aktarilir ve tiim buzlarin ¢éziinmesine
kadar bu ortamda tutulur. Ancak yapilan ¢aligsmalar, embriyolarin
LN2’den ¢ikar ¢ikmaz dogrudan sicak suya alinmalar1 durumunda
zona pellucidada yapisal hasarin arttigini géstermistir. Bu riskin
azaltilabilmesi i¢in, ¢0zme islemine gecilmeden Once
embriyolarin yaklagik 10-30 saniye boyunca havada oda
sicakliginda tutulmasi ve ardindan su banyosuna aktarilmasi,
zona pellucida hasar oranini anlamli diizeyde azaltmaktadir
(Kenneth, 2014).

Kriyoprezervasyonun yaygin bir formu olan vitrifikasyon,
klasik yavas dondurma yonteminden iki temel agidan farklilik
gosterir:  daha yliksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan
kullanim1 ve son derece hizli bir sogutma siireci. Vitrifikasyona
iliskin prosediirler ¢esitlilik gostermekte olup, glinlimiizde sigir
embriyolarinin vitrifikasyonu i¢in evrensel olarak kabul gormiis
standart bir yontem bulunmamaktadir (Kenneth, 2014).

Vitrifikasyonun basarili olabilmesi i¢in, ¢6zeltinin cam
benzeri bir forma gegisini saglayacak sekilde dakikada 1000 °C
veya lizeri sogutma hizlarina ulasilmasi gerekmektedir. Ancak bu
sogutma hizlarinin elde edilebilmesi, yalnizca dogrudan LN:’ye
aktarim ile degil, ayn1 zamanda yilizey alani/hacim oraninin
artirllmasiyla da miimkiindiir. Bu baglamda, geleneksel 0.25
mL’lik sperma payetlerinden daha biiyiik yilizey/hacim oranina
sahip tastyicilar tercih edilmektedir (Kenneth, 2014).

Sigir embriyolarinin vitrifikasyonunda yaygin olarak
kullanilan tasiyicilardan biri “Open Pulled Straw” (OPS)
sistemidir. Bu sistem, standart plastik sperma pipetinin 1sitilarak
inceltilmesi ve ¢apiin daraltilmasi ile olusturulmakta, boylece
ylizey alant/hacim orani artirilmaktadir. Bunun yani sira, ultra
hizli sogutma hizlar1 elde etmek amaciyla Cryoloop™,
Cryotop™, Cryoleaf™ gibi ¢esitli minimal hacimli tasiyict
sistemler de gelistirilmistir. Bu sistemler, embriyolarin yalnizca
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cok kiiciik bir miktar vitrifikasyon soliisyonu i¢inde tutulmasini
saglayarak, LN:’ye dogrudan temasla ¢ok yiiksek sogutma
hizlarima ulagilmasina olanak tanir. Ancak, bu tasiyicilar
dogrudan LN:’ye temas ettidi i¢in, sogutma islemi
tamamlandiktan sonra embriyo ve tasiyicinin kontaminasyon
riskine karst miihiirlenebilir bir dis kap icerisine yerlestirilmesi
gerekmektedir (Kenneth, 2014).

Ayni yiiksek ylizey alani/hacim orani prensibi, ¢6zme
asamasinda da ultra hizli 1s1 transferine olanak saglar. Bu islem
sirasinda embriyolar, genellikle 35-37 °C sicaklikta hazirlanmig
¢Ozdiirme soliisyonlarina aktarilir. Cozdiirme soliisyonlar
cogunlukla  siikroz  igermektedir;  bu  igerik hem
kriyoprotektanlarin kademeli olarak uzaklastirilmasin1i hem de

hiicre i¢i su dengesinin korunmasini saglayarak hiicresel sismeyi
onler (Kenneth, 2014).

2.13. Embriyo Transferi

Sigirlarda embriyo transferinin basarisi, dondr ve alici
hayvanlarda 6strusun senkronizasyonuna biiyiik ol¢lide baglidur.
Alict ve dondriin Ostruslar1 arasindaki zaman farkinin 24 saat
igerisinde olmasi durumunda, embriyo transferi yiiksek gebelik
oranlariyla sonuglanmaktadir (Kenneth, 2014). Alternatif olarak,
embriyo transferi daha sonraki bir tarihte yapilacaksa,
kriyoprezerve edilmis embriyolarin gelisim evresi ile alicilarin
fizyolojik durumu senkronize edilmelidir. Bu senkronizasyon ya
dogal yollarla, biiyiik bir siiriiniin yonetimiyle saglanabilir ya da
daha ekonomik ve pratik bir yaklasim olan hormonal Gstrus
senkronizasyon protokolleri kullanilarak gergeklestirilebilir
(Gordon, 2003d).
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3. SONUC VE ONERILER

Ovum pick-up, transvajinal ultrasonografi esliginde
minimal invaziv bir teknik olarak, genetik agidan degerli
donorlerden tekrarli oosit elde edilmesine olanak tanimakta ve in
vitro embriyo iiretimi verimini artirmaktadir. Embriyolarin
morfolojik degerlendirmesi, IETS tarafindan Onerilen ¢ift
basamakli kodlama sistemi ile standartlastirilmis olup,
embriyolar gelisim asamalarina ve kalite derecelerine gore
sistematik bi¢cimde siniflandirilmaktadir. Bu sistem, embriyo
secimi ve transfer basarisinin artirilmasinda 6nemli bir rehber
niteligindedir.

Kriyoprezervasyon yontemlerinden vitrifikasyon, ultra
hizli sogutma ve ¢6zme prensiplerine dayanan, embriyo
canliligint koruma agisindan avantajli bir tekniktir. Ancak,
kullanilan tasiyici sistemlerin ve ¢ézdiirme protokollerinin hassas
sekilde optimize edilmesi gerektigi unutulmamalidir. Ozellikle
zona pellucida’nin  korunmasi, vitrifikasyon ve ¢oziilme
asamalarinda kritik 6neme sahiptir.

Embriyo transferi bagari orami ise yalnizca embriyo
kalitesine  degil; alict ile dondr arasindaki  Ostrus
senkronizasyonuna, alicilarin fizyolojik uygunluguna ve islemin
uygulandig1 teknik donanima da baghdir. Giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan cerrahi olmayan transfer yontemleri hem
uygulama kolaylig1 hem de saha kosullarina uygunlugu sayesinde
onemli avantajlar saglamaktadir.

Ovum pick-up uygulamalarinda kullanilacak donoérlerin
O0zenle  secilmesi, ultrasonografi  ekipmaninin  yiiksek
¢Oziiniirliikte olmas1 ve operatoriin deneyimi, oosit verimini ve
kalitesini dogrudan etkileyen 6nemli faktorlerdir.

Embriyo degerlendirmelerinde, IETS standartlarinin
uygulanmasi, farkli laboratuvarlar arasinda ortak bir dilin
kullanilmasini saglar ve embriyo se¢iminde tutarlilig1 artirir.
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Kriyoprezervasyon protokolleri, kullanilan tasiyici
sistemlerin yiizey alani/hacim oranina gore optimize edilmeli ve
¢Ozdiirme asamasinda hizli 1smmma prensipleri titizlikle
uygulanmalidir.

Alic1 hayvanlarin senkronizasyonu, embriyonun gelisim
evresiyle birebir uyumlu olacak sekilde diizenlenmeli ve alici
fizyolojisinin uygunlugu 6nceden kontrol edilmelidir.

Son olarak, tiim siire¢lerin basarisi, uygulayici ekibin bilgi
ve deneyim diizeyi, laboratuvar kosullarinin standardizasyonu ve
hayvan refahi ilkelerine uyum ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle
hem pratik uygulamalarda hem de aragtirmalarda multidisipliner
yaklagim benimsenmelidir.
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