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ISVICRE ESMERI DUVELERDE DONDURULMUS EMBRIO
NAKLI UYGULAMALARI

(Field experiments with frozen-thawed bovine embryos in
Brown-Swiss heifers.)

Sungur, H.* Alacam, E.** Tekeli, T.** Kadak, R.*** Pakdil, N.*
Whitaker, R.Q.##%%*

SUMMARY

Seven days old frozen Brangus embryos imported from Granada Limited
Company of USA were non-sungically transfered to the 64 Brown-Swiss heifers.

Recipient heifers were synchronisied by two prostaglandin injections 11
days apart. Transfers were performed 7 days after the estrous. Results were
controlled by rectal palpation 45 days later.

Estrous symptoms were observed between 36-72 nd hours following 2 nd
prostaglandin injections (aprox. 60.47 + 9.73 hour). After thawing, embryos
were classified as, 43 morula, 9 early blastocyst, 11 blastocyst and 1 expanded
blastocyst. On quality examination, excellent (Gl), good (G2) and fair (G3)
embryos were differentiated 28.31 and 5 respectively. Pregnancy rate was 32.81 %
after all transfers. This rate was 39.28 % in G1 and 25.80 % in G2 embryos.
The highest pregnancy rate was held by using blastocyst phase embryos (62.50 %).

It's decided that, the pregnancy rates could be improved by using excel-
lent quality and early phase embryos.

OZET

Bu calismada, 7 giinliikk dondurulmus Brangus 1rki inek embriolar1 64 adet
Isvicre esmeri 1rkindan diiveye cervical yoldan nakledildi.

* Lalahan Hayvancilik Arastirma Enstitiisti, Ankara
** Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Konya.
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Tastyici ditvelerin seksiiel sikluslari, 11 giin ara ile uygulanan iki prostag-
landin enjeksiyonu ile kontrol altina alindi. Embrio nakilleri 6striisti izleyen 7.
giinde yapildi. Sonuclar nakilleri izleyen 45. giinde yapilan rektal palpasyon ile
kontrol edildi.

Senkronize diivelerde Ostriisler ikinci prostaglandin enjeksiyonunu izleyen
36-72.saatler arasinda ve ortalama 60.47 + 9.73 saatte izlendi. Coziilerek, stereo
mikroskopta degerlendirilen embriolardan 43 tanesi morula, 9 tanesi erken
blastosit, 11 tanesi blastosit, 1 tanesi de expanded blastosit olarak degerlendirildi.
Kalite yoniinden ise 28 tanesi mitkemmel (G1), 31 tanesi iyi (G2) ve 5 tanesi
orta (G3) olarak belirlendi. Nakiller sonucunda ortalama % 32.81 oraninda gebe-
lik elde edildi. Bu oran G1 embriolarla % 39.28, G2 lerde ise % 25.80 olarak
belirlendi. En yiiksek gebelik oranina blastosit asamasindaki embriolar
ile ulasildi ( % 62.50).

Iyi kaliteli ve ayni giinde daha erken gelisme asamasindaki embriolar
kullanilarak ve deneyim kazanilarak gebelik oranlarimin daha da yiikseltile-
bilecegi kanisina varildu.

GIRIS
Embrio nakli, fertilize olmus ve normal gelismesine devam eden zigot'
(un/larin) ana hayvanin oviduct ya da uterusundan alinarak hemen veya dondu-

rularak kisa-uzun siire korunduktan sonra, aym tiirden diger bir hayvana nakli
ve gebelik-dogum siiresini burada tamamlamasi olarak tanimlanabilir.

Inek embriolarinin ilk defa Wilmut ve Rowson (21) tarafindan dondu-
rulduktan sonra basariyla kullanilmasiyla bu tiirde de kiymetli genetik materyalin
kisa ve uzun siireler fertil olarak saklanabilecegi ortaya konulmustur.

Hubbert ve Hopkins (7), operatif yolla ya da cervical yoldan uterusun
yikanmastyla elde edilen embriolarin dondurularak, uzun siireler saklanabildikleri-
ni, eldeki fazla embriolarin uygun tastyicilar bulunana kadar korunabildiklerini,
etci siirillerde asim sezonu disinda toplanan embriolarin agim sezonunda kulla-
nilabildigini bildirmekte ancak yontemin taze nakillere gore pahaliya malolmasi
ve donma ¢oziillme sirasinda embriolarin 6lmesi gibi dezavantajlarinin da bulun-
dugunu eklemektedirler.

Yapilan ¢esitli arastirmalarin sonuglarina gore, taze embrio nakilleri ile
% 60-80 oraninda gebelik elde edilirken, dondurulmug embrio nakilleri ile alinan
sonuglar % 30-50 arasinda degismektedir (5, 6, 10, 13).

Dondurulmug embrio nakillerinde basariy1 etkileyen faktorler arasinda
embrionun kalitesi, tastyicilarin  dol sagligi, seksiiel senkronizasvonun
uygunlugu, nakil i¢in zamanlama, uygulayicinin deneyimi 6nemli Olgiide rol
oynamaktadir (1, 8, 15, 18).
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Degisik hayvan tiirlerinde, farkli dondurma teknikleri ve vasatlar kullanila-
rak yapilan ¢aligmalarda genellikle embriolarin daha uzun siireler dejenere olma-
dan saklanabilmesi ve nakiller sonucunda daha yiiksek bir fertilite oran1 elde edil-
mesi tizerinde durulmaktadir (4, 9, 17).

Bu ¢alismanin amaci ise, Tiirkiye' de ilk defa, Tarim Orman ve Kdyisleri
Bakanlig: tarafindan ABD' den getirtilen Brangus 1rki embriolarin Isvi¢re esmeri
diivelere nakillerinden alinan sonuglari ortaya koymaktir.

MATERYALMETOT
1. Materyal:

Sunulan ¢aligmada, Tarim Orman ve Koyisleri Bakanlig1 tarafindan ABD'
nin Granada firmasindan saglanan Brangus (Brahman-Angus) irki, 7 giinliik,
dondurulmus embriolar ile tasiyici olarak Konya Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitiisiine ait 64 adet, 2-4 yasli Isvicre esmeri irkindan diive kullanildi.

Deneme hayvanlarina yetistirmenin olagan bakim ve beslenme sartlar
disinda ayr1 bir 6zen gosterilmedi.

2. Metot:
2.1- Tasiyici diivelerin hazirlanmasi.

Embriolarin nakledilecegi diiveler, fenotip olarak ergin agirliklarinin 2/3
tinil gecmis, gelismesi normal hayvanlar arasindan se¢ildi. Se¢ilen materyale rektal
muayene uygulanarak tubuler genital kanalin durumu ve ovaryumlarin siklik
islevleri kontrol edildi. Normal gelismis, ovaryum fonksiyonlart normal (Ovar-
yumlarinda geng-yash corpus luteum, capi 1 cm den biiyiik follikiiller gibi fonk-
siyonel yapilar bulunan) hayvanlar ayrilarak embrio nakilleri i¢cin hazirlandilar.

Tastyicilarin seksiiel sikluslarini senkronize etmek amaciyla 11 giin ara ile
iki defa 25 mg. Dinoprost tromethamine*, i.m enjekte edildi. ikinci enjeksiyon
sonrasinda diiveler, 24. saatten baslanarak giinde iki defa (9.00 ve 16.00 saatle-
rinde) yarimsar saat gozlendiler. Ostriis gosterenler rektal muayene ile dogrulan-
diktan sonra kaydedildiler.

Ostriisleri izleyen 7. giinlerde tasiyicilara yeniden rektal muayene uygula-
narak, ovulasyon sonucu corpus luteumun sekillendigi ovaryumlar belirlendi.
Corpus luteumlar biiyiikliiklerine ve derinliklerine gore; belirgin olanlar C1 1 (+),
kiigiik olanlar ise CI2 (++) olarak degerlendirildiler.

2.2- Dondurulmus embriolarin ¢oziilerek nakle hazir hale getiril-
mesi.

0.25 ml. lik plastik payetler icinde ve siv1 azot tankinda saklanan embriolarin
coziilmesi icin dondurulma sirasinda uygulanan yontem bu defa son asama-

* Dinolytic, Eczacibasi.
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dan ilk asamaya dogru tekrarlandi. Bu amacla; payetler oncelikle buz kristalle-
rinin uzaklastirilmasi icin 15 saniye, 30 C derecelik su banyosunda birakildilar.
Daha sonra u¢ kisimlart kesilerek iclerindeki embriolar, steril bir tel yardimm ile
dip kisimlarindaki pamuktan itilerek % 10 luk (1.37 M) gliserol solusyonuna akta-
rildilar. Bunu takiben de beser dakika siireyle;

1. % 6.6 gliserol 0.3 M. Sukroz,

2. % 3.3 gliserol 0.3 M. Sukroz,

3.3 M. sukroz,

4. MPBS (Modifiye fosfat bufter sol) + % 4 BSA,

solusyonlarinda tutuldular. Emriolarin degisik solusyonlara aktarilmasi sira-
sinda tiiberkiilin siringasina ilistirilmis plastik pastor pipetlerinden yararlanildi.

2.3- Embriolarin degerlendirilmesi.

Coziilmiis embriolar stereo mikroskopta X10 biiyiiltme altinda degerlendi-
rildiler. Embriolar iki degisik sekilde simiflandirildilar. Bunlardan ilki, gelisme
asamasina gore, (Identifikasyon) Morula (M4), Erken Blastosit (EB5), Blastosit
(B6), Expanded Blastosit (ExB7) seklinde yapildi. Ikinci siniflandirmada ise
embrionun kalitesi gozoniinde tutuldu. (Modifikasyon).

Buna gore;
1. Kalite (G1):

Embrio dolgun ve kiire seklinde, hiicreler simetrik bi¢cim ve olciilerde,
rengi ne ¢ok acik ve ne ¢ok koyu. Stoplazmada granulasyon bulunmayip, bazen
birkac adet orta biiyiiklitkte vakuol yer almakta. Perivitellin araligi bos olup,
zona pellucida's1 diizgiin,

2. Kalite (G2):

Bunlarda iyi kalite embriolar olmakla beraber hiicrelerinde granulasyonlar
ve stoplazmalarinda vakuoller yer almakta,

3. Kalite (G3):

Hiicre biiytikliikleri farkli ve graniillii bolgeler fazla olup stoplazmalarinda
cok sayida vakuloller bulunmakta,

seklinde bir degerlendirme yapildi.
2.4- Embriolarn nakli.

Embriolarin degerlendirilmesinden ve tekrar 0.25 ml. lik payetlere teker
teker alinmasindan sonra, G1 embriolar oncelikle CL 1 olan diivelere ayrilarak,
nakledildiler.
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Embriolarin payetlenmesi** Sekil 1 de sematize edildigi bicimde yapildu.
Daha sonra payetler 6zel bir tohumlama

Sekil 1. Embriolarin payetlenmesi.

pistolesine yerlestirildi. Tasiyici diivelere alt epidural anestezi uygulandiktan sonra
pistole rekto-vaginal yontemle cervix uteri'den gegirilerek, corpus luteumun yer
aldig1 taraftaki cornu uteri'nin ortasina kadar ilerletildi ve embrio bu bolgeye
birakilarak, gerec geriye ¢ekildi.

Diivelere bu islem disinda mekanik veya kemoterapotik bir uygulama yapil-
madi.

2.5- Gebelik kontrollari.

Tastyic1 diivelerde, nakilleri izleyen 13-15. giinlerde Ostriis belirtileri ve 45.
giinlerde ise rektal muayene ile gebelik bulgular arastirildi.

BULGULAR

1- Tasiyic1 diivelerde seksiiel sikluslarin senkronizasyonu:

Tastyict diivelerin seksiiel sikluslarinin diizenlenmesi icin uygulanan iki prostag-
landin enjeksiyonundan sonra oOstriislerin 36-72. saatler arasinda dagildigi ve
ortalama 60.47 + 9.73 saatte sekillendigi belirlendi. Ostriislerin goriildiigii saatler
Tablo 1 de sunulmustur.

** Payetleme sirasinda vasat olarak MPBS kullanilmustir.
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Tablo 1- Senkronize diivelerde Ostriislerin goriildiigi saatler

Ikinci PG Enjeksiyonunu Izleyen Saatler

36 Saat | 48 Saat | 55Saat | 72 Saat | Ort.

Diive Sayist 1 8 30 25 60.47 £9.73

%o 1.56 12.50 46.87 39.06

Ostriisleri izleyen 7. giinlerde yapilan rektal muayenelerde, ovulasyon sonucu
sekillenen corpus luteum'lardan 25 tanesi CL 1 (+) ve 39 tanesi de CL 2 (++)
olarak degerlendirildi.

2- Embriolarin degerlendirilmesi.

Embriolarin stereo mikroskopta yapilan degerlendirilmesinde 43 tanesinin
Morola, 9 tanesinin Erken blastosit, 11 tanesinin Blastosit ve 1 tanesininde Expan-
ded Blastosit asamasinda oldugu belirlendi. Bu embriolarin kalite kontrolunda ise
Tablo 2 deki bulgular elde edildi.

Tablo 2- Coziilen embriolarin degerlendirilme sonuclari.

Embrionun gelisme asamast | Embrio Sayis1 Embrionun Kalitesi
Gl G2 G3
M4 43 12 26 5
EB5 9 7 2 -
B6 11 7 4 -
ExB7 1 1 - -

3- Embrio nakli sonuclar::

Altmis dort adet diiveye yapilan nakiller sonucunda % 32.81 oraninda gebe-
lik saglanmistir. Embriolarin gelisme asamasina ve kalitesine gore basar1 oranlari
Tablo 3 te sunulmustur.
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Tablo 3 -Embrio Nakil Sonuglari

Embrionun 45. Giin Rektal Palpasyon
Gelisme Kalitesi Bulgulart Gebe Kalma
Asamast N Gebe | G.Degil | Orntan %
Gl 12 3 9 25.00
M4 G2 26 6 20 23.07
G3 5 2 3 40.00
Gl 7 3 4 42.85
EB5
G2 2 1 1 50.00
Gl 8 5 3 62.50
B6
G2 3 1 2 33.33
ExB7 Gl 1 - 1 -
Genel Sonug 64 21 43 32.81
TARTISMA VE SONUC

Brangus 1rki, 7 giinliik inek embriolarinin, prostaglandin hormonu enjeksi-
yonlart ile seksiiel sikluslar1 kontrol altina alinan diivelere nakilleri sonucunda
ortalama % 32.81 oraninda bir gebelik elde edilmistir.

Tastyic1 diivelere 11 giin ara ile uygulanan cift prostaglandin enjeksiyo-
nundan sonra Ostriisler 36. saatten baglayarak izlenmis, 48-55, saatlerde yogunla-
sarak 72. saate kadar deney hayvanlarinin tamaminda 6striis belirtileri gozlenmis-
tir. Taze embriolar ile yapilan nakillerde embrionun yas1 ile tasiyicilarin senkroni-
zasyonu arasinda 24 saatlik bir farklilik normal hudutlar icinde kabul edilirken,
dondurulmus embrio ile yapilan ¢aligmalarda bu farkliligin 12 saati gegmemesi
Onerilmektedir. Bu nedenle ¢alisma sirasinda nakiller Ostriis belirtilerinin gozlem-
lenmesini izleyen 7. giinlerde yapilmistir. Bu konuda diizenli kan-siit progesteron
hormonu diizeyleri tespit edilerek daha da saglikli bir zamanlama yapilabilece-
gi kanisina varimistir. Konunun bu yonii ile ilgili diger bir ¢alisma ise halen siir-
diiriilmektedir.

Kennedy ve ark.(8) ve Niemann ve ark. (12) yaptiklar1 ¢alismalarda 7.
giinde, erken gelisme asamalarindaki (Ge¢ Morula, Erken Blastosit, Blas-
tosit) embriolarin daha fazla yasama sanslarinin oldugunu ve bunlardan
daha yiiksek gebelik elde ettiklerini bildirmektedirler. Sunulan c¢aligmada
da gebelik sans1 yoniinden en iyi sonuclar Erken Blastosit (% 50) ve Blastosit
(% 62.50) asamasindaki embriolar ile elde edilmistir.
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Embrionun kalitesi yoniinden yapilan calismalarda ise; Shea ve ark. (16)
kotii kaliteli embriolarin yasama sansinin az oldugunu ve donma -¢oziilmeye iyi
kaliteli olanlar kadar dayanamadigin ileri siirmektedirler. Arastiricilar iyi kalite
embriolarin dondurulmasini, eger gerekli ise daha diigiik kalitede olanlarin taze
olarak nakillerini 6nermektedirler.

Kennedy ve ark. (8) embriolart miikkemmel, iyi ve orta olarak tasnif etmis-
ler ve invitro yagama sanslarim sirasiyla % 91.50 ve 29 olarak belirlemislerdir.
Wrigt (22) milkemmel kalitedeki embriolarin, gelisme asamasina bagl ola-
rak gebelik oranlar1 yoniinden bir farklilik gostermediklerini bildirmektedirler.
Sunulan ¢alismada da genel bir degerlendirme yapilirsa, Morula, Erken Blastosit
ve Blastosit asamasindaki embriolardan, G3 ler az sayida oldugu icin degerlendir-
me dis1 birakilirsa, G1 lerde % 39.28, G2 lerde ise % 25.80 bir gebelik orani
goriilmektedir.

Dondurulmus inek embriolari ile yapilan saha caligmalarinda; Chupin ve
ark. (2) % 41.4, Elsden ve ark. (3) % 50, Seidel ve ark. (15) embrionun kalitesine
gore % 12-40, Schneider ve ark. ( 14) % 34 oraninda gebelik elde ettiklerini
bildirmektedirler. Sunulan caligmada ise, G1, G2 ve G3 kalitede embriolarin
tamam degerlendirildiginde % 32.81 oraninda gebelik saglanmustir.

Greve ve Jensen (6) embrio nakillerinden sonra HCG hormonu enjekte
edilen ineklerde aksesor corpus luteum'larin sekillendigini ve kan progesteron
hormonu diizeylerinin digerlerine kiyasla yiiksek oldugunu, bdylece gebe-
lik sansmnin bu yolla arttirilabilecegini ileri siirmektedirler. Veledez ve ark.
(19) ise HCG nin sadece diivelerdeki progesteron diizeyini yiikseltebildi-
gini, ineklerde ise Onemli bir etkisi olmadigini iddia etmektedirler. Bu calis-
mada ise nakil yapilan diivelere herhangi bir hormon uygulamasi yapilmamis-
tur.

Massip ve ark. (11) embriolar1 pyrex ampullerde ve plastik payetlerde don-
durmuslar, payetlerin embrionun gelismesi ve gebelik orani yoniinden daha uygun
oldugunu belirlemislerdir. Sunulan ¢alismada da 0.25 ml.lik payetlerde dondurul-
mus embriolar kullanilmistir.

Bondurant ve ark.(1) iki ayn teknisyen kullanarak yaptiklari embrio nakil-
lerinde alinan sonuclar arasinda onemli farkliliklar oldugunu bildirmektedirler.
Bu ¢aligmada nakiller 4 ayr1 Veteriner Hekim tarafindan yapilmis olup, diger bazi
faktorleri elemine etmek miimkiin olmadigindan uygulayicilar arasinda bir
mukayese imkan1 olmamistir. Ancak bu konuda deneyimin onemli rolii oldugu
bir gercektir.

Sonug olarak, iyi kalitede ve erken gelisme agamasindaki embriolar kulla-
nilarak, tasiyici olarak kullanilan diivelerin dol sagliklar1 devamli kontrol altinda
tutularak ve embrio nakli ile ilgili ¢esitli islemlerde deneyim kazanilarak gebe-
lik oranlarinin daha da yiikseltilebilecegi kanisina varilmistir.
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