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TAVSANLARDA EMBRIO TRAN SFERI

Cetin Kiligoglu* Tevfik Tekeli**

Embryo Transfer in the Rabbit

Summary: A.technique for flushing the oviduct and succesful transfer
of the rabbit ova to foster mothers were investigated. In 20 donor does the mean
number of ovulation was 19 F 1.

Ninetvsix point three percent of 187 embrvos, which were recovered from
superovulated 20 donors, werz fertilized and appeared normal when examined
after the recoverv. 20 %, of recipient does maintained pregrancy to term.

Ozet: Bu calymada tavsanlarda embriolarn genital kanaldan topla-
nabilmesi igin oviduct'u ytkama yintemi ile bir transfer teknigi incelenmigtir.

Siiperovulasvonla 20 donor tavsandan alinan 187 adet embrionun irce-
lenmesinde de % 96,3 niin fertil ve normal goriiniimli olduklart saptanmagter.

Operasvon swrasinda donor  tavsanlarin ovariumlarimin  incelenmesinde
19F 1 ovulasvon olugtugu belirlenmis ve recipient’lerden (alicr) % 20 si ge-
beligi sona erdirmiglerdir.

Bu konudaki ilk ¢alumay: olugturan “Tavsanlarda Embrio Transferi”
inden elde edilen sonuglara gire Embrio Transfer tekniginin islerliginin ortaya
konmast yaminda cvcil hayvanlarimizda wygulandiginda ozcllikle memleketimiz
ckonomisine katkisiman biiyiik olacagr ve hayvan populasyonumuzun genetikman
diizelmesinde de atilm yapacagr inancindayiz.

* Prof.Dr. A.U. Veteriner Fakiiltesi Dogum Bilgisi ve Jinekoloji Birimi. Ankara-
Turkiye.
** Asistan. A.U. Veteriner Fakiiltesi Dogum Bilgisi ve Jinekoloji Birimi. Ankara-

Turkiye.
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Giris

Tavsanlarda embrio transferi ilk defa 1890’da Heape tarafindan
yapilmistur. Walter Heape baganl ilk transfer denemesini agikladig
yazisinda “Bir tiir tavsan uterusunda diger bir tiir tavsanin fertilize
ovumunun fetal geligmesinin tiim agamalarint gecirebilmesinin ola-
sthgm belirtmek isterim” demektedir!.

Embrio transfer teknigi farede (16,21), ratta (8,25), hamsterde
(3): tav§anda (I>4:5a6a9:14a15319)20) koyunda (11313317’23)5 domuzda
(12,18) ve inekte (24) pek gok aragtirmaci tarafindan yapilmig ve me-
melilerdeki gesitli gelisim dénemlerindeki bu déllenmis ovumlarin
toplanmast ve transferi degisik yontemler uygulanarak ortaya kon-
mugstur,

Embrio transferi ii¢ ana béliim icersinde incelenmektedir.

1. Embriolarin donor (verici)lardan toplanmasi,
2. Embriolarin in vitro korunmas,
3. Embriolarin recipient (alici)lere verilmesi.

Embriolarin vericilerden toplanmast islemi gergeklestirilirken
de vericinin gebeliginin durumuna, embrionun bulunabilecegi bél-
geler goz oniinde tutularak degisik toplama yontemleri kullanilmak-
tadir. Bunlar sirastyla:

a) Ovariumdaki ovumlarin toplanmasi,
b) Oviducttaki embriolarin toplanmas,
c) Uterustaki embriolarin toplanmas.

a) Operatif yolla alinan ovariumlar 37 C derecedeki, gozliik
cami igindeki, vasata konur. Mikroskop altinda keskin sivri uglu bir
bistiiri ile kesilen olgun follikiillerin igerigi hafifce sikilarak vasata
bosaltilir. Cumulus ile kaph olan embriolar vasatta konakgiya transfer
i¢in inkubatérde saklanir (7).

-.Oldiiriilmeleri istenmeyen biiyiik ve degerli hayvanlarda lapa-
ratomi yapilarak ovariumlar bulunur, biiyiik follikiillere ponksiyon
yapilrr, igerik pipetle gekilir ve vasat igeren bir gézliik camina konur.
Bu yéntemle donorlar pek ¢ok defa kullanilabilirler (7).

b) Oviducttaki embriolarin toplanmasinda donorun operasyona
alindig: giinkii gebeligin baglangicinda olmasi halinde (1. gilin) emb-
riolar cumulus iginde ve ampulladadirlar (7). Bu pozisyonda olan bu
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tip embriolarin alinabilmesi igin ya oviduct, iginde vasat bulunan bir
gozlitk camina konur ve ampulla bir makasla kesilir, bu iglem cumulus
icindeki embrionun vasata dokiilmesine neden olur, eger olmazsa
oviduct iizerine hafifce basing yapilir ya da oviduct ortadan kesilir
ovarium tarafinda kalan yarim parga uterus tarafindan ovarium ta-
rafina dogru, bir enjektér yardimiyla yikanir (7).

1. giin 6@leden sonra, 2. ve 3. giinlerde ise embriolar cumulustan
ayrilmiglardir. Embriolar oviducta ovarium ucundan verilen vasatin
uterus tarafindan alinmastyla toplanabilirler. 4. cii giin embriolarin
pek cogu utero-tubal bilesimin oldugu yerdedirler. Bu donemde emb-
riolarin alinabilmesi icin uterustan da bir kismin kesilerek gikartil-
masinda yarar vardir.

Rat, fare gibi ufak ve pahall olmayan hayvanlardan canli iken
embriolarin toplanmas: pratik degildir, bunun yaninda tavsan, ko-
yun gibi daha biiyiik hayvanlarda embriolar deneme hayvanlan canli
iken toplanabilmektedir. Bunun igin hayvan anestczi edilir, utcrusun
bir boliimii ve oviduct ensizyon ¢izgisi digina almr. Operatorlerden
bir tanesi enjektore takilmis igne ile utero-tubal bilesimin yakinindan
oviducta girer ve enjektordeki vasat1 vermege hazirlanir. Diger opera-
tér ise oviductun fimbria ovaricasindan igeriye hafifce egilmis cam
boruyu sokar ve ucunu ufak bir petriye yonlendirir. Bu islem tamam-
laninca enjektorii kontrol eden opcratér yavas yavas vasati oviduct
igerisine verir. Embrio toplama isi sonuglaminca da cnsizyon ¢izgisi
dikilir ve donor tekrar kullanilmak iizere bakima almir. Bu yontem
Avis ve Swain (2), Chang (5), Hunter, Adams ve Rowson (13) ve
daha birgok aragtiric1 tarafindan basit dcgisikliklerle kullaniimgtir.

c) Uterustaki embriolarin toplanmasinda; karm boslugu disina
alinan uterus oviduct tarafindan enjektore takilmig ignenin yardimiyla
verilen vasatin uterustan toplanmasiyla yikanir. Yikanmadan sonra
vasat gozliik caminda toplanir ve bir sterco-mikroskop yardimiyla
embriolar bulunur, bir mikro pipetle alinip yeni bir vasat vc petri
icersine aktarilip transferin yapilacagi zamana kadar 37 C derecede
inkubatérde tutulurlar.

Adams (1) embrio transferinde 1. Donor (verici) embrionun via-
bilitesi ve gelisimi, 2. Recipient (alic, konake1) gebeligi sonuna kadar
basartyla gotiircbilmesi 3. Diger faktérler; Embrionun toplanmasi,
korundugu ve transferin yapildig1 vasat, transfer iglemi, transfer edilen
embriolarin miktari, genital kanaldaki transferin yapilacag: yer,
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cmbrionun gelismesinin ve konak¢inin luteal dénemlerinin sinkroni-
zasyonu gibi faktorlerin 6nemli rol oynayabilecegini vurgulamstr.

Déllenmis tavsan ovumlarmin transferinde de Chang (6) % 54
Adams (1) % 43.7 oraninda normal bir gelisme ve gebelik elde ct-
mislerdir. :

Adams (1) ¢esitli hormonlar uygulamak surctiyle siiperovulas-
yon sekillendirilen tavsanlardan eldc edilen ovumlarin %, ¢7.2’sinin
normal goriiniimlii ve fertil olduklarmi gézlemigtir.

Biitiin bu ¢ahgymalar g6z o6niinde tutularak déllenmis ovumun
maniplasyonu, sensivitesi, saklanmasi ve transferi gibi hususlarin in-
celenmesi ve bu sistemin memleketimiz hayvancilik ekonomisine biiyiik
katkisi goz oniinde tutularak bu ¢aliyma yapilmigstir.

Materyal ve Metod

Bu ¢aliymanuzda 3.5-5.0 kgr. agirhgindaki 24 erigkin Yeni Ze-
landa, 14 Chinchilla toplam 38 tavsan kullanildi. Bunlardan Yeni Ze-
landa tavsanlar (20) donor (verici), chinchillalar (10) recipient (alici,
konakg1) olarak degerlendirilmistir. Dért Yeni Zeclanda, fertil crkek
donorlanin tohumlanmasinda, vasectomize edilmis dort chinchilla
erkek tavsan da disi chinchilla’larin pscudo-gebeliklerinin olugstu-
rulmasinda kullanildilar.

Donor disilerde ovulasyonun olusturulmasi igin, 21 giin siireyle
ayni kafeslerde tutulmus disi tavsanlara 150 1.U. Pregnant Mare’s
Serum Gonadotropin (PMSG Folligon, Intervet) intra muskiiler
olarak enjekte edildi, 66-72 saat sonra da iki fertil erkek tavsanla cift-
lestirilen bu tavsanlara 50-75 I.U. Human Chorionic Gonadotropin
(HCG, Gestyl Organon) intravendz olarak verildi (1,9,10,19,20).

Recipient’in (alici, konakgimin) seksiiel siklusunun donor tav-
sanla aym periodda olmasini saglamak i¢in alici tavsana transferden
iki giin once 20-25 I.U. Human Chorionic Gonadotrophin (HCG,
Gestyl Organon) intravenéz enjekte edildi ve vasectomize tavsanlaila
ciftlestirildiler (g,10,19,20).

Donor tavsanlara enjeksiyondan 35-40 saat sonra median hat-
tan yapilan laparatomi sonu dollenmis embriolar oviducttan top-
land1 (7). Nembutal sodiumun intra-venz verilmesinden sonra linca
albadan yapilan ensizyondan uterus, oviduct ve fimbria ovarica ab-
dominal bosluk disina alindilar. Operatorlerden bir tanesi iginde 5 cc
Dulbecco (22) vasati bulunan bir enjektore ucu kiitlestirilmis bir igne
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takarak utcrusa, utero-tubal bilesimin yakinindan sokarak vasati
vermek iizere hazirlanirken, diger operatérde hafif¢e ac1 olusturacak
bigimde egilmis ince cam borunun bir ucunu fimbria ovarica’dan
iceri oviducta sokup bas ve isaret parmag ile yerinde tutarken diger
ucunu da bir petriye dogru yénlendirdi (7). (Resim I, II)

Enjektorii tutan operator bu iglem tamamlaninca yavas yavag
vasatl uterusa verirken diger operatérde oviductun kivrimlarini dii-
zelterek vasatin petriye gelmesini sagladi. Ayni iglem diger cornu ute-
riye de uygulamp vasatin verilmesi tamamlandiktan sonra abdominal
bosluk disindaki genital kanal normal situsuna konurken ovariumun
tizerindeki ovulasyon yerleri sayildi. Donor tavsamn dikisinin tamam-
lanmasindan sonra inkubatérde beklemekte olan petrideki dollenmis
cmbriolar stereo-mikroskop altinda sayildi.

Bu arada operasyona hazirlanan alici tavsana intra vendz nem-
butal sodium verilerek anestezi sagland:. Median hattan yapilan en-
sizyondan abdominal bosluk digina alinan oviducta fimbria ovarica
yoniinden, cnjektére 0,05 ml vasat iginde gekilmis, dollenmiy ovumlar
pastor pipeti yardimiyla verildiler. Her bir oviducta en az iig en gok
sekiz embrio transfer cdildi (9).

Donor tavsanlar tekrar kullaniJmak iizere bakima alhinirken, ahc
tavsanlarda post operatif dénem ve gebeligini daha uygun sartlarda
gegirmesi igin aydinhk ve temiz kafeslere konuldular.

Embriolarin toplanmasinda ovario-hystercctomi, uygulanan di-
ger bir yontemi olusturdu (4,5,6). Lig. suspansorium ovarii, Lig.
Lata uteri, mesometriuma ve cervix uteri tizerine konan ligatiirlerin
arasinda kalan boliim tamamen ¢ikartilarak i¢inde vasat bulunan bir
petri icine konuldu, ve bu petri iginde agilan genital kanalin bu béli-
miiniin igindeki cmbriolar daha sonra stereo—mikroskop ve pastor
pipeti yardimiyla toplanérak icinde taze vasat bulunan diger bir
petrive aktarilarak transfere kadar g7 C derccede inkubatdrde ko-
rundular.

Bulgular

Caliymamizda 20 donordan toplam olarak 187 embrio ahnmugtir.

Embrionun normalde oviductu gegebilmesi igin 3—4 giin gerck-
mektedir (14), bu nedenle swrasiyla 25-30 saat, 50-70 saat ve 80-9o
saat olmak iizere ii¢ ayri zaman diliminde toplanan cmbriolarin bho-
linmenin degisik asamalarinda olduklan gézlenmigtir. Tek ve gift
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blastomerli safhadan morula ve blastocyst dénemine kadar gesitli
asamalarda embriolar clde edilmistir (Resim III, IV, V, VI, VII).

Oviduct ve kismen uterusun vasatla yikanmasi ve total ovario-
hysterectomie yontemleri ile yapilan embrio toplama islemlerinde;
oviduct ve kismen uterusun yitkanmasi daha bagarili ve donorun tekrar
kullanilmasim1 saglamak acisindan da daha ekonomik bulunmustur.
Total ovario-hysterectomie de vasat kanla karigtigindan embriolar:
bulmak zaman zaman olanaksizlasmis ve bu arada donorda elden ¢i-
karilmastur,

Donor tavsanlanin ovariumlarinda ortalama 19F 1 ovulasyon
yeri sayillmug, bununla beraber bu sayiya esit oranda embrio toplana-
mamugtir.

Gesitli hormonlar kullanarak olusturulan siiperovulasyon sonu
clde cdilen embriolarin 9% 96.3%iiniin déllenmis ve gériiniimlcrinin
normal oldugu saptanmistir.

Materyal ve metod boliimiinde de belirlendigi gibi iki blastomerli
hiicrelerin oviducta verilmeleri sonu %, 20 oraninda gebelik clde edil-
migtir.

Sonu¢ ve Tartisma

Ovario-hysterectomie sonu ¢ikartilan genital kanalin, iginde
vasat bulunan bir petride agilma islemi, vasatin kanla karigmas: pih-
tilarin olugmast ve donor tavsanlarin bir daha kullamilma olasilig: bu-
lunmamasi nedeniyle tavsandan daha kiigiik laboratuvar hayvanlarin-
da gegerli oldugu sonucu ¢ikarimstir. Bunun yaninda cmbriolar ge-
beligin (7. ci gliniine kadar) hangi cvresinde olursa olsun. oviduct ve
uterusun yikanmasiyla kolaylikla toplanabilmis ve donor tavsanlar g
ay sonra tekrar kullamlabilir hale gelmiglerdir.

Chang (4) ovario-hysterectomie uygulamasi sonucu topladig
cmbriolarin oramim 9, 75-100 olarak belirtirken, ¢calismamizda kanl
ortamda embriolarin zor bulunmasi nedeniyle bu oran 9, 52 olarak
belirlenmis bununla beraber oviduct ve kismen uterusun yikanmasiyla
% 75 oraminda embrio toplanmistir.

Donorlar erkek tavsanlarla ciftlestirilmelerinden sonra 1., 2., 3.,
ve 4. cli glinler operasyona alinmislar ve degisik asamalarda embriolar
clde edilmigtir. Incclenen bu embriolarin %, ¢6.3 iiniin normal gori-
nimlii ve déllenmis olduklar1 saptanmistir. Adams (1) ¢aliymasinda
bu oranin 9, g97.2 oldugunu vurgulamaktadir.
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Chang (6) transfer sonu ahclarin % 54 iiniin, Adams % 43.7
sinin gebe kaldigin1 belirtmektedirler. Caliymamizda kullanilan ma-
teryalin az olmasi ve Kiirsiimiizde bu konuda yapilacak ¢galiymalardan
ilki olmas1 ve Adams’in (1) transferin basarisina etki yapan faktorler
olarak belirledigi, donor’a ve konakgiya, embrionun toplama iglemine,
vasata, genital kanaldaki transfer ycrine, embrionun gelismesine ve
konakcinin luteal dénemlerinin sinkronizasyonuna bagh nedenlerle
bu oran %, 20 olarak bulunmustur.

Tesekkiir

Bu ¢aligmann yiiriitiilmesinde yardimlarini esirgemeyen TURK-
INGIL1Z KULTUR DERNEGINE ve INGILIZ KULTUR ATE-
SESINE tegekkiir etmeyi borg biliriz.
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Resim 1: Egri cam borunun fimbria ucundan oviducta sokulmast. (A polycthiylene tube
is inserted into the infundibulum).

Resim 2: Embriolarin ve utero-tubal birlesme yerinden enjektérle verilen yikama sivisi-
mn, fimbria ucundan girilen egri bir cam boru yardimiyla petride toplanmasi. (The flus-
hings containing eggs are collected in a watchglass).
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B

Resim 3: Déllenmis bir ovum. (A normal fertilized ovum).

Resim 4: fki blastomerli embrio (giftlestikten 24 saat sonra) (2- Celled embryo recovered
24 hours postcoitum).
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Resim 5: Morula (Ciftlestikten 50 saat sonra). (A normal morula recovered 50 hours post-
coitum).

Resim-6: Morula (Ciftlestikten 70 saat sonra). (A normal morula recovered 70 hours
postcoitum).
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Resim 7: Ciftlestikten 28 saat sonra alinan atipik yumurta (An atypical ovum recovered
28 hours postcoitum). .
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