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In vivo elde edilen Saanen Kkecisi embriyolarmin yavas dondurulmasi
iizerine farkl kriyoprotektanlarin etkisinin karsilastirilmasi”
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Ozet: Bu caligmada farkli kriyoprotektanlarin, yavas dondurma yontemi ile dondurulup ¢ozdiiriilmiis Saanen kegcisi embriyola-
rinin canlihig tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir. Calismanin hayvan materyalini 15 bas Saanen 1rki keci ve 3 bas teke
olusturdu. Kegilere siklusun dénemi gozetilmeksizin 12 giin siireyle fluorogeston asetat (20 mg) emdirilmis intravaginal slinger yer-
lestirildi. Siinger uygulamasinin 9. giiniinden itibaren 3 giin siireyle 12 saat arayla azalan dozlarda folikiil uyarici hormon (FSH) (50-
50; 30-30; 20-20 mg) kas ici yolla enjekte edildi. Siinger cikarildiktan 24 saat sonra dogal asim yaptirildi. Ik asimdan sonraki 7. giin
laparatomik uterus yikamasi yapilarak embriyolar elde edildi. Toplanan embriyolar 3 farkli kriyoprotektan [etilen glikol (EG), gliserol
ve dimetil sulfoksit (DMSO)] kullanilarak yavas dondurma yontemiyle donduruldu. Coézdiiriilen embriyolar 38.5 °C’de %5 CO2’de
inkiibasyona birakildi ve 24, 48 ve 72. saatlerde canlilik muayeneleri yapildi. Calismada siiperovulasyon cevabi (>4 Cl) %93.3, embriyo
toplama oran1 %72.3, transfer edilebilir embriyo orant ise %58 olarak belirlendi. Dondurulup ¢6zdiiriilen embriyolarin 24, 48 ve 72.
saatlerdeki canlilik oranlar1 EG’de %64.86; %56.76; %54.05, gliserolde %54.55; %45.45; %36.36, DMSO da ise %46.88; %40.63;
%28.13 olarak belirlendi. Embriyolarin 72. saate ulasmalarinda EG ile dondurulanlarin gliserol ve DMSO ile dondurulanlardan ista-
tistiki olarak daha iyi oldugu tespit edildi (P<0.05). Saatlere gore blastosistlerin yagama oranlar1 EG’de %76; %64; %60, gliserolde
%54.6; %45.5; %36.4 ve DMSO’da %42.1; %36.8; %21.1 olarak belirlendi ve 72. saatte EG ve DMSO arasinda farkin dnemli oldugu
goriildii (P<0.05). Yapilan ¢alisma sonucunda ¢ozdiirme sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik oranlar1 EG ile dondurulan embriyo-
larda diger kriyoprotektanlarla dondurulanlardan daha yiiksek oldugu belirlendi.

Anahtar sozciikler: DMSO, etilen glikol, gliserol, kegi, yavas dondurma.

Comparision of different cryoprotectants on slow freezing of in vivo derived Saanen goats
embryos

Summary: This study aimed to determine the effects of different cryoprotectants on the viability of Saanen goats embryos
which were frozen and thawed with slow freezing method. The study was conducted on 15 Saanen goats and 3 bucks. Fluorogeston
acetate (20 mg) impregnated intravaginal sponges were inserted in goats for 12 days regardless of the sexual cycle. Starting on the 9™
day of intravaginal sponge administration, follicle stimulating hormone (FSH) was injected intramuscularly, every 12 hours at
decreasing doses (50-50; 30-30; 20-20 mg) for 3 days. Goats were mated naturally 24 hours after removal of the sponges. Embryos
were recovered by laparotomic uterine flushing on the 7th day after the first mating. Collected embryos were frozen by using 3 different
cryoprotectants [ethylene glycol (EG), glycerol, and dimetil sulfoksit DMSO)] with slow freezing technique. Thawed embryos were
incubated at 38.5 °C and 5% CO2. The viability of embryos was evaluated at the 24™, the 48™, the 72" hours after thawing.
Superovulation response (>4 Cl), embryo recovery rate and transferable embryo rate were found to be 93.3%, 72.3% and 58%,
respectively. Viability rates of frozen and thawed embryos at the 24™, the 48", the 72" hours were found respectively to be 64.86%;
56.76%; 54.05% in EG group, 54.55%, 45.45%; 36.36% in glycerol group and 46.88%; 40.63%; 28.13% in DMSO group. Viability
rates of the frozen embryos with EG were statistically better than embryos frozen with glycerol and DMSO (P<0.05) at 72" hour.
Survival rates of blastocysts frozen were 76%; 64%; 60%; 54.6% in EG group 45.5%; 36.4% in glycerol group, and 42.1%; 36.8%);
21.1% in DMSO group and at 72" hour the difference between EG and DMSO group was significant (P<0.05). In conclusion, viability
of embryos at the 24, the 48™, the 72" hours after thawing in EG group was significantly higher than the embryos frozen with other
cryoprotectants.

Keywords: DMSO, ethylene glycol, glycerol, goat, slow freezing.

* Bu makale “In Vivo Olarak Elde Edilen Saanen Kegisi Embriyolarinin Farkli Kriyoprotektanlar Kullanilarak Yavas Yontemle
Dondurulmasi” isimli tez projesinin 6zetidir.
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Giris

Siiperovulasyon ve embriyo transferi (MOET) rutin
bir iireme teknolojisi degildir. Ancak bu teknik sayesinde
secilmig disi ve erkeklerden tiretilen embriyolarin nakle-
dilmesi ile ok daha hizli bir genetik ilerleme saglanmak-
tadir (28).

Embriyolarin dondurularak saklanmasinin; genetik
degeri yiiksek disilerin yavrularinin baska bolgelerde de
yayiliminin saglanmasi, genetik 1slahin ve tasimanin kolay
olmasi, gen kaynaklarinin korunmasi ve depolanmasi gibi
birgok avantaji vardir (3, 32). Bunun yaninda dondurma
islemleri esnasinda hiicrelerde bir takim hasarlar meydana
geldigi (15, 23) canlilik ve gebelik oranlarinda diistisler
yasandig1 bildirilmistir (24, 40).

Elde edilen embriyolar, bulunduklari hal ile korun-
malar1 ve ¢ozdiiriildiiklerinde yasamlarina kaldiklar1 yer-
den devam edebilmeleri amaciyla dondurulurlar (15).
Embriyolarin dondurularak saklanmasiyla metabolizma,
geligim, boliinme ve hiicrenin enzim aktivitesi gibi bir¢ok
olay neredeyse durmakta, bu sayede ¢ok uzun siire yagama
yetenegine zarar vermeden ve genetigi bozulmadan sakla-
nabilmektedir (14, 15).

Kriyoprotektanlar, dondurma ve ¢6zme uygulamala-
rinin hiicreler {izerinde olusturabilecegi bazi zararlar1 6n-
lemek amaciyla kullanilirlar ve ortamdaki donmamus frak-
siyon miktarin1 arttirip iyon miktarini azaltarak etki gos-
termektedirler (27). Gliserol, dimetil sulfoksit (DMSQO) ve
etilen glikol (EG), kiiglik molekiillii kriyoprotektanlardir
ve dondurma esnasinda buz haline doniisen hiicre i¢i ve
hiicre dis1 su miktarini sinirlamaktadirlar (29). EG, mole-
kil agirliginin gliserol ve DMSO’dan daha diisiik olmasi
sayesinde kazandigi yiiksek permeabilite ile etkisini gos-
termektedir. Gliserol, sitoplazmik membran iizerinde et-
kili olurken, EG hiicre i¢indeki tiim membrani korumakta
ve ¢Ozdiirme esnasinda olusabilen ve hiicrelerin sisip pat-
lamasina neden olan ozmotik basing degisimlerine neden
olmamaktadir (15).

Genel olarak, yavas dondurma yonteminde donma
isleminin sogutma ve 1sinma oranlar1 gibi biyofiziksel
ozellikleri kontrol edilebilmekte ve kullanilan kriyopro-
tektanlarla istenmeyen hiicresel olaylarin en aza indiril-
mesi saglanabilmektedir. Bu yontem, hiicre i¢i buz kristal
olusumunu azaltarak ozmotik stresin zararli etkilerini en
aza indirmekte ve hiicrelerin ¢ok diisiik sicakliklarda
sogutulmasini saglamaktadir (34).

In vivo olarak iiretilen farkli gelisim déonemlerindeki
koyun embriyolarimin EG kullanilarak dondurulup ¢6zdii-
rilmesi sonrasinda canlilik oranlari erken morulalarda
%40.5, gec morulalarda %46.3 ve blastosistlerde %87.3
olarak bildirilmistir (8). Yapilan bir ¢alismada, EG ve gli-
serolle yavas metotla dondurulan koyun embriyolarinin 72
saat inkiibasyon sonrasindaki gelisim oranlari; morula
asamasinda sirasiyla %80; %60, blastosist asamasinda ise
%71.4; %80 olarak tespit edilmistir (24).

EG ile yavas metotla dondurulan ve DMSO+EG kul-
lanilarak vitrifikasyonla dondurulan ke¢i embriyolarmin
¢ozdiiriilerek transferinin taze transfer ile karsilagtirildigt
bir ¢alismada embriyo yasama oranlari %25; %31.3 ve
%35.7 olarak rapor edilmistir (19). Yavas dondurma yon-
teminde gliserol ve EG’nin farklarinin degerlendirildigi
baska bir caligmada ise embriyolarin 24. saatteki canlilik
oranlar1 sirasiyla %23.3 ve %62.5 olarak tespit edilmistir
(4). Yapilan bir diger ¢caligmada, DMSO ve gliserolle ya-
vas metot kullanilarak dondurmanin canlilik iizerine etki-
leri karsilagtirilmis ve 24. saatte canlilik oranlart
DMSO’da 9%10.5 ve gliserolde %11.2 olarak belirlenmis-
tir (6).

Yapilan bu calismada diinyada oldugu gibi Tiir-
kiye’de de her gecen giin yayginlagan yiiksek siit verimli
Saanen kegilerinin populasyonunu artirmak ve daha ileriki
donemlerde kullanilmak {izere embriyolarin saklanabil-
mesi i¢in kullanilacak yavag embriyo dondurma yontemi-
nin ve farkli kriyoprotektanlarin embriyo canlilif1 iizerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali: Projenin hayvan materyalini sag-
likl1 ve fertilitesi bilinen, en az bir defa dogum yapmus, 2-
3 yas araliginda olan farkli agirliktaki (40-65 kg), 15 bas
Saanen 1kt kegi ile ayni irktan saglikli ve fertil 2-3 yas
araliginda olan ii¢ bag teke olusturdu. Kegiler agim sezonu
baslayana kadar Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Ciftligi’nde (38°1712.3312" ve
32°30'52.2252") yagam pay1 diizeyinde giinde 2 kere kuru
ve kesif yem ile beslendi. Calismanin Etik Kurul onay1
Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul’undan
(2011/052) alindx.

Senkronizasyon ve siiperovulasyon: Asim sezonu
icinde bulunan kegilerin en az bir defa siklus gostermeleri
beklenip daha sonra herhangi bir zamanda 11 giin siireyle
uygulanacak olan 20 mg fluorogeston asetat emdirilmis
intravaginal siinger (Chronogest CR® vaginal siinger,
Intervet, Istanbul) yerlestirildi. Dokuzuncu giin sabah
0.165 mg PGF,a (Dalmazin®enjektabl soliisyon, Vetas,
Istanbul) kas i¢i (IM) yolla uygulandi. Kegilere 3 giin sa-
bah-aksam azalan dozlarda 200 mg (50-50; 30-30; 20-20
mg) FSH (Folltropin®, enjektabl soliisyon, Bioniche, Ka-
nada) IM yolla uygulandi. Onikinci giin sabah 0.008 mg
GnRH (Receptal®, enjektabl soliisyon, Intervet, Istanbul)
IM yolla uygulanip dort saat sonra gruplara teke katimi
yapildi. Her disi bir teke ile ¢iftlestirilerek kayd: tutuldu.
Aksam ciftlestirmeler tekrarlandi.

Embriyolarin toplanmasi: Teke katimindan sonraki
7. glinde uterus’lar laparotomi yontemiyle yikanarak emb-
riyolar toplandi (1, 28). Kegiler 0.22 mg/kg dozunda
xylazin (im) (Rompun® %2, enjektabl soliisyon, Bayer,
Istanbul) permedikasyonunu takiben ve 2 mg/kg dozunda
ketamin hidrokloriir (Ketasol %10, enjektabl soliisyon,
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Richter pharma, Istanbul) (IM) ile anesteziye alind1. Ope-
rasyon se¢im yeri meme lobunun cranial’inde kalan linea
alba diizeyi olarak belirlendi ve asepsisi saglandiktan
sonra ensizyon ile karin bosluguna girildi. Uterus bulundu
ve ovarium’lar iizerindeki yapilar (corpora lutea ve folli-
kiiller) sayilarak ovarium bulgulari not edildi. Foley kate-
teri (iki yollu, Rusch, n0.10) uterus’un corpus bolgesin-
deki damarsiz bir yerden kiit olarak acilan delikten liimene
sokuldu ve uterus cornu’larina sirastyla yonlendirilerek
yerlestirildi. Utero-tubal birlesim bolgesinden intravendz
kaniil (IV kaniil,18 G, Bigakeilar, Tiirkiye) ile girildikten
sonra stilesi ¢ikartilip buradan yikama medyumu [%] fetal
calf serum (FCS),(Sigma Aldrich F9665, USA)+medyum
199 (Sigma Aldrich M0650, Germany)] yavas yavas li-
mene verildi (36). Verilen yikama vasati steril 50 ml’lik
konik tiiplere foley kateteri ile geri alind1

Elde edilen yikanti stereo mikroskopta tarand: ve
morfolojik olarak incelenerek, International Embryo
Technology Society (IETS) tarafindan belirlenen kriter-
lere gore smniflandirildt (13). Siiflandirma yapilirken
embriyolarin sekli, rengi, dejenerasyon orani sitoplazma-
nin yapisi dikkate alindi. Hiicre yapisinda diizensizlik
orant az olan, yasayan hiicre oran1 %50’nin {izerinde olan
embriyolar dondurulmak iizere ayrildi. Birinci ve ikinci
kalitedeki embriyolar ¢alismanin dondurma asamasinda
kullanilmak {tizere ayr1 bir petride bulunan %20
FCS+M199 vasatina kondu.

Embriyolarin  dondurulmasi  ve  ¢ozdiiriilmesi:
Embriyolar EG, gliserol ve DMSO ile yavas dondurma
yontemiyle dondurulmak iizere payetlendi (Agtech
DT6300, USA). Payetler embriyo dondurma cihazi kulla-
nilarak (Cryo cell 1200, Minitube, Austria), Liu (20) ve
Seidel (33)’in belirttigi sekilde donduruldu ve ¢6zdiirme
sonrasi degerlendirilmeler yapilana kadar sivi azotta ko-
rundu. Her kriyoprotektan grubu i¢in ortalama 30 embriyo
kullanildi. Dondurma igleminde kullanilan kriyoprotektan
yogunluklar ve iglemin siiresi ile ilgili bilgiler Tablo 1’de
sunulmustur.

Tablo 1. Embriyo dondurma protokolii.
Table 1. Embryo freezing protocol.

Yogunluk ve Uygulama Siiresi
Grup | Kriyoprotektan 1. Asama | 2. Asama | 3. Asama
1 Etilen glikol | 0,5 M/10dk | 1 M/10dk | 1,5 M/10dk
Gliserol 0,5 M/10dk | 1 M/10dk | 1,4 M/10dk
DMSO %10/10dk | DPBS/ %10/
Yikama |(Dondurma)

Cozdiirme isleminden 6nce, %20 FCS + m-DPBS
(Modified Dulbecco phosphate buffer solution) ve %20
FCS + 0.1 mM beta mercaptoethanol (BME)+TCM-199
vasatlar1 hazirlandi ve petrilerin igine 100pl’lik kiigiik
droplar (damlacik) yapildi. Payetler sivi azottan gikartilip

10 sn siireyle havada ve daha sonra 20 sn 37 °C’lik su
banyosunda tutulduktan sonra icerigi petriye aktarildi.
Embriyolar stereo mikroskop altinda %20 FCS+m-DPBS
soliisyonunda 4 kez yikandiktan sonra 38.5 °C’de 10 dk
inkiibatorde bekletildi. Daha sonra %20 FCS +0.1mM
BME+TCM-199 (kiiltiir vasati) vasatinda benzer bir
sekilde 4 defa yikandi ve ayni soliisyon igerisinde 38.5
°C’de CO; inkiibatérde maksimum nemli ortamda inkii-
basyona birakildi. Embriyo gelisimi 24 saat arayla takip
edildi. Olii embriyolar 1, yasamaya devam eden embriyo-
lar ise 2 olarak skorlandu.

Yapilan caligma sonrasinda embriyo canlilik oranlari
24, 48 ve 72. saatler dikkate alinarak degerlendirildi. EG,
gliserol ve DMSO’nun, embriyo gelisim donemleri ve ka-
litelerinin embriyo canlilif1 iizerine etkilerinin istatistik
analizinde Ki-kare testi uygulandi. (Minitab 12.0 paket
program). P<0.05 degeri istatistiki agidan 6nemli kabul
edildi.

Bulgular

Calismada 15 bag Saanen kegisinde uygulanan senk-
ronizasyon ve siiperovulasyon uygulamalari sonrasinda;
Ostrus gorlilme, siiperovulasyon, embriyo toplama, erken
luteal regresyon, fertilizasyon, transfer edilebilir embriyo
ve transfer edilebilir nitelikteki embriyolarin gelisim do-
nemlerine gore dagilim oranlar1 Tablo 2’de sunulmustur.
Senkronizasyon protokoliine alinan hayvanlarin tamami
Ostrus gosterirken bu hayvanlari %93.33’liniin siipero-
vulasyona (>4) cevap verdigi goriilmiistiir. Operasyonlar
sonrasinda embriyo toplama orani %72.27 iken, transfer
edilebilir embriyo oran1 %84.13 olarak tespit edilmistir.

Tablo 2. Ostrus gériilme, siiperovulasyon, embriyo toplama,
erken luteal regresyon, fertilizasyon, transfer edilebilir embriyo
ve gelisim donemlerine gore embriyo dagilim oranlari.

Table 2. The rate of estrus, superovulation, embryo collection,
early luteal regression, fertilization and transferable embryo.

Ostrus goriilme orani (%) 100
Siiperovulasyon orani ( 4> Cl) (%) 93.33
Embriyo toplama orani1 (%) 72.27
Erken luteal regresyon orani (%) 26.67
Transfer edilebilir embriyo orani (%) 84.13
Elde edilen toplam embriyo sayisi 100
Kompakt morula orani (%) 34
Erken blastosist orani (%) 20
Blastosist oran1 (%) 36
Expanded blastosist orani (%) 10

Elde edilen embriyolarin farkli kriyoprotektanlar
kullanilarak dondurulup ¢ozdiiriilmesinin ardindan 24, 48
ve 72. saatlerde (Sekil 1) yapilan canlilik muayeneleri so-
nucunda, 24 ve 48. saatler arasinda istatistiki fark (P>0.05)
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Sekil 1. (a, b ve c) 24, 48 ve 72. saatlerde embriyo gelisimi (80X).

(a ve b) hatching blastosistler (a-1; b-3) ve hatched blastosistler (a-2; a-3).

(c) Hatched olan embriyonun gelisimine devam etmesi (ok: ZP: Zona pellucida). (Cizmeci SU, Ankara Universitesi, Veteriner Fakiil-
tesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, IVF Laboratuvari, 2014).

Figure 1. (a, b and c) Embryo development at 24™, 48t and 72™ hours (80X).

(a and b) hatching blastocysts (a-1; b-3) and hatched blastocysts (a-2; a-3).

(c) development of the hatched embryo. (arrow: Zona pellucida). (Cizmeci SU, Ankara University, Faculty of Veterinary Medicine,
Department Gynecology and Obstetrics, I\VF Laboratory, 2014).

Sekil 2. EG ile dondurulan embriyonun ¢6zdiirme sonrasi 72.
saatteki goriintiisii, hatching blastosist (80X). (Cizmeci SU,
Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali, IVF Laboratuvari, 2014).

Figure 2. Image of EG frozen embryo at 72" hour post-thaw,
hatching blastocyst (80X). (Cizmeci SU, Ankara University,
Faculty of Veterinary Medicine, Department Gynecology and
Obstetrics, I\VF Laboratory, 2014).
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Tablo 3. 24, 48 ve 72. saatlerde embriyo, blastosist, morula, 1. ve 2. kalite embriyolarin yasama oranlari.

Table 3. Viability rate of embryo, blastocyst, morula, 1%t and 2™ quality of embryos at 24, 48 and 72" hours.

175

Geligim agamasi ve kalitesi Zaman EG G DMSO P
' 24. saat (%) 64.86 54.84 46.88 0.326537
Toplam eﬁggﬁjﬁrm yasama 48. saat (%) 56.76 4839 40.63 0.376659
72. saat (%) 54.05? 35.48° 28.13° 0.046951
24. saat (%) 76 54.55 4211 0.066783
Blastosistlerin yagsama oranlari 48. saat (%) 64 45.45 36.84 0.177497
72. saat (%) 602 36.362 21.05° 0.02936
24. saat (%) 4554 55.56 53.84 0.882996
Morulalarin yagama oranlari 48. saat (%) 45,54 55.56 46.15 0.882996
72. saat (%) 45,54 33.33 38.46 0.855377
) ) 24. saat (%) 77.27 68.42 56.52 0.312214
1 kalite cmbriyolann yasama 48, saat (%) 68.18 6111 47.83 0.357257
72. saat (%) 63.64 47.36 34.78 0.126878
) ) 24. saat (%) 46.66 33.33 22.22 0.550576
2. kalite en:)br;‘nyl‘;lr?rm yasama 48, saat (%) 20 3333 2222 0.706293
72. saat (%) 40 16.67 11.11 0.265399

a,b- Ayni satirda farkli harflerle belirtilen veriler arasinda istatistiksel olarak belirgin fark vardir (P<0.05).
a,b- Different letters in the same line indicate a significant difference (P<0.05).

bulunmazken, 72. saatteki (Sekil 2) canlilik oranlarinda
etilen glikolle dondurulan embriyolarin diger kriyoprotek-
tanlarla dondurulanlara oranla daha yiiksek canlilik
oranina sahip oldugu belirlendi (P<0.05) (Tablo 3).

Dondurulup ¢ozdiiriilen embriyolarin gelisim agama-
larina goére degerlendirilmesinde morulalarin canlilik
oranlarinda grup i¢inde ve gruplar arasinda istatistiki fark
bulunamamigtir (P>0.05). Gliserolle dondurulan blasto-
sistlerin 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik oranlarinda
gliseroliin diger kriyoprotektanlarla arasinda fark bulun-
mazken, etilen glikol ile dondurulan blastosistlerin DMSO
ile dondurulanlara nazaran 72. saatte daha yiiksek canlilik
oranma sahip oldugu belirlendi (P<0.05). Embriyolarin
kaliteleri géz Oniine alindiginda da grup igerisinde ve
gruplar arasinda istatistiki fark tespit edilmemistir
(P>0.05) (Tablo 3).

Tartisma ve Sonu¢

Sunulan ¢aligmada iireme sezonunda yapilan senkro-
nizasyon uygulamalar1 sonucunda tiim kegilerin Ostrus
gOstermesi gecmiste yapilan senkronizasyon caligsmala-
riyla uyumluluk gostermistir (16, 17, 18, 30, 31). Buna
gore; uygulamada kullanilan intravaginal arag¢ ve hormon-
larin se¢ilen senkronizasyon protokolil i¢in uygun oldugu
kanisina varilmistir.

Andstrus  doneminde Ankara ve Kilis kecileri
iizerinde 0. giin protokolii uygulayarak yapilan bir ¢aligma
sonucunda siiperovulasyon cevaplarinda (Ankara Kegisi:
%88, Kilis Kegisi: %91) wrklar arasinda istatistiki fark
bulunmadigi, ancak Ankara kegilerinin Kilis kegilerinden
daha yiiksek transfer edilebilir embriyo oranina sahip

oldugu bildirilmistir (36). Yapilan bu ¢aligmada sezon
icinde yapilan uygulama sonrasinda %93.33 oraninda
stiperovulasyon cevabi elde edilmistir. Siiperovulasyon
uygulamasi sonucunda alinacak cevap hayvandan hay-
vana degismekte ve bir¢ok faktorden etkilenmektedir. Bu
nedenle siiperovulasyon, embriyo transfer ¢aligmalarinda
basariy1 etkileyen en 6nemli faktérlerdendir (10, 21, 25,
26, 37). Literatiirde de siiperovulasyon cevaplari arasinda
tam bir uyum belirlenememekle birlikte sunulan ¢alis-
mada siliperovulasyon sonuglariyla diger calismalarin
sonuglar1 arasinda 6nemli bir farklilik gériilmemistir. Elde
edilen bu sonuglara gore kegileri ihtiyaglarimi karsilayacak
diizeyde besleme ile yeterli ve uygun dozda FSH kullani-
minin etkili oldugu diisiiniilmiistiir.

Giiney Afrika’da Mayis ayinda yapilan ve yerli rk
kegilerle Boer kegilerinin karsilastirildigi bir ¢aligmada
embriyo elde etme oranlar1 sirasiyla %80 ve %94 olarak
bildirilmistir (10). Kegilerde FSH ve eCG ile siiperovulas-
yon cevaplarimin karsilagtirildigt bagka bir ¢aligmada FSH
uygulanan hayvanlarda embriyo toplama orani %65.5 iken
eCG uygulanan hayvanlarda ise %81.5 oldugu rapor edil-
mistir (22). Bu ¢alismada ise embriyo elde etme orani
%72.27 olarak bulunmustur. Buna gére embriyo elde etme
orani gegmiste yapilan diger ¢calismalarla benzerlik gdster-
mistir. Progesteron igeren intravaginal siinger kullanilarak
slipeovulasyon uygulamasi yapilan bir ¢aligmada transfer
edilebilir embriyo oraninin %96 oldugu bildirilmistir (25).
Sifirmer giin protokolii, CIDR/PGF20/FSH ve CIDR/FSH
kullanilarak yapilan bagka bir galismada ise Grupl’de
fertilizasyon cevabi olusmadigi, Grup 2 ve 3 arasinda
transfer edilebilir embriyo oranlarinda istatistiki bir fark
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olmadig: bildirilmistir (19). Yapilan ¢alismada ise emb-
riyo kaliteleri ve gelisim donemleri belirlendikten sonra
transfer edilebilir embriyo oram1 %84.13 olarak belirlen-
mistir. Degerlendirilen literatiir bilgiler 1518inda transfer
edilebilir nitelikteki (1. ve 2. kalite) embriyo oranlarinin
Quana ve ark. (29)’nin yaptig1 ¢calisma ile uyumlu oldugu
tespit edilmistir. Basarili bir keci siiperovulasyon progra-
minda, donér basina ortalama 6-8 transfer edilebilir
embriyo {iretilebilir. Bununla birlikte, cins, yas ve bes-
lenme gibi bir¢ok faktor transfer edilebilir embriyo oran-
larimi etkileyebilmektedir. Dondrler’den %25-50 oraninda
fertilizasyon yetersizligi ve erken luteal regresyon sekil-
lenmesi nedeniyle embriyo iiretilememektedir (28).

Yapilan bir ¢aligmada, tohumlama sonrasi 7. giinde
elde edilen 24 embriyonun %54.16’sinin kompakt morula,
%12.50’sinin erken blastosist, %8.33’{iniin blastosist,
%20.83’1inlin expanded blastosist ve %4.17’sinin hatched
blastosist oldugu bildirilmistir (11). Embriyo toplama is-
lemi genellikle asim/tohumlama sonrasi 7. giinde yapilir
ve bu giinde embriyolar kompakt morula ile expanded
blastosist asamalar1 arasinda bulunabilir (9, 10, 35, 39).
Bu ¢alismada da elde edilen transfer edilebilir nitelikteki
embriyolarin gelisim asamalarinin yukarida bildirilen lite-
ratiirlerle paralellik gosterdigi tespit edilmis ve uygulanan
operasyon teknigi ve zamanlamasinin Saanen kegileri i¢in
uygun bir metot oldugu kanisina varilmigtir. Tiirkiye’deki
yerli irklarda yapilan arastirmalarda, operasyonlarm 7.
giinde yapilmasi sonucunda daha fazla embriyo kaybinin
gozlendigi ve 6.5 giinde yapilan operasyonlarin daha ba-
sarili sonuglar verdigi bildirilmistir (1, 36). Elde edilen
bulgular esliginde Saanen kegilerinde benzer bir durumla
karsilagilmamustir.

Etilen glikol, gliserol ve DMSO kullanilarak yavas
metotla dondurulan embriyolarin ¢6zdiirme sonrasi in
vitro kiiltiirdeki 24 ve 48 saatlerde canlilik oranlarinda
grup i¢inde ve gruplar arasinda istatistiki fark bulunama-
mustir (P>0.05). Ancak 72. saatte etilen glikolle donduru-
lan embriyolarin canlilik oranlarinin diger kriyoprotektan-
larla dondurulanlara gore daha yiiksek oldugu tespit edil-
mistir (P<0.05). Diger ¢alismalarla uyumlu olarak emb-
riyo canlilik oranlarimin embriyonun inkiibasyonda kaldig1
stire arttikga buna paralel olarak olumsuz etkilendigi go-
rilmisgtiir. Literatiirde de belirtildigi gibi embriyolarin
canlilik oranlarinin EG’de, diger kriyoprotektanlara gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (4). DMSO’nun mole-
kiil agirhigimin diger kriyoprotektanlardan yiiksek olmasi
nedeniyle daha az koruyucu etkinlige sahip oldugu, glise-
roliin ise 24. saate kadar daha iyi bir koruma sagladigi an-
cak 24. saatten sonra canliligin hizla diistigii belirlenmis-
tir. Gliserolle dondurulan embriyolar 24 saat inkiibasyon
sonrasi transfer edilirse bagar1 oraninin daha yiiksek ola-
cag1 disiintilmiistiir.

Etilen glikol ve gliserol kullanilarak yavas metotla
dondurulan embriyolarin ¢ozdiirme sonrasi gelismelerinin

degerlendirildigi bir calismada EG ile dondurulup ¢6zdii-
riilen morulalarin gelisimi %23 iken, blastosistlerin gelisi-
minin %45 oldugu, gliserol kullanilan embriyolarda ise
morulalarin %0, blastosistlerin ise %35 oraninda yasadig1
bildirilmistir (7). Ke¢i embriyolarinin EG kullanilarak ya-
vag metotla ve vitrifikasyonla dondurulmasinin ardindan
transferi sonucunda blastosistlerin yasama oranlart %42
ve %70 iken, hatched blastosistlerinki ise %19 ve %13
olarak tespit edilmistir (2). Bagka bir ¢alismada ise EG
kullanilarak yavas dondurulan keg¢i embriyolarinin glise-
rolle vitrifiye edilen embriyolarla karsilastirildiginda
transfer sonrasinda embriyo canliliklar1 morulalarda sira-
styla %43; %66.6 ve blastosistlerde ise %50; %77.4 ol-
dugu rapor edilmistir (23). Sunulan ¢alismada dondurulup
¢Ozdiiriilen embriyolarin gelisim asamalar1 degerlendiril-
diginde morulalarda grup i¢inde ve gruplar arasinda ista-
tistiki fark bulunmamistir. Blastosistlerin degerlendiril-
mesinde gliserolle dondurulan embriyolarin canlilik oran-
larinda diger kriyoprotektanlarla bir fark bulunmazken,
EG ile DMSO arasinda 72. saatteki canlilik oranlarinda
fark oldugu (P<0.05) ve etilen glikoliin daha basarili ol-
dugu belirlenmisgtir. Etilen glikol ile dondurulan embriyo-
larda diger ¢alismalarla (5, 24) uyumlu olarak blastosist-
lerin yasama oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Embriyonun gelisim dénemi ve dolayistyla yast ilerle-
dikg¢e yagama orani artmaktadir (8, 15). DMSO ve gliserol
gruplarindaki bu farkliligin kaliteden de etkilenmis olabi-
lecegi ve istatistiki fark goriilmemesi nedeniyle goz ardi
edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Embriyo kaliteleri degerlen-
dirildiginde grup igerisinde istatistiki fark belirlenememis-
tir (P>0.05). Birinci kalite embriyolarin yagama oranlari-
nin biitiin kriyoprotektan gruplarinda 2. kalite embriyolar-
dan daha yiiksek bulundugu ve diger ¢aligmalarla (12, 38)
benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Embriyo kali-
tesi dondurma basarisini etkileyen dnemli bir faktordiir.
Kalite derecelendirmesinde ¢ok iyi ve iyi olarak simiflan-
dirilan embriyolarda yasayan hiicre orani fazladir. Ikinci
kalite embriyolarda yasayan hiicre oram1 %50 kadarken 3.
kalite embriyolarda %25’ler seviyesindedir. Aymi za-
manda blastomerlerin biiylikliikk yogunluk ve renginde de
diizensizlikler mevcuttur. Yasayan hiicre oraninin diigiik
olmasi ve dejenerasyon oraninin yiiksek olmas1 embriyo-
nun yagama oranini diigiirmektedir (15).

Sunulan ¢aligmada yapilan uygulamalar sonucunda
yavas dondurma yontemi ile her {i¢ kriyoprotektanin da
embriyo canlilif iizerinde farkli oranlarda koruyucu etki-
sinin oldugu goriilmiistiir. Ancak EG kullanilan embriyo-
larda inkiibasyon zamanlari, embriyo gelisme donemi ve
embriyonun kalitesi yoniinden diger kriyoprotektanlara
nazaran 24, 48 ve 72. saatlerdeki canlilik oranlarinda daha
basarili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 72. saate ulasmada
en basarili sonucun EG ile alindig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak embriyolarin canliliklarini etkileyen
birgok faktor olmasi g6z oniine alindiginda in vivo olarak
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iiretilen kaliteli Saanen 1rki keci embriyolarmin yavas
yontemle dondurulmasi sirasinda kriyoprotektan olarak en
iyi sonucun EG ile alindig1 ve daha sonraki ¢aligmalarda
ya da embriyo transferi amaciyla ticari olarak basariyla
kullanilabilecegi kanaatine varilmustir.
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