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OZET

Anadolu Mandasinin In Vitro Embriyo Gelisim ve Uretim
Parametrelerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, Anadolu mandas1 oositlerinden in vitro kosullarda embriyo gelisimi
ve liretim parametrelerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla ovaryum basina elde edilen
oosit miktari, oositlerin kalite siniflandirilma oranlari, oositlerin maturasyon orant, oositlerin
fertilizasyon orani, kiiltiir ortaminda boliinme oranlari, blastosiste erisme oranlar1 hatched
blastosist erisme oranlar1 ve embriyo kalite oranlar1 belirlendi. Bu amagla, materyal olarak
Uluslararast Hayvancilik Aragtirma ve Egitim Merkezi Miidirligine yakin il
mezbahalarinda (Afyonkarahisar, Corum) kesilen Anadolu mandalarina ait ovaryumlar
kullanildi. Calismanin biitiin prosediirleri yaygin kabul gormiis standart in vitro fertilizasyon
(IVF) protokollerinden olustu. Ovaryumlardan oositler aspirasyon yontemiyle elde edildi.
Bu oositlerin maturasyonunda TCM-199 + %10 FCS, fertilizasyonunda BO (Bracket &
Oliphant) medyumu ile direk yikama metodu, kiiltiirinde CR1aa (Charles Rosencrans 1
Aminoasit) medyumu kullanildi. Caligma 2019 ve 2020 yillarinda 6 replikasyon halinde
gerceklestirilen ¢alismada 92 bas Anadolu mandasina ait 184 adet ovaryum kullanildi.
Ovaryumlardan toplam 395 adet oosit aspire edildi. Oositlerin 334 tanesi A-B kalite olarak
degerlendirildi. Maturasyona alinan A-B kalite 334 adet oositten 329 adedinin mature
oldugu kabul edildi. Maturasyonu yapilan 329 adet oositten 308 adedinin fertilizasyonu
gerceklestirdi ve tamami1 CRlaa kiiltiire alindi. Embriyo kiiltliriinde 24. saatte boliinme
sayist 93/308 oran1 %30,19 oldu. Anadolu mandasi embriyolarinin CR1aa kiiltiiriinde 96.
saatte, morula sayilar1 53/308, orani ise %17,21 olarak gerceklesti. Anadolu mandasi
embriyolar1 CR1aa kiiltiirde 7. giinde blastosist sayis1 29/308 ve oran1 %9,42 oldu. Anadolu
mandas1 embriyolar1 CR1aa kiiltiirtinde 8.-9. giinlerde hacking ve hatcked blastosist sayisi
12/308 ve orani ise %3,89 oldu. Anadolu mandasi embriyolar1 CR 1aa kiiltiiriine alinisindan
itibaren 7. giinde stereo mikroskopla yapilan kontrolde 29 adet blastosistten transfer
edilebilir kalitede (1. ve 2. Kalite) embriyo sayis1 16 adet orant %55,17, vasat ve zayif
kalitede 13 adet embriyo, bunlarin orani ise %44,74 oldu. Bu ¢alisma ile Anadolu mandas1
tizerine yapilacak in vitro fertilizasyon ve embriyo iiretim ¢alismalarina onciiliik edilmeye
calisildi. Calisma ile Anadolu mandasinda ilk defa in vitro embriyo gelisim ve Kalite
parametreleri hakkinda bilgiler verildi. Anadolu mandasinin in vitro embriyo iretim
potansiyelini ortaya konularak, gelecekte yapilacak ¢alismalara bir alt yap1 olusturuldu.

Anahtar Kelimeler: Anadolu mandasi, embriyo, oosit maturasyonu, in vitro fertilzasyon,
embriyo geligimi.
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ABSTRACT

Determination of In Vitro Embryo Development and Production
Parameters of Anatolian Water Buffaloes

In this study, it was aimed to determine embryo development and production parameters
from Anatolian buffalo oocytes under in vitro conditions. For this purpose, the amount of
oocytes obtained per ovary, the quality classification rates of oocytes, the maturation rate of
oocytes, the fertilization rate of oocytes, the cleavage rates in culture medium, the blastocyst
accession rates, hatched blastocyst rates and embryo quality rates were determined. For this
purpose, ovaries belonging to Anatolian water buffaloes slaughtered in the provincial
slaughterhouses (Afyonkarahisar, Corum) close to International Center For Livestock
Research and Training Directorate were used as material. All procedures of the study were
created from widely accepted standard in vitro fertilization (IVF) protocols. Oocytes were
obtained from the ovaries by aspiration method. TCM-199 + 10% FCS was used for
maturation of these oocytes, direct washing method with BO (Bracket & Oliphant) medium
for fertilization, CR1aa (Charles Rosencrans 1 Amino Acid) medium was used for culture.
The study was carried out in 6 replications in 2019 and 2020. In the study, 184 ovaries
belonging to 92 Anatolian water buffaloes were used. A total of 395 oocytes were aspirated
from the ovaries. 334 of the oocytes were evaluated as A-B quality. Of the 334 A-B quality
oocytes taken for maturation, 329 were considered to be mature. Fertilization was performed
in 308 of 329 matured oocytes and all of them were cultured as CR1aa. The number of
cleavage at 24 hours in embryo culture was 93/308, and the cleavage rate was 30.19%. In
the CR1aa culture of Anatolian Water Buffalo embryos, the morula count was 53/308 and
the rate was 17.21% at the 96th hour. The blastocyst count was 29/308 and the rate was
9.42% on the 7th day in Anatolian Water Buffalo embryos CR1aa culture. The number of
Hacking and Hacked Blastocysts in the CR1aa culture of Anatolian Water Buffalo embryos
was 12/308 and the rate was 3.89% on the 8th-9th days. In the CR1aa culture of Anatolian
water buffaloes embryos, the rate of transferable quality (1st and 2nd quality) embryos from
29 blastocysts was 16 (55.17%), 13 of poor and weak quality embryos, and their ratio was
44.74%, in the control performed with a stereo microscope on the 7th day. With this study,
it was tried to precursor in vitro fertilization and embryo production studies on Anatolian
Water Buffaloes. With this study, information about in vitro embryo development and
quality parameters in Anatolian Water Buffaloes was given for the first time. By revealing
the in vitro embryo production potential of the Anatolian Water Buffaloes, an infrastructure
was created for future studies.

Keywords: Anatolian Water Buffaloes, embryo, oocyte maturation, in vitro fertilization,
embryo development.
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1. GIRIS

Diinya niifusuyla beraber artan hayvansal protein ihtiyaci nedeniyle hayvansal gida
iiretim sektoriinde tercihler ve stratejilerde 6nemli degisiklikler olmaktadir. Bu hayvansal
gida kaynaklarindan biri olan manda, bir¢ok iilkede gelecegin ¢iftlik hayvami olarak
goriilmektedir (Soysal ve ark. 2005, Borghese 2010, Perera 2011, Ugurlu 2017). Yerkiirede
Amerika Birlesik Devletleri basta olmak iizere Kanada, Ingiltere, Almanya, Belgika,
Hollanda ve Japonya gibi gelismis iilkelerde eti ile siitiiniin besleyici degerinin yiiksek
olmasi, kolesterol diizeyinin diisiikliigii, organik yetistirmeye elverisli olmasi ve tirlinlerinin
insanlarda birgok hastaliga kars1 tavsiye edilir hale gelmesi nedeniyle manda yetistiriciligine
baslandig1 bildirilmistir (Moioli 2005, Borghese 2010, FAO 2020).

Bir¢ok iilkede manda yetistiriciligi yapilmakla birlikte, evcil mandalarin yogun
olarak Asya’da (Hindistan, Cin, Pakistan Endonezya, Filipinler) bulundugu belirtilmektedir.
Diinyada toplam manda sayisinin yaklasik olarak 200 milyon kadar oldugu, bunun
%95,8’inin Asya’da bulundugu ve saymin yillar itibariyle siirekli yilikseldigi goriilmektedir.
Mandalar et, siit ve giiciinden faydalanilan bir ¢iftlik hayvani olarak 6zellikle Asya’da biiyiik
bir ekonomik etkinlige sahiptir (FAO 2020). Mandalar diinyanin bir¢cok bdlgesinde
bulunduklari cografyaya ait ekonomik 6nem tasiyan tiirlerdir ve dzellikle Giiney ve Giiney
Dogu Asya’nin kirsal ekonomisinde lokal {iretimin énemli kismini olustururlar (Gasparrini
ve Tyagi 2007).

Ozetle, mandalar kendine has hayvansal iiriinler (et, siit, kaymak vs.), ¢ogu
hastaliklara direngli olmalari, gii¢lerinden faydalanilmasi, kalitesiz kaba yemleri yiliksek
oranda degerlendirebilmeleri, bakim besleme ve idari giderlerinin sigirlara gore diigiik
diizeylerde olmasi gibi sebeplerden dolay1r ge¢misten giliniimiize fakir ciftciler i¢in uygun
ciftlik hayvani olarak kabul edilmistir (Sahin ve Kiiciikkebap¢1 1999, Atasever ve Erdem
2008, FAO 2020). Diinya genelinde ve yetistiriciligin yogunlukta oldugu iilkelerde 1960
yilindan glinlimiize manda sayilar1 asagida ¢izelge 1.1.’de verilmistir (FAO 2020).



Cizelge 1.1. Diinya genelinde yetistiriciligin yogunlukta oldugu iilkelerde manda sayilar1 (Bag), son 60 yil

(FAO 2020).

Ulkeler 1961 1970 1980 1990 2000 2010 2018
Hindistan | 51.207.900 | 56.118.000 | 66.070.000 | 80.570.000 | 93.831.000 | 111.300.000 |114.151.707
Cin 8.360.516 | 15.713.063 | 18.439.744 | 21.421.967 | 22.595.017 | 23.602.144| 27.116.250
Pakistan 6.700.000 | 9.345.000 | 11.547.000 | 17.373.000 | 22.669.000 | 30.800.000| 38.848.000
Tayland 4.963580 | 5.734.500 | 5.650.790 | 5.094.270 | 1.711.570 | 1.622.650| 1.258.272
Filipinler 3.452.000 | 4.431.500 | 2.870.270 | 2.764.950 | 3.024.400 | 3.270.400| 2.882.655
Endonezya | 2.893.280 | 2.885.000 | 2.457.000 | 3.335.080 | 2.405.280 | 2.005.000|  894.278
Vietnam 2.252.000 | 2.270.700 | 2.313.000 | 2.854.100 | 2.897.200 | 2.913.390| 2.425.105
Mistr 1.501.000 | 2.009.000 | 2.346.580 | 2.897.470 | 3.379.410 | 4.000.000| 3.506.061
Tiirkiye 1.140.000 | 1.178.000 | 1.040.000 |  429.000 165.000 87.207|  161.436
Myanmar | 1.048520 | 1.540.720 | 1.901.000 | 2.061.000 | 2.441.240 | 3.000.000| 3.790.031
Nepal 795.000 | 1.020.000 | 2500.000 | 3.012570 | 3525950 | 4.836.980| 5.277.819
Banglades 500.000 | 835000 | 475000 | 772.000 |  890.000 | 1.349.000| 1.485.000
Laos 420000 | 770000 |  862.300 | 1.071.760 | 1.028.000 | 1.200.000| 1.200.040
Brezilya 63.000 | 118000 | 495000 | 1.397.100 | 1.102.550 | 1.184510| 1.390.066
italya 18.000 48.600 88.900 |  112.400 182.000 344.000|  401.337
Diinya 83.529.592 |102.247.255 |117.137.305 |143.854.580 |160.611.854 | 191.084.505 | 206.600.676

Diinyanin artan niifusu ile beraber artan gida ihtiyacini karsilamak i¢in c¢ogu
hayvansal protein {retim kolunda yardimci iireme tekniklerinden faydalanilmaktadir.
Hayvancilikta, ozellikle biiyiikbas hayvancik 6zelinde manda yetistiriciliginde tlireme
performansinin zayif olmasi nedeniyle yardimci tireme teknikleri kullanilir (Duran ve ark.
2017, Marin ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Bu sayede
mandalarda kalitsal lireme sorunlarinin ¢éziimii saglanabilmektedir. Ayrica nesli ¢ogu
bolgede nesli tehlikede olan bu hayvanlarin reprodiiktif hiicresel kaynaklarinin yok olmasi
onlenebilmekte ve dogal kosullarda hayvandan elde edilebilecek yavru sayisi bu teknikler
sayesinde arttirilmaktadir (Palta ve Chauhan 1998, Gasparrini 2002, Baruselli ve ark. 2020).

Hayvancilik alaninda iistiin genetik yetenege sahip irklarin elde edilmesinde ve
hastaliklarin yayilmasina engel olunmasinda Suni Tohumlama (ST) ve Embriyo Transferi
(ET) teknolojilerinin 6nemli bir pay1 vardir (Akyol 2006, Sagirkaya 2009, Karasahin 2017).
Bu yardimcr iireme tekniklerinden biri olan ET, istenen genetik kaynagimn daha hizh
cogalmast i¢in kanitlanmis bir enstlirman olarak sigir yetistirmede yaygin big¢imde
kullanilmakta ve mandalar i¢in de uygulanabilir olarak kabul edilmektedir (Hufana-Duran

2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020,




Kumar ve ark. 2020). Bir donér hayvandan alinan (in vivo) veya laboratuvar ortaminda (in
vitro) olgunlastirilan embriyolarin tasiyici bir hayvanin uterusuna nakledilmesi siireci, ET
olarak tanimlanmistir (Machaty ve ark. 2012, Sagirkaya 2009, Karasahin 2017). Genel
olarak ET tekniginin en biiyiik avantaj1 yiiksek genetik kapasiteye sahip hayvanlardan bir
yilda birgok yavru elde edilmesini saglamaktir. Genel olarak kabul edilen, ST kullanilarak
her generasyonda erkek gametler sayesinde saglanan %50 genetik ilerlemenin, ET
teknolojisi kullanilarak %100 hale getirilebilmesi miimkiindiir (Mapletoft ve Hasler 2005,
Sagirkaya 2009, Karasahin 2017). Bu o6zelliklerinden dolayi, yok olma tehlikesiyle karsi
karsiya kalan 1rklarin uzun yillar korunmasi amaciyla gen bankalar1 olusturulmus, spermalar
ve embriyolar bu bankalarda saklanmaya baglanmistir (Medeiros ve ark. 2002, Bailey ve ark.
2000). Ulkemiz sartlar1 diisiiniildiigiinde ST ile verim kabiliyeti yiiksek (et-siit) irklarin elde
edilmesi icin gereken 15 yila yakin bir siireyi ET teknolojisi 2-3 yil gibi kisa bir siireye
indirebilmektedir (Givens ve Marley 2008, Mapletoft ve Hasler 2005, Sagirkaya 2009,
Karasahin 2017).



2. GENEL BILGILER

2.1. Manda (Bubalus bubalis)

Mandalar (Bubalus bubalis) zoolojik olarak, ruminantlar familyasina ait Bubalina
grubunda siniflandirilmistir. Isimleri ayn1 olmasina ragmen Amerikan buffalosu (Bison
bison) ve Afrika buffalosundan (Syncerus caffer caffer) ayir edilebilmesi igin suyu ¢ok
sevmeleri sebebiyle su mandalar1 (water buffalo) olarak adlandirilmislardir. Su mandalari
da, nehir mandalar1 (River buffalo) ve bataklik mandalari (Swamp buffalo) olarak iki gruba
ayrilir (Mason 1974). Kromozom sayilar1 farkli olan bu iki gurup mandadan; nehir
mandalarinda kromozom sayisinin 50, bataklik mandalarinda ise 48 oldugu bildirilmistir
(Jindal ve ark. 1980, Sekerden 2001, Ozbeyaz 2015). Bataklik mandalar1 i¢in sadece tek
irktan bahsedilirken, nehir mandalar1 grubunda Akdeniz, Jafarabadi, Kiindi, Murrah,
Meksana, Nagpuri, Nilli-Ravi, Surti, Pandharpuri gibi bir¢ok farkli irk mevcuttur (Moioli ve
Borghese 2008). Manda 1rklarina ait genel gruplandirma sekil 2.1.”de, farkli manda irklarina
ait goriintiiler ise ¢izelge 2.1.”de detayli bir sekilde gosterilmistir (Atasever ve Erdem 2008).

Cizelge 2.1. Manda irklarina ait genel gruplandirma (Atasever ve Erdem 2008).

MANDA
Afrika yabani Asya mandasi
mandasi
Yabani manda Evecil
* manda
Hindistan Yabani m. Anoa m. Tamaroa
Nehir mandasi Bataklik mandas




Sekil 2.1. Asyada ¢esitli manda wrklarina ait morfolojiler (a) Shanghai mandasi, bataklik mandasi, Cin (b)
Toraja Spotted mandasi, bataklik mandasi, Endonezya (c) Sylhet mandasi, bataklik mandasi, Banglades (d)
Akdeniz mandasi, nehir mandasi (e) Murrah mandasi, nehir mandasi, Hindistan (f) Nili-Ravi mandasi, nehir
mandasi, Pakistan, (Zyang ve ark. 2020).

Mandalarda evcillestirmenin milattan 6nce (M.O.) yaklasik 5000 yillarinda basladig
bildirilmektedir (Nanda ve Nakao 2003, Soysal 2009, Zhang ve ark. 2020). Arkeoloji ve
tarim tarihi bulgulari mandalarin Hindistan’nin Indus bélgesinde M.O. yaklasik 2500
yillarinda evcillestirilmis oldugunu gostermistir. Giiniimiizde Pakistan ve Hindistan’da

yetistiriciligi yogun olarak yapilan mandalarin atasinin bu bolgeden koken aldigi



bildirilmistir (Chantalakhana ve Falvey 1999). Indus bolgesinden diinyaya mandanin ilk
olarak milattan sonra ilk ylizyilda Arap tiiccarlar tarafindan “Tarin’’ adiyla Anadolu ve
Ortadogu bolgesine getirildikleri bildirilmistir. Mandanin, Anadolu ve Ortadogu’dan
Avrupa’ya orta cagda Hiristiyan hacilar tarafindan veya hagli seferi siirecinde eve donen
haclilarin, hem yiik hayvani hem de besin kaynagi olarak kullanmak amaciyla gotiirdiigii
bildirilmistir. Avrupa’da evcil manda popiilasyonu italya, Bulgaristan, Macaristan,
Romanya ve diger Balkan iilkelerinde halen mevcuttur (Sekerden 2001, Nanda ve Nakao
2003, Moioli ve Borghese, 2008, Soysal 2009, Ozbeyaz 2015). Hem bataklik mandalarinin
(Swamp buffalo) hem de nehir mandalarinin (River buffalo) diinyaya dagilimlarini gosteren
harita sekil 2.2.’de gosterilmektedir (Colli ve ark. 2018). Bu haritada kesikli oklar nehir
mandalarmin  (River buffalo) Anadolu’ya ve Ortadogu’ya oradan da Avrupa’ya
gotlirlilmesinin tahmini yolunu, diiz oklar ise diger mandalarin hareket yollarini

gostermektedir (Zhank ve ark. 2020).

Sekil 2.2. Mandalarinin diinyaya dagilimlarini gésteren harita (Colli ve ark. 2018).

Nehir mandasi1 (River buffalo) irklarimin en fazla alt gurubu yaklasik 25 adetle
Hindistan'da bulunmaktadir (Perera 2011, FAO 2020). Cogunlukla giiclinden ve etinden
faydalanilan Bataklik manda irklar1 (Swamp buffalo) yine Hindistan, Filipinler, Cin,
Endonezya gibi Glineydogu Asya iilkelerinde yetistirilir (Perera 2011). Manda yetistiriciligi



Gliney Amerika, Kenya ve Giiney Afrika ilkelerinde disaridan manda ithal edilerek
baslandigi bilinmektedir. Giiney Afrika'da Afrika yabani mandasinin (Syncerus caffer caffer,
Syncerus caffer nanus, Syncerus caffer equinoctialis) evcillestirilerek yetistirilmesi igin

caligmalar hala yapilmaktadir (Atasever ve Erdem 2008, Ugurlu 2017).

2.2. Anadolu Mandasi

Anadolu’da manda varliginin milattan énce (MO) 3000 yillara kadar dayandig
bilinmektedir. Fakat Anadolu’ya evcillesmis mandalarin Anadolu’ya ¢ok sonradan
getirildigi diisiiniilmektedir. Gliniimiizde Anadolu mandasi adi verilen tilkemize 6zgii bir irk
bulunmakta olup, Akdeniz mandalarindan ayr1 veya kiigiik yapili bir alt gurubu olduklari
kabul edilmektedir (Sahin ve Kiigiikkebap¢1 1999, Ugurlu 2017, Yilmaz ve Kara 2019).
Ulkemizde bulunan mandalar, nehir mandasimin bir alt gurubu Akdeniz mandasia genetik
olarak yakin ama ondan daha kiigiik ciisselidir. Bu nedenle Anadolu mandasi olarak
adlandirilmaktadir (Soysal 2013). Anadolu mandasi; Tarim ve Orman Bakanlig1, Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirligii (TAGEM) tarafindan 2004 yili itibariyle 1rk
tescili yaptirilmis ve tanimlanmustir (Y1lmaz ve Kara 2019).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun 2020 verilerine gére Tiirkiye manda varlig
188.771 bastir. Anadolu’da 1980’lerde bir milyondan fazla olan manda sayisinin 2007
yilinda 85.000 basa (TUIK 2020) diistiigii gériilmiistiir. Ulkemiz manda varligi bir milyon
basin tlizerinden 100.000 basin altina keskin diisiis son derece kaygi verici bulunmus ve
Anadolu mandasi’nin yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmasina yol agmistir (Sariézkan
2011, Yilmaz ve Kara 2019). Ulkemizde manda; Karadeniz, Marmara ve I¢ Anadolu
bolgelerinde yogun, diger bolgelerde ise az sayida yetistiriciligi yapilan bir g¢iftlik
hayvamdir. Manda sayisi en fazla olan iller sirastyla Samsun, Diyarbakir, Istanbul, Tokat,
Bitlis, Mus, Afyon, Kayseri, Sivas ve Amasya’dir. Tirkiye’de 1980 yillarda bir milyon
manda varlig1 varken, 2007 yilinda 85.000 bine kadar diismiis, 2008 yilinda 86.297 adet anag
Anadolu mandast bulunmaktayd: (TUIK 2020, Cruz 2010). Son 10 yil iginde Anadolu
mandas1 yetistiriciliginde devlet tesviklerinin uygulanmasiyla birlikte varligi 2015 yilinda
143.073 bas olmustur (Ermetin 2017, Akdz ve ark. 2017). Ulkemizde 2018 yili itibari ile
toplam manda sayist 178.397 bas olarak, son veri ise 2020 Haziran ay1 itibariyle 188.771



olarak kayit altina alinmistir. Tiirkiye geneli ve en yiiksek 20 ile ait 2017 y1l1 manda sayilari

cizelge 2.2.’de ayrmtil1 bir sekilde verilmistir (TUIK 2020).

Cizelge 2.2. Tiirkiye geneli ve en yiiksek 20 ile ait 2017 yili manda sayilar1 (TUIK 2020).

iL Ergin Manda Malak Sayis1 | Toplam Manda
Sayisi (Bas) (Bas) sayisi (Bas)

Samsun 13.904 4.040 17.944
Diyarbakir 10.805 2.360 13.165
Istanbul 8.935 2.165 11.100
Tokat 6.714 2.380 9.094
Bitlis 7.211 1.127 8.338
Mus 5.435 2.000 7.435
Afyonkarahisar 4.290 1.308 5.598
Kayseri 4.222 1.241 5.463
Sivas 4.008 917 4.925
Amasya 3.115 1121 4.236
Balikesir 3.234 460 3.694
Giresun 2.543 784 3.327
Kiitahya 2.453 726 3.179
Diizce 2.306 793 3.099
Bartin 2.000 898 2.898
Corum 2.138 635 2.773
Yozgat 2.092 511 2.603
Kocaeli 1.629 455 2.084
15dir 1.458 440 1.898
Erzincan 1.196 599 1.795
Tiirkiye Geneli 110.700 31.373 142.073

Anadolu’da yaygin olan manda yetistirme bicimi ¢ogunlukla aile isletmeleri
seklinde, aile tiiketimi i¢in ve genellikle ortalama 1-5 bas aras1 anactan olusur. Kapali ahir
besisi i¢in olusturulan siiriilerde 50-100 baslik biyiikliige ulasabilir. Geleneksel olarak
kiiglik isletmelerde sadece bataklik, sazlik veya nehir kenarlarinda manda yetistiriciligi
yapilirken, giiniimiizde yliksek sayilarda ve modern isletmelerde de manda yetistirciligi
yapilmaktadir (Ermetin 2017, Akoz ve ark. 2017, Yilmaz ve Kara 2019).

Anadolu mandasi’nin fenotip olarak; genelde rengi siyah, yay boynuz denilen geriye
kavisli bigimde boynuzludur (Ermetin 2017, Akoz ve ark. 2017). Anadolu manda bogasi ve
anaclarina ait resimler Sekil 2.3. ve Sekil 2.4.’de verilmistir (UHAEM 2020, Yavuz 2020).



Sekil 2.4. Anadolu mandas1 anaglar1 (IDMYB 2015).

2.3. Mandalarin Ureme ve Fizyolojik Ozellikleri

2.3.1.Mandalarda Pubertas ve Gelisme

Mandalarda reprodiiktif verimlik bircok degiskenden etkilenir. Bunlar arasinda hem

erkek ve hem de disi bireylerde gec olgunlasma ve dogal ¢iftlesmeden sonra gebelik olusma



oraninin az olmasidir (Bodhipaksha ve ark. 1978, Chantarakhana ve ark. 1981, Fischer ve
Bodhipaksha 1992, Na-Chiengmai 2002). Gelismenin 5-6 yasa kadar devam ettigi
bildirilmistir. Dogal yasamda omiirleri yaklasik olarak 30 yil kadardir. Mandalarda genelde
pubertasa ulasma yas1 sigirdan daha uzun stirmektedir. Bu sebepten dolay1 bir yasina kadar
erkek ve disi mandalar beraber barinabilmekte ve merada bulunabilmektedir. Manda
diiveleri 13-14 aylikken pubertaya ulasirlar (Fischer ve Bodhipaksha 1992, Na-Chiengmai
2002, Atasever ve Erdem 2008, Sahin ve ark. 2013, Ozbeyaz 2015).

Sigirlarda uygulandigr gibi manda diiveleri ergin canli agirliklarinin %75’ine
ulastiginda istenildigi takdirde tohumlanabilir. Ancak mandalarda erken yastaki gebeliklerde
beslenme sorunlar1 sonucu gelisme geriligi ve diisiik siit verimi riski bulunmaktadir. Erkek
mandalar 2 yastan sonra manda bogasi olarak 5-6 yasa kadar kullanilabilirler. Manda
bogalarinin damizlikta kullanilabilme yasi 2-15 yildir (Aksoy ve Tekeli 1993, Ozbeyaz
2015, Ugurlu 2017).

2.3.2. Mandalarda Gebelik ve Dogum

Mandalarin ilk buzagilama yas1 3,6 ile 4,9 arasinda degismekte, ortalama yas 4,2 +
0,8 olarak bildirilmektedir. Ortalama buzagilama araligi ise 490 ila 700 giin arasinda
degismekle beraber, genel olarak ortalama 573,3 & 117 giinliik ortalama buzagilama araligi
bulunmaktadir (Na-Chiengmai 2002). Mandalarin siitten kesme yasi, buzagilamadan
yaklasik 8 ay sonradir. Mandalarda, sigira gore uzun buzagilama araligi ve 8 aylik siitten
kesim yasi iireme verimliligini etkileyen dnemli faktorlerdir (Chantarakhana ve ark. 1981,
Aksoy ve Tekeli 1993, Atasever ve Erdem 2008, Ugurlu 2017).

Genel olarak biitlin manda wrklar1 gbz oniline alindiginda gebelik siireleri bir¢ok
faktore gore 300-345 giin arasinda degisir. Bu siire ortalama olarak 315-320 giindiir.
Mandalarda dogum sigirlara gore daha kolay ve daha kisa stirede gergeklesir. Bunda manda
pelvik kanalin geriye dogru diisiik ve siira gore biraz genis olmasi etkilidir. Mandalarda
dogumun gergeklesmesi plasentanin atilmasi dahil ortalama 4-5 saat siirmektedir. Sigirda ise
bu siire ortalama 8-9 saattir. Manda plasentas1 3-3,5 kg agirhigindadir. Dogumdan sonra
uterusun involiisyonu i¢in gereken siire 15-67 giin ya da ortalama olarak 40 + 2 giin kadardir.
Ikiz dogum mandada ¢ok nadir goriiliir. Manda yetistiriciliginde ikizlik genelde yavru

atmayla sonuclanma olasilig1 yiiksek olmasi nedeniyle istenmemektedir (Chantarakhana ve
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ark. 1981, Aksoy ve Tekeli 1993, Na-Chiengmai 2002, Atasever ve Erdem 2008, Ugurlu
2017, Ozbeyaz 2015).

2.3.3. Mandalarda Ostrus ve Yardimeci Ureme Tekniklerinin Kullanimi

Mandalar yilboyu Ostriis gosterebilen polidstrik hayvanlardir. Fakat seksiiel
faaliyetlerde yil i¢inde 6nemli dalgalanmalara rastlanmaktadir (Rahumathulla ve ark. 1987).
En yogun 6strus siklusu faaliyeti Eyliil - Subat aylar1 arasinda goriiliir (Aksoy ve Tekeli
1993). Yilboyu goriilen tiim Ostriislerin yaklasik dortte iicii Eyliil-Subat aylar1 arasinda
goriiliirken, Mart ve Agustos aylar1 arasinda Ostruslarin dortte biri meydana gelmektedir.
Dogumlarin aylara gére dagilimi da ineklerden oldukca farklidir ve mevsimsel bir 6zellik
gosterir (Gurdial ve ark. 1985, Baruselli ve ark. 1997).

Mandalarda Gstrus sigirlardaki kadar belirgin degildir ve dstrus donemi sigira gore
sakin gecer (Aksoy ve Tekeli 1993, Ozbeyaz 2015). Ostrus sirasinda mandada belirtiler;
slitlin azalmast, hareketliligin artmasi, tedirginlik, vulvada 6dem, cara akintisinin gelmesi ve
manda bogasinin siirekli pesinde dolasmasidir. Mandalarda kizginligi en kolay tespit
yontemi arama bogasi kullanmaktir (Chantarakhana ve ark. 1981, Baruselli ve ark. 1997,
Atasever ve Erdem 2008, Ozbeyaz 2015).

Ureme 6zelliklerinden de anlasildig iizere mandalar yardimei iireme teknolojilerinin
kullanimina sigirlardan daha ¢ok ihtiyag duyar. Bu amagla son yillarda mandalarda ST, sabit
zamanli tohumlama (ovsynch) wuygulamalar1 (Purohit ve ark. 2019), 0strus
senkronizasyonlar1 (Atabay ve ark. 2020), in vivo Ve in vitro embriyo {iretimi ¢alismalari
yapilmakta ve lireme sorunlarina ¢are olunmaya caligilmaktadir (Duran ve ark. 2017, Ugurlu

2017, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

2.4. Hayvanlarda Embriyo Transferinin Tarihcesi

Memelilerde ilk ET uygulamasi 1890 yilinda Heape tarafindan Birlesik Krallik’ta
tavsanlarda yapilmis, basarili transferler gergeklestirilmis ve saglikli yavrular elde
edilmistir. Sigirlarda ilk basarili ET calismasi 1951 yilinda ABD’de Cornell Universitesinde
Willet ve ark.’lan tarafindan cerrahi yontemle yapilmistir. Sigirlarda giiniimiizdeki gibi

cerrahi olmayan yontemle ilk basarali nakil 1965 yilinda Japonya’da gerceklestirilmistir
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(Sugie 1965). Sigir oositlerinde yapilmis ilk basarili in vitro Maturasyon (IVM) ve in vitro
Fertilizasyon (IVF) calismasi Iritani ve Niwa (1977) tarafindan Japonya’da yapilmistir. IVF
ile dogan ilk buzagi 1981 yilinda elde edildikten sonra bu ¢alisma Brackett ve ark.’nin (1982)
ABD’de yaptig1 ¢calismalara da onciiliik etmistir (Gordon 2003, Hasler 2014).

Embriyo transferi teknolojisi 1980°li yillardan sonra ¢iftlik hayvanlarinda tiretim
kalitesini arttirmak amaciyla degerli bir enstriiman olarak sahada yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Mapletoft 2013, Hastler 2014, Kumar ve ark. 2020). Genel olarak
memelilerde fertilizasyon olayinin daha iyi anlagilmasi ancak 20. yiizyilin ortalarinda
sperma kapasitasyon mekanizmasinin anlasilmasiyla miimkiin olmustur. Konu ile ilgili
onemli gelismeler kronolojik olarak siralanarak ¢izelge 2.3.’de 6zetlenmistir (Gordon 2003,

Hufana-Duran 2008, Karasahin 2012).

Cizelge 2.3. Memelilerde embriyo transferi ¢alismalarinda 6nemli gelismeler (Gordon 2003, Hufana-Duran
2008, Karagahin 2012).

Bilimsel Gelismeler Arastirici

Tavsanlarda embriyo transferi Heape (1890)

Embriyo transferiyle kuzu ve oglak dogumu Warwick ve Berry (1949)
Embriyo transferinden domuz elde edilisi Kvansnickii (1951)
Embriyo transferinden buzagi dogumu Willett ve ark. (1951)
Tavsanlarda in vitro fertilizasyon Chang (1959)

Sperma kapasitasyonu ile in vitro fertilizasyon | Yanagimachi ve Chang (1963)
Sigirlarda ilk bagarili embriyo transferi Sugie (1965)

Insan oositi in vitro fertilizasyonu Bavister ve ark., Edwards ve ark. (1969)
Embriyo dondurma/¢6zme sonrasi ilk buzagi Wilmut ve Rawson (1973)
Embriyo transferi sonrast ilk tay eldesi Oguri ve Tsutsumi (1974)
S1gir oositi in vitro fertilizasyonu Iritani ve Niwa (1977)

IVF embriyodan ilk insan dogdu Stepteo ve Edwards (1978)
IVF embriyodan ilk buzagi dogdu Brackett ve ark. (1982)

Ik embriyo transferi manda malag1 dogdu Drost ve ark. (1983)
Niikleer transfer yoluyla ilk koyun dogdu Willadsen (1986)

IVF, IVM yapilan oositten buzagi Hanada (1986)

IVP embriyodan ilk ikizler dogdu Lu ve ark. (1988)

IVF manda malaginin dogumu Madan ve ark. (1991)
Klonlama yoluyla ilk canli (Dolly) Wilmut ve ark. (1997)
Fare primordiyal hiicreden in vitro embriyo O’Brien ve ark (2003)

Sigir primordiyal hiicrelerden in vitro embriyo | Telfer and McLaughlin (2017)
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Diinyada ET konusu 1972-1974 yillar1 arasinda popiilerliginin yiiksek oldugu
yillardir. Bu donemde ET konusunda diinyada bir standart olusturmak ve uygulamalarin
basarisin1 arttirabilmek amaciyla konu ile ilgili calisan ve birgok tilkelerden gelen
arastirmacilarin katilimiyla 26 Mayis 1974°te ABD’de IETS (International Embryo Transfer
Society - Uluslararasi Embriyo Transfer Dernegi) kurulmustur. Bu dernek 2015 yilina kadar
bu isimle faaliyetlerini siirdiirmistiir. Dernek 2015 yilinda adin1 IETS (International Embryo
Technology Society - Uluslararast Embriyo Teknoloji Dernegi) olarak degistirmistir. Dernek
2020 yilinda 46. toplantisin1 16-19 Ocak 2020 yapmis ve faaliyetlerine devam etmektedir
(Kaymaz 2015, IETS 2021).

2.5. Embriyo Transferi Teknolojileri

Embriyo transferi, donor (verici) hayvanin genital kanalindan toplanan veya
laboratuvar kosullarinda IVF elde edilen embriyolarin, tasiyici hayvanlara nakledilmesi
olarak tanimlanir (Kanagawa ve ark. 1995, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Kumar
ve ark. 2020). Bir diger tanimlama ise genetik kapasiteleri ve verim diizeyleri belirlenmis
olan tistiin genetik kapasiteye sahip inek ve bogalardan elde edilen embriyolarin (in vivo
veya in vitro) tasiyici ineklere nakledilmesi islemine verilen isimdir (Gordon 2003, Akyol
2006, Kaymaz 2015).

Tavsanlardan ilk in vitro ortamda iretilen embriyodan yavru elde edilmesinin
ardindan, sonraki yillarda folikiil-oosit fizyolojilerinin daha 1iyi anlagilmasi ve
spermatozoonlarin  fertilizasyon kabiliyetlerinin aydinlatilmasina yonelik  yapilan
caligmalarla birlikte in vitro embriyo iiretimi alanindaki gelismeler hizli bir sekilde geliserek
giiniimiize ulagmistir (Gordon 2003, Karasahin 2012, Hasler 2014). Ayrica, in vivo embriyo
tiretimi (Multiple Ovulation Embryo Transfer, MOET) uygun protokoller kullanilarak,
donor (verici) hayvanlarin genital kanalindan toplanan embriyolarin cerrahi veya servikal
yontemlerle alinip degerlendirildikten sonra ¢esitli yontemlerle dondurulup saklanmasi veya
taze transfer edilmesi islemidir (Gordon 2003, Karasahin 2012, Hasler 2014, Kaymaz 2015).

Diinyada hayvansal protein kaynaklarina ihtiya¢ artmaya baslayinca tretimin
arttirllmasina yonelik ¢alismalar 1900’1l yillarda 1slah ¢alismalar1 ve sonrasinda yiizyilin
ortalarinda suni tohumlama ile devam etmis, 1950’lerden sonra ET gibi yardimei ilireme

tekniklerinin kullanilmas1 daha da yayginlasmistir. In vitro embriyo iretimi (In Vitro
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Embryo Production, IVP) disi genital ortamina ihtiya¢ duyulmadan, tamamen laboratuvar
ortaminda; in vitro maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiiltiir (IVC)
ortamlar1 hazirlanarak embriyo iiretiminin basariyla gergeklestirilmesidir (Gordon 2003).
IVF canli hayvanlarda isleyen siirecin laboratuvar sartlar1 da taklit edilerek c¢ok c¢esitli
asamalarin birbirini takip etmesiyle olusan karmasik bir siirectir (Kaymaz 2015, Duran ve
ark. 2017, Baruselli ve ark. 2020). IVP iizerine ¢aligmalarin yapildigi ilk yillarda, ovulasyona
yakin Graaf folikiillerinden veya ovulasyon sirasinda alinan oositler kullanilirken (Gordon
2003, Merton ve ark. 2003), giiniimiizde bir¢ok iilkede, gelistirilen IVM ve in vitro
kapasitasyon metotlar1 sayesinde, tamamen canli hayvanlardan bagimsiz sekilde IVM, IVF
ve IVC prosediirleri gelistirilmistir (Hasler 2014, Kaymaz 2015, Karagahin 2017).

Hayvansal iiretim biyoteknolojisi alaninda avantajlar saglayan IVF bircok
laboratuvarda embriyo elde etme orami %25-30 arasindayken son 10 yilda gelistirilen
teknolojiler araciligi ile %60’lara kadar cikarilabilmistir (Gordon 2003, Akyol 2006,
Karagahin 2012). IETS’nin verilerine gore diinya ¢apinda IVP kendisini kanitlamis ve ticari
olarak {liretilen embriyolar bu yolla iiretilmeye baslamistir. Ancak bu oran mandalarda
%?20’nin altinda kalmaktadir (Gasparrini ve ark. 2006, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark.
2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

Diiya sigir embriyosu iiretiminin 1998-2018 yillar1 arasinda in vivo tiretim, in vitro
tiretim ve toplam tretim sekil 2.5.°te verilmistir (IETS 2019). Bunun hem sigirlarda hem de
mandalardaki baslica nedeni IVC kosullarinin ve IVM’nun 6niindeki problemlerin heniiz
tamamen asilamamis olmasidir (Kaymaz 2015, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019,
Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Giiniimiizdeki giincel
basar1 diizeyi yiiksek olmasa da IVP, gelismis iilkelerin pek ¢ogunda hayvan islah1 i¢in yerini
almigtir (Akyol 2006, Kaymaz 2015, Duran ve ark. 2017, Kumar ve ark. 2020). Diinya sigir
embriyosu 1998-2018 yillar1 aras1 in vivo iretim, in vitro iiretim ve toplam tiretim miktarlar
sekil 2.5.°te grafik olarak verilmistir (IETS 2019).
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Sekil 2.5. Diinya sigir embriyosu 1998-2018 yillar1 arasi in vivo iiretim, in vitro tiretim ve toplam tiretim (IETS

2019).

2.6. Mandalarda Embriyo Transferi Calismalari

Mandalara uyarlanmis ve aktarilmis yardimci iireme teknolojilerinin verimliligi
yillarca diisiik kalmistir. Ancak son yillarda ET teknolojilerinin gelistirilip maliyetlerinin
azalmasiyla manda endiistrisinde de genetik ilerlemeyi hizlandiric1 katkilar sunulmaktadir
(Warriach ve ark. 2015). Mandalar iizerine yapilan ¢alismalarda in vivo embriyo toplama
(uterine flushing) orani ile sigirlar arasinda ¢ok biiyiik fark bulunmus, mandalarda diisiik
oranlarin olmasmin ovidukt tarafindan yakalama islemi tam yapilamamasi veya 00sit
tasinmasinda oviduktal peristaltik yetmezligine bagli sorunlardan olabilecegi bildirilmistir
(Bellve ve McDonald 1970, Baruselli ve ark. 2000, Carvalho ve ark. 2007, Carvalho ve
ark. 2012, Singh ve ark. 2015). Mandalarda daha ileri ¢aligmalar gerektiren ET ve IVP
calismalarinda basari i¢in detayli ve derin ¢alismalar yapmak ayrica in vitro embriyo iiretimi
ve embriyolarin dondurarak saklanmasi tekniklerinin de gelistirilmesi gerektigi bircok
aragtirmaci tarafindan 6nemle vurgulanmistir (Palta ve Chauhan 1998, Gasparrini 2002,
Nandi ve ark. 2002, Hufana-Duran ve ark. 2005, Hufana-Duran 2008, Carvalho ve ark. 2007,

Carvalho ve ark. 2012, Singh ve ark. 2015).
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Mandalarda yogun g¢aligsmalara ragmen in vivo embriyo iiretiminde yikama basina
embriyo iretimi baslangicta 1-2 adet iken son calismalarda 2,5-3,5 ortalama oranlarina
ulagsmistir. Bu oranlar ¢esitli faktorlerin etkisiyle sigirlardaki in vivo embriyo tiretimi ile
kiyaslandiginda ¢ok diisiik kalmistir. Mandalarda siiperovulasyona zayif cevap nedeniyle
hala canli embriyolarin toplanmasi sinirli oldugundan, in vivo embriyo {iretimi oldukca
diisiiktiir ve bunun sebebi hala net bir sekilde aciklanamamistir (Drost 2007, Gasparrini ve
Tyagi 2007, Warriach ve ark 2015). Mandalarda reprodiiktif verimliligin artirilmasi igin
senkronizasyon ve embriyo iiretimi ile diger protokollere 6rnek olabilecegi diisiiniilerek
yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Manik ve ark. 2002, Presicce ve ark. 2003, Presicce
ve ark. 2004, Awasthi ve ark. 2006, Carvalho ve ark 2012, Singh ve ark. 2015, Duran ve ark.
2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark.
2020). Fakat hala mandalarda senkronizasyon protokolleri, siiperovulasyon, in vitro
fertilizasyon, niikleer transfer ve embriyonik manuplasyon tekniklerinin gelistirilerek isleme
konulabilmesi i¢in ovaryum fonksiyonelliginin yani sira folikiiler dinamikler ile ilgili
bilgilerin detayl1 olarak arastirilmasi gerekmektedir (Sahin ve Kiiclikkebapg1 1999, Drost
2007, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Manda ovaryumlarindaki primer folikiil
popiilasyonunun (Primordial hiicre sayis1 ortalama 12.000) ineklerdekine gore yeni dogan
yavrularda %89 daha az oldugu bildirilmistir (Drost 2007).

Sigirlarda oldugu gibi mandalarda da islah calismalarinda genetik ilerlemenin
saglanmas: uygulanacak seleksiyona ve iyi bir damizlik se¢imine baghdir. Damizlik
se¢iminde progeny testing, Best Linear Unbiased Prediction (BLUP), Multiple Ovulation
Embryo Transfer (MOET) gibi metotlarla genetik ilerlemeyi hizlandirmak igin embriyo
transferi, in vitro fertilizasyon gibi yardimci tireme teknikleri kullanilmaktadir (Palta ve
Chauhan 1998, Gasparrini 2002, Drost 2007, Warriach ve ark. 2015, Duran ve ark. 2017,
Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

Dogal veya senkronize Ostrus yoluyla suni tohumlama, diinyada mandalarin
tiremelerine yardimci olmak i¢in yaygin olarak kullanilan yardimei iireme tekniklerindendir.
Suni tohumlama, siiperovulasyon ve ET teknolojisi ile birlestirip iistiin hayvanlarin tiretim
potansiyellerinden yararlanmuis, siit yonlii seleksiyon yaparak mandalarda genetik gelisimi
artirmaya ¢alismistir (Cruz ve ark. 1991). In vivo yolla elde edilip sonrasinda transfer edilen

ilk manda malagi ABD de Drost ve ark. (1983) tarafindan, in vitro kosullarda ilk kez tiretilen,
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transfer edilen ve dogumu gergeklesen manda malagi ise Madan ve ark (1991) tarafindan

Hindistan’da yapilmistir.

2.6.1. Mandalardan Oosit Elde Edilmesi

In vitro embriyo lretimim basaris1 igin oositlerin aspirasyonu, toplanmasi ve
degerlendirilmesi asamalarinin hizli ve dikkatli yapilmasi gerekmektedir (Akyol 2005,
Karagahin 2012). Bu agamalarin hizli ve diizgiin yapilmamasi maturasyonlarin (Akyol 2006)
gerceklesmemesine, fertilizasyonda sorunlara (Akyol 2005), o6zellikle embriyo gelisim
asamalarinda boliinmelerin olmamasina ve devaminda blastosist meydana gelmemesine yol
acar (Gordon 2003, Imai 2005, Kaymaz 2015).

Mandalarda IVF i¢in oositler, Ovum Pick-Up (OPU) ile canli hayvanlardan veya
kesilen hayvanlarin ovaryumlarindan toplanir. OPU, genetik ilerlemeye disi katkisini
artirmak i¢in en gilivenilir genetik materyal kaynagini saglarken, mezbahadan tiiretilen
ovaryumlarin genetik iyilestirme iizerinde ¢ok az etkisi olmasina ragmen, bunlar istenen
hayvan tiiriiniin arastirilmas1 ve ¢cogaltilmasi i¢cin ucuz ve bol miktarda oosit kaynagi saglar
(Kumar ve ark. 1997, Galli ve ark. 1998, Galli ve ark. 2001).

Ovaryumlar toplama ve islemede, 28 ila 33°C'de fizyolojik tuzlu su (100 pg
streptomisin / ml ve 100 1U penisilin / ml ile %0,9 sodyum kloriir) tasimada kullanilan en
yaygin vasatlardandir (Gordon 2003, Akyol 2006, Kaymaz 2015). Matsushita ve ark. (2004),
sigirlara mezbaha materyalinin taginmasi ve 15-21°C de 24 saat siireyle saklanmasi ile ilgili
yaptiklar1 bir calismada, bunun in vitro maturasyon oranina ve devaminda embriyo
gelisimine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Schernthaner ve ark. (1977), 24 saat 15 ile 21°C arasinda saklanan siir ovaryumlarinin
blastosist oranini etkilemedigini belirtmistir. Blastosist gelisimi i¢in ovaryum tasima
stvisinin 20°C'nin en uygun sicaklik oldugunu gosteren diger calisma Osaki ve ark. (2004)
tarafindan yapilmistir. Mandalarda yapilan ¢ok sinirli ¢alismaya ragmen, embriyo iiretiminin
basart oranini artirmak igin in vitro embriyo iretiminin ilk agamasi olan ovaryumlarin
mezbahadan laboratuvara taginmasinin 6zenle yapilmasi gerektigini gostermektedir (Boni
ve ark. 1999, Kumar ve ark. 1997, Osaki ve ark. 2004, Hufana-Duran 2008).

Folikiil aspirasyonu, ovaryumlarin dilimlenmesi ve folikiillerin delinmesi oositlerin
elde edilmesinde kullanilan yontemlerdir (Boni 1994, Boni ve ark. 1994, Das ve ark. 1996).
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Manda oositlerinin elde edilmesinde dilimleme yontemi fazla sayida oosit elde edilmesini
saglar (Kumar ve ark. 1997, Gasparrini 2002), ancak bu yontemin ¢ok fazla sayida kalitesiz
oosit elde edilmesine yol agtig1 rapor edilmistir (Hufana-Duran 2008, Kumar ve ark. 2007).
Nehir mandalarinda folikiil diseksiyonu pratik degildir. Folikiiller, ovaryumun stromal
bolgesine derinlemesine gomiiliidiir (Gasparrini 2002), bu nedenle hizli uygulanabilmesi
nedeniyle aspirasyon en yaygin kabul goren tekniktir (Nandi ve ark. 2002).

Aspirasyon yontemiyle elde edilen oositlerin Dulbecco Fosfat Buffer Solution (D-
PBS) i¢ine eklenen %3 Sigir Serum Albiimini (BSA) veya %5 Fotal Buzagi Serumu (FCS)
ile hem folikiillerden ¢ikarilan oositlerin dejenerasyon ihtimalini azalttigi hem de oositler
arasinda daha yiiksek gelisme potansiyeli sagladigi bildirilmistir (Duran ve ark. 2017, Marin
ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Mandalarda
donoér basina in vivo embriyo tiretimi ortalamasinin ¢ok diisitk olmasi nedeniyle, in vitro
embriyo iiretim tekniginin etkin bir sekilde kullanildiginda ticari embriyo iiretiminin daha
cazip olacagi bir¢ok aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir (Drost 2007, Carvalho ve ark

2012, Singh ve ark. 2015, Kumar ve ark. 2020).

2.6.2. Manda Oesitlerinin Degerlendirilmesi

Oosit kalitesinin 1yi degerlendirilmesi, oositlerin maturasyonunu, fertilizasyonunu ve
olusan embriyolarin yasama sansini etkilemektedir. Bircok arastirmaci, oositleri
siiflandirma semalar1 olusturmustur. Oositlerin siniflandirilmasinda oositin yogunlugu,
cevresindeki kumulus hiicrelerinin sayisi1 ve diger bazi morfolojik faktorler énemlidir
(Shioya 1993, Madison ve ark. 1992, Gasparrini 2002).

In vitro maturasyon i¢in oosit se¢iminde, tiirden bagimsiz olarak, oositler, kumulus-
korona radyata katmanlaria ve ooplazmanin homojenligine bakilarak seg¢ilir. Mandalarda
birkag¢ caligma, kompakt ve esit sekilde graniile edilmis kumulus hiicrelerine sahip oositlerin
daha yiiksek olgunlagma oranlar1 verdigini ortaya koymustur (Suzuki ve ark. 1991, Chauhan
ve ark. 1998a, Abdoon ve ark. 2001, Duran ve ark. 2017, Rubessa ve ark. 2019, Kumar ve
ark. 2020). Bu bulgu, sigirlardaki caligsmalarla da desteklenmektedir (De Loos ve ark. 1989,
Smith ve ark. 1996, Gordon 2003, Akyol 2006, Karasahin 2012, Kaymaz 2015). Bazi
arastirmacilar tarafindan oosit, kumulus hiicreleri ve oosit sitoplazmast tamamen

degerlendirmeye alinir. Bu smiflandirmada birden dorde kadar 1-2-3-4. kalite seklinde
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rakamsal kodlamayla yapilmaktadir. Oosit kalitesinin biitiin morfolojik yapilarina gore
rakamlarla yapilan siniflandirma ¢izelge 2.4.’de ayrintili bir sekilde verilmistir (Gasparrini
2002, Gordon 2003, Akyol 2006, Kaymaz 2015).

Sonug¢ olarak, kumulus hiicresi olmayan oositlerin %20°si mikroskobik olarak
incelendiginde anormal veya dejenere olmasina ragmen, kumuluslu oositlerin yaklagik
%350'si olgunlagma boliinmesine ugradigi ve yarisinin fertilizasyonun gergeklestigi
gorilmistir. Bu sonuglar, kumulus hiicrelerinin oosit ooplazmasinin gelisimsel
yeterliliginin mevcut oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilir (Raghu ve ark. 2002a,
Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019,
Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

Cizelge 2.4. Oosit kalitesinin biitiin morfolojik yapilarina gére rakamlarla yapilan siniflandirma (Gasparrini
2002, Gordon 2003, Akyol 2006, Kaymaz 2015).

Kalite Total Kumulus Kumulus Ooplazma
Oosit Kompleksi Yapisi Ozelligi
1 Agik ve seffaf Cok katmanl Homojen yapida
goriiniimlil, (En az 4 katman) diizgiin
Homojen yapida ama az e
Biraz koyu ve daha az katmanli (4 den az Kaba goriiniim,
2 e 1 o Zonada koyuluk veya
seffaf goriiniimlii katmanli). Zona %20 den
hafif seffaflagsma
az kisminda kumuslussuz
e e 1 Daha az kumulus"yap1, Kaba goriintimlii,
3 Koyu goritintimlii ve 1-2 | Kumulus koyu kiimeler Zonada koyuluk ve
sirali kumulus hiicreli halinde, Zona %20’den .. . .
.. diizensizlik
fazla bolgeler kumulussuz
Koyu ve diizensiz, Genislemis kumulus yap1, | Ooplazma fazla seffaf,
4 Kumuluslar expanse Daginik kumulus Zonada koyuluk ve yer
veya tamamen erimis hiicreleri, Zona tamamen | yer diizensiz
halde kumulussuz goriiniimlii

Pratik ve hizli olmasi agisindan sadece kumulus hiicrelerinin morfolojilerine
bakilarak A, B, C ve D seklinde de siniflandirma yapilabilmektedir. Bu siniflandirmaya gore
dordiincti grup ¢ok diisiik in vitro maturasyon yeteneginde olarak degerlendirilir. Homojen
goriiniimlii bir sitoplazma, oositi ¢evreleyen bozulmamis ve kompakt yapida kumulus
hiicreleri, oositin mature olmasinda, fertilizasyonunda ve kaliteli bir embriyo haline

gelmesinde en O6nemli kriterlerdir. Bu yontemle yapilan alfabetik siralamayla sigir oosit
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siiflandirmast Kumulus Oosit Kompleks (COC) yapilaria gore cizelge 2.5.’de ayrintilt
olarak verilmistir (Brackett ve Zuelka 1993, Kanagawa ve ark. 1995, Raghu ve ark. 20023,
Gasparrini 2002, Gordon 2003, Karasahin 2012). Bazi arastirmacilar ise sitoplazmasi
homojen, zona pelusida iizerinde saglam ve kompakt yapida kumulusa sahip oositleri
gelisime uygun, heterojen sitoplazmali ve ekspanse olmus dagilmis kumulus hiicrelerine
sahip oositleri de gelisime uygun olmayan oositler olarak siniflandirmislardir (Gordon 2003,
Acar 2008, Karasahin 2012). Ayrica, oositlerin siniflandirmasinda farkli bir yontem daha
kullanilmistir. Bu siniflandirmada oositlerin fertilizasyon sonrasi 3. ve 5. glinlerdeki kalite
durumlart incelenmekte, boliinme oranlar1 ve morula-blastosiste ulasma durumuna gore

oositler A, B veya C kalite olarak siniflandirilmaktadir (Carvalhais ve ark. 2009).

Cizelge 2.5. Oosit kalitesinin COC morfolojisine gore siniflandirilmas: (Kanagawa ve ark. 1995, Raghu ve
ark. 2002a, Gordon 2003, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

Kalite Aciklama
] Etrafinda 5-6 siradan daha fazla kumulus hiicresi
A Kalite . .
bulunan homojen yap1 gosteren oositler.
_ Etrafinda 2-5 sira kumulus hiicresi bulunan veya
B Kalite , '
az bir kisimda kumulus bulunmayan oositler.
) Etrafinda kumulus hiicresi bulunmayan veya ¢ok
C Kalite )
az bulunan oositler.
_ Etrafindaki kumulus hiicre y18in1 dejenere
D Kalite ]
durumda olan oositler.

2.6.3.Manda Oositlerininin In Vitro Maturasyonu

In vitro maturasyon canlilarda oosit gelisimini taklit etmek iizere planlanan bir siirectir
(Gordon 2003, Kaymaz 2015). Memelilerde oosit maturasyonu, disi germinal vezikiiliinden
metafaz I agsamasina kadar, birinci polar cisimcigin olusmasi ile sonuglanan, hiicresel ve
sitoplazmik degisiklikleri iceren bir siire¢ olarak tanimlanir (Topuzoglu 2011). Manda
oositlerinin maturasyonu sigirlarda oldugu gibi, niikleer ve sitoplazmik maturasyon olmak
tizere iki evrede meydana gelir. Bu asamalardan sonra manda oositleri fertilizasyona hazir

hale gelir. Oositlerin niikleer maturasyonu, oosit ¢ekirdeginin germinal vezikiil asamasindan
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metafaz I agamasina gegmesi olayidir. Sitoplazmik maturasyon ise oositin germinal vezikiil
asamasindan metafaz Il asamasina ulagsmasi sirasinda olgun bir oosit oluncaya kadar
gecirmis oldugu ultra-striiktiirel degisimleri ifade eder. Oositlerinin in vitro maturasyonu
sirasinda kullanilan maturasyon medyumunun igerigi ve kullanilan maturasyon yontemi, in
vitro fertilizasyon ve embriyo gelisimini etkilemektedir (Totey ve ark. 1992, Gasparrin ve
ark. 2006, Duran ve ark 2017, Baruselli ve ark 2020). In vitro maturasyon ¢ok ¢esitli
faktorlerden etkilenir. Bunlar; ovaryumlar1 alinan hayvanin fizyolojik durumu, Ostrus
siklusu ve folikiiler dalga donemi, follikiil biiylikligli, kumulus oosit kompleksi, oosit
kalitesi, maturasyon siiresi, sicaklik, nem ve g¢evresel gaz bilesenleri, maturasyon
ortamlarinin ozmotik degeri, maturasyon ortamina katilan maddeler olarak siralanabilir
(Karagahin 2012). Manda oositlerinin in vitro maturasyonunda kullanilan medyumlar, basit
ve kompleks olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Basit kiiltiir sistemleri genellikle bikarbonat
tamponlu fizyolojik tuzlara ilave piruvat, laktat ve glukoz katilmasiyla hazirlanan
medyumlardir. Oosit maturasyon medyumlarinin basit olarak tanimlananlari genellikle
antibiyotik, serumlar ve albliminlerle desteklenirler. Kompleks medyumlarda ise temel
unsurlarin yaninda amino asitler, vitaminler ve diger baz1 maddeler bulunmaktadir (Gordon

2003, Gasparrini ve ark. 2006, Pandey ve ark. 2010).

2.6.3.1. In Vitro Maturasyona Etki Eden Faktorler

Sigir oositlerinin in vitro maturasyonuna etki eden birgok faktor vardir. Bunlar; oosit
vericisinin fizyolojik durumu, ovaryumu alinan hayvanlarin ostrus siklusu, folikiiler
dalgalanma donemi, folikiillerin biiyilikliigli, kumulus oosit kompleksleri, oosit kalitesi,
maturasyon sliresi, sicaklik, nem ve gevresel gaz bilesenleri, maturasyon ortamlarinin
ozmotik degeri, maturasyon ortamina katilan maddeler olarak siralanabilir (Karasahin
2012). Maturasyon medyumlarina hormon, biiylime faktorleri, serumlar, fizyolojik sivilar ve
0zel kimyasal maddelerin ilavesi oositlerin maturasyon kabiliyetini artirmak ve embriyo elde

etme basarisini etkilemektedir (Gordon 2003, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

2.6.3.1.1. Medyumlar

Manda oositlerinin in vitro maturasyonu igin en yaygin bi¢cimde kullanilan

maturasyon medyumu, doku kiiltiir medyumu (TCM-199)’dur (Totey ve ark. 1992, Gordon
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2003, Gasparrini ve ark. 2006, Pandey ve ark. 2010, Duran ve ark 2017, Baruselli ve ark
2020). icerisinde laktat, piruvat, amino asitler, vitaminler, HEPES (N-2-hidroksietil-
piperazin-N’-2-ctanosiilfonik asit) ve sodyum bikarbonat bulunmaktadir (Gordon 2003,
Gasparrini ve ark. 2006, Pandey ve ark. 2010, Marin ve ark. 2019). Ham’s F10, Menezo-B2
gibi maturasyon amaciyla kullanilan medyumlar kompleks yapi kiiltiir medyumlaridir ve bu
medyumlarin  kullannomi  TCM-199 ile elde edilen maturasyonun yeterli oldugu

diistintildiigiinden kisitlidir (Gordon 2003, Marin ve ark. 2019, Pandey ve ark. 2010).

2.6.3.1.2. Hormonlar

Mandalarda oosit maturasyonu i¢in ilk uygulamalarda Luteinlestirici Hormon (LH)
olmaksizin TCM 199’un %20 manda 6strus serumu veya %10 fotal calf serumu (FCS),
Folikiil Stimiile edici Hormon (FSH), estradiol-17p (E2) ve Epidermal Biiyiime Faktorii
(EGF) ile takviye edildiginde yiizde 81,7 + 14,5 niikleer olgunlagsma ve maturasyon meydana
geldigi bildirilmis (Totey ve ark. 1992). Ham's F-10 vasatina %20 manda dstrus serumu ve
LH eklendiginde %76,8 + 18,3 IVM orani olusturdugu, ancak FSH eklendiginde bu etkinin
goriilmedigi bildirilmistir. Bu durum LH'nin FSH ve E2 ile sinerjik olarak hareket
etmedigini gostermistir (Madan ve ark. 1994). TCM 199'da tek basina %10 manda Gstrus
serumu ile 20 ila 24 saat kiiltiirlenen oositlerde %78,1'lik bir maturasyon orani elde edildigi

rapor edilmistir (Abdoon ve ark. 2001, Gupta ve ark. 2002, Raghu ve ark. 2002b).

2.6.3.1.3. Biiyiime Faktorleri

Mandalarda oosit maturasyonu igin Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-l
kullanildiginda graniiloza hiicreleri ortamda bulunsun ya da bulunmasin mayotik
olgunlagmada FSH ile pozitif etkilesime girerek Deoksi Riboniikleik asit (DNA) ve protein
sentezine olumlu yonde etki gosterdigi bildirilmistir (Hufana-Duran 2008). Bununla birlikte,
LH'nin Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-I’i (ILGF-1) baskiladigi bulunmustur. Gebe Kisrak
Serum Gonadotropini (PMSGQG) ile birlikte EGF, manda oosit olgunlagsmasinda ve embriyo
boliinmesinde yiiksek oranlar elde ettigi rapor edilmistir (Nandi ve ark. 2001). BSA, FSH,
insiilin, transferrin, selenyum ve EGF iceren maturasyon kiiltiir ortamlarinda blastosist

asamasina kadar manda oositlerinin in vitro gelisimini gézlemlenmis ve sonug olarak FSH
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ve EGF ile takviyenin manda oositlerinin olgunlasma oranlarini énemli 6lgiide artirdig
bulunmustur (Hufana-Duran 2008). Blastosist sayis1 maturasyon medyumlarinda EGF ve

instilin-transferrin ve selenyum olan medyumlarda da yiiksek olmustur (Das ve ark. 1997).

2.6.3.1.4. Kumulus Hiicre Yapilari

IVM sirasinda ko-kiiltiir yontemi, 6zellikle folikiillerden alindiktan sonra kumulus
hiicrelerinden yoksun oositlerde, oositlerin olgunlagsmasinda somatik hiicrelerin yararlarini
degerlendirmek i¢in incelenmistir. Kumulus hiicresi olmayan manda oositlerinin gelisimsel
yeterliliginin ¢ok diisiikk oldugu ve IVM sirasinda kiiltiir ortamima kumulus hiicrelerinin
ortama eklenmesiyle dahi maturasyonun gelistirilemedigi bildirilmistir (Das ve ark. 1997).
Bununla birlikte, bir tek tabakali kumulus hiicreleri (Korona Radyata) ihtiva eden ve yapay
olarak (pipetasyonla) soyulmus oositlerde daha yiiksek maturasyon oranlart meydana geldigi

bildirilmistir (Pawshe ve ark. 1998).

2.6.3.1.5. Serumlar ve Fizyolojik Sivilar

Serumlar, biiyiime ve gelisme i¢in zengin biyolojik kalinti kaynagi olarak bilinir.
Foétal Buzagi Serumu’nun oosit ve embriyo kiiltiiriinde etkisini belirlemek i¢in ¢alismalar
yapilmis, Totey ve ark. (1993b) fetal buzagi serumunun (FCS) maturasyon yeterliligine
ulagsmada manda Ostrus serumundan daha etkili oldugunu belirtmistir (Gasparrini 2002,
Hufana-Duran 2008). Bununla birlikte, yapilan birgok ¢alisma, kullanilan serum
kaynaklarinin (manda 0strus serumu, siiperoviile edilmis manda serumu, fetal sigir serumu,
Ostrus dongiisiiniin - farkli asamalarinda manda serumu, insan serumu) oositlerde
maturasyona fazla etkili olmadigini géstermistir (Chauhan ve ark. 1998a, Chuangsoongneon
ve Kamonpatana 1991, Samad ve ark.1998, Nandi ve ark. 2001b, Totey ve ark, 1993b).
Mandalarda oosit maturasyonu i¢in TCM 199’a ek olarak olarak gonadotropinler, steroidler,
proteinler, biiyiime faktdrleri, inhibin, sterol ve diger maddeleri igeren kistik ve normal
folikiiler s1ivi denenmistir (Gupta ve ark. 2001). Sonug olarak kolay bulunan, FSH ve LH
etkisine sahip ucuz FBS (Chauhan ve ark. 1998a, Nandi ve ark. 2001), ucuz ve kolay iiretilen

PMSG veya saf olarak koyun ve domuzlardan iiretilen FSH tercih edilmekte ve yeterli
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oldugu bildirilmektedir (Gupta ve ark. 2001, Abdoon ve ark. 2001, Hufana-Duran 2008,
Kumar ve ark 2020).

2.6.3.1.6. Siire

Maturasyon sirasinda oosit igerisinde, bir takim niikleer olaylar meydana
gelmektedir. Oositlerin primer oosit formundan sekonder oosit formuna ge¢mesi igin
yaklasik olarak 18-24 saatlik bir zaman dilimine ihtiya¢ duyulmaktadir (Karasahin 2012,
Kaymaz 2015). IVF igin ideal siireyi belirlemek i¢in ideal IVM siiresi Neglia ve ark. (2001)
tarafindan ¢alisilmis, mikroskop ile in vitro maturasyondaki oositlerin metafaz IT asamasinda
oldugunu kontrol edilerek en diisiik oranin 16. saatte %16 maturasyon orani olarak, en
yiiksek 25. saatte %85 maturasyon orani olarak elde edildigi, 28. saatte oranin diistiigl
bildirilmigtir. Manda oositleri i¢in daha kisa IVM siiresi Onerilmistir. Gasparrini (2002)
tarafindan yapilan ¢aligmada 20 ila 24 saat araliginin manda oositlerinin maturasyonu i¢in
uygun zaman oldugu bildirilmistir. Olgunlagmadaki farkliliklarin, maturasyon igin
kullanilan oositlerin heterojen oldugunu gosterir. Bu da embriyo kiiltiiriinde varyasyonun en
az olmasimin homojen bir oosit popiilasyonu i¢in etkili ve verimli se¢im parametrelerinin
belirlenmesi gerektigi anlamina gelir. Sonug olarak embriyo iiretmek i¢in neredeyse tamami

kaliteli oositlerin maturasyona alinmasi ve kullanilmasi gereklidir (Hufana-Duran 2008).

2.6.3.1.7. Gazlar

Yiiksek oksijen konsantrasyonu hem oosit maturasyonunu durdurdugu hem de
oositlerin yiiksek oranda maturasyonuna engel oldugu i¢in iyi ayarlanmalidir. Bunu i¢in CO2
ortaminda %5 CO2, %5 O2 ve %90 N bilesimi gazlar kullanilmaktadir. Bu sayede [IVM
asamasinda siirdiiriilebilir sabitlikte bir gaz ortami saglanmaktadir (William ve Shapiro
1990, Bavister 2002, Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Baruselli ve ark. 2020,
Kumar ve ark. 2020). In vitro maturasyonda TCM-199 medyumu kullanilarak yapilan
maturasyonlarda genellikle %5 CO:> ortam yeterli olmaktadir (Akyol 2006). Ayrica farkl
maturasyon medyumlar1 kullanilirken farkli gazli ortamlar tercih edilebildigi bildirilmistir

(Nagai 2001, Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017).
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2.6.3.1.8. Sicaklik

In vitro embriyo iiretimde en uygun sicaklik saglanmasi oositlerin maturasyonu
acisindan ¢ok Onemlidir. In vitro maturasyon amaciyla ge¢miste yaklasik 37°C 1s1
kullanilmaktaydi. Diisiik sicaklik seviyelerinde maturasyon olusumunun durmasi nedeniyle
39°C’ye yakin sicakliklarda gergeklestirilen maturasyon islemlerinin uygun oldugu
bildirilmistir (Nagai 2001, Karagahin 2012). Mandalarda maturasyonda ¢ogu arastirmaci
38,5°C sicakligin ideal oldugunu bildirmistir (Nandi ve ark. 2004, Gasparrini ve ark. 2006,
Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).

2.6.3.1.9. Nem

Bazi arastirmacilar CO2’li ortamda, maturasyon medyumunun buharlasmamasi ve
pH degerinin degismemesi amaciyla bagil nemin %95’in iizerinde olmasi gerektigi
bildirmislerdir. Nem oranin ayarlanmasi diger asamalar (IVF ve IVC) i¢cinde 6nem arzeder.
Genellikle bagil nem biitiin asamalar i¢in %98 olarak bildirilmistir (Gasparrini ve ark. 2006,

Karasahin 2012).

2.6.3.1.10. Folikiil Biiyiikliigii

Farkli biiytikliikteki folikiillerden [kiigiik (0,5-3 mm), orta (3-8 mm), biiyiik (8 mm)]
aspire edilmis manda oositlerinin maturasyonu iizerine ¢aligilmis, folikiiler sivi miktarinin
manda oositlerinin maturasyonu ve blastosist asamasina kadar gelisimi {izerine etkinliginin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Manda ovaryumlarinda 0,5 mm biiytikliiglinde folikiillerden 8
mm biiyilikligiindeki folikiillere kadar aspirasyon gerceklestirilmesinde embriyo gelisimi
acisindan herhangi bir sakinca olmadig: bildirilmistir (Nandi ve ark. 2004, Duran ve ark.

2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).

2.6.3.2. Manda Oeositlerinde Maturasyon Belirleme Yontemleri

In vitro maturasyon g¢alismalarinda kullanilan basar1 kriterleri oldukg¢a fazladir. Bu

amagla kumulus ekspansiyonu; kumulus oosit kompleksi oositi ¢evreleyen kumulus
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hiicrelerinin genislemesi bakimindan degerlendirilir. Germinal vezikiiliin kirilmasi ve birinci
polar (kutup) cisimcigin atilmasi, kumulus hiicrelerinin genislemesi ile yakindan iliskilidir.
Buna gore kumulus hiicrelerinde genisleme olan oositler maturasyonu gerceklesmis olarak
kabul edilir (Suzuki ve ark. 1996, Birler ve ark. 1997, Karasahin 2012, Kaymaz 2015). Diger
bir degerlendirmede ise 1. polar cisimcigin goriilmesi; kumulus ekspansiyonu olan oositler,
pipetasyon iglemi ile kumulus hiicrelerinden tamamen ayrilir. Daha sonra bu oositler stereo
mikroskop altinda incelenerek 1. polar cisimcigin varligi agisindan incelenir. I. polar
cisimcigini perivitellin bosluga atan oositler matur olarak degerlendirilir (Acar 2008,
Karagahin 2012, Kaymaz 2015), fakat bu yontem kullanilmasi durumunda in vitro embriyo
tiretiminin diger asamalara gecilemeden sadece oran belirleme g¢aligmalari ve in vitro
maturasyon tizerine yapilan arastirmalarda kullanilan bir yontemdir (Gasparrini ve ark 2006,
Hufana-Duran 2008, Manik ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).

2.6.4. Manda Oositlerinin In Vitro Fertilizasyonu

In vitro fertilizasyon, maturasyonunu tamamlamis olan oositle, fertilizasyon
yeteneginin kazanmig spermatozoonlarin laboratuvar sartlarinda uygun kosullarda bir araya
getirilmesi (Kaymaz 2015) seklinde tanimlanirken, bazi arastirmacilar kapasite olmamis
spermatozoonlarin  laboratuvar ortaminda kapasite edilmeleri ve kapasitasyonu
gerceklestirilen bu spermatozoonlarla da disi gamet hiicresi olan oositlerin fertilize edilmesi
islemi olarak tanimlanmaktadir (Bavister 2002). Fertilizasyon, oosit ile spermatozoonun
¢ekirdeklerindeki genetik materyalin kaynasmasiyla olusan ve oositten embriyo meydana
getirmek amaciyla olusan ilk hiicrenin (zigot) olusumu ile sonuglanan olaylar zinciridir
(Karagahin 2012). Fertilizasyon, spermatozoonlarin laboratuvar sartlarinda kapasite
edilmesi ve maturasyonu gerceklesmis disi gamet hiicresi olan oositlerin, kapasite edilmis
bu spermatozoonlarla birleserek tek bir hiicre ve tek bir niikleus meydana getirmesi olarak
da tanimlanmaktadir (Hufana-duran 2008, Acar 2008, Karasahin 2012). Sekil 2.6.’da
fertilizasyon asamalar1 sema halinde verilmistir (Akyol 2005, Karagahin 2012).
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? KUMULUS HUCRELERI KAPAS|TASYON*

Mayoz |g Iplikcikleri

Perivitellin
Bosluk

ZONA PELLUSIDA

Sekil 2.6. Fertilizasyon; a) Kapasitasyonu ger¢eklesmis ve kumulus hiicrelerine penetre olmus spermatozoon,
b) Kumulus katmanini ge¢ip zona pelusidaya penetre spermatozoon, ¢) Zona pelusiday1 gegmis ve perivitellin
boslugata spermatozoon, d) Disi proniicleusuda genetik materyali ile bir araya gelmis spermatozoon (Akyol
2005, Karagahin 2012).

2.6.4.1. In Vitro Fertilizasyon Yontemleri

Mandalarda IVF i¢in taze spermanin dondurulmus spermadan daha 1yi fertilizasyon
meydana getirdigi, ancak IVF'de taze manda spermasi kullanmanin pratikliginin, mevsime
gore manda sperm Kkalitesindeki ciddi degisiklikler nedeniyle uygulamasinda cesitli
zorluklar barindirdig: bildirilmistir (Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Soliman ve
ark. 2018, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).

Dondurulmus-¢6ziilmiis sperm diisiik motilitesi, swim up (Nandi ve ark. 1998) veya
percoll gradyan teknigi (Totey ve ark. 1996) ile motil manda spermatozoonlarmnin
toplanmasiyla agilmistir. Bununla birlikte, motil spermetazoonlar1 toplamak i¢in ek 1,5 saat
gerektirdiginden, swim up teknigi zaman alici olmasindan motil spermatozoonlar1 ayirmak
icin sadece birkag¢ dakika siire yeterli olan, percoll gradyan tekniginin daha verimli oldugu
bildirilmistir (Hufana-Duran 2008). Fakat yiiksek endotoksin seviyeleri nedeniyle 1996
yilinda percoll'un kullanimina kisitlamalar getirildi veya yasaklandi. Percoll'iin
yasaklanmasi ile yerini alabilecek kimyasallar arastirildi ve sperm kapasitasyonunu

arttirmak ve spermatozoanin oosit i¢ine niifuz etmesini saglamak icin heparin ve kafein gibi
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sperm hareketliligi arttirict maddeler kullanilmaya basland1 (Nandi ve ark. 1998, Hufana-
Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve
ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

In vitro fertilizasyon i¢in spermanin hazirlamanin en yaygin yontemlerinden birisi
dondurulmus-¢6ziilmiis spermanin Brackett ve Oliphant (BO) soliisyonu kullanilarak
(Brackett ve Oliphant 1975) santrifiij edilip yikanarak hazirlanmasidir. Dondurulmus-
¢Oziilmiis sperma kapasitasyonu i¢in temel ortam olarak modifiye TALP (Tyrode albumin
laktat piruvat) veya BO soliisyonlarinin etkinligi karsilastirilmis, BO ortaminda hazirlanan
ve kafein ve heparin kullanilarak dondurulmus-¢6ziilmiis spermatozoonlarin, TALP ile
heparin kullanilarak yapilan kapasitasyondan daha yiiksek fertilizasyon basarisi sagladigi
gorllmiistir (Totey ve ark. 1992, Hufana-Duran 2008). BO direkt yikama ortaminda
hazirlanmis spermatozoonlarla muamele edilen oositlerin, TALP kullanilarak yapilan
fertilizasyondan daha fazla boliinme kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir (Ravindranatha
ve ark. 2003, Duran ve ark. 2017, Rubessa ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).

Spermatozoonlarda diger motilite artirict maddeler; teofilin (Chauhan ve ark. 1998a),
pentoksifilin (Ramesha ve ark. 2000), taurin (Abdoon ve ark. 2001) ve penisilamin,
hipotaurin ve epinefrin kombinasyonlar1 kullanilmistir (Totey ve ark. 1996). Motilite artirict
maddelerin fertilizasyon oranini arttirici etkisi degiskendir ve bogalar arasindaki farkliliklar
g6z oOnlinde bulundurdugu icin her boga i¢in ayri ayri test edilmesi gerektigi bir¢ok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Totey ve ark. 1996, Chauhan ve ark. 1998a, Abdoon
ve ark. 2001, Ramesha ve ark. 2000, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve
ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

2.6.4.2. In Vitro Fertilizasyona Uygun Spermatozoon Konsantrasyonu

In Vitro Fertilizasyon ortamindaki spermatozoon konsantrasyonu fertilizasyon
basarisinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Bunun i¢in uygun spermatozoon konsantrasyonunun
1 ml’de 2x10° oldugu bircok arastirmaci tarafindan bildirmistir (Totey ve ark. 1993a,
Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Soliman ve ark. 2018, Kumar ve ark. 2020). Daha
yiiksek sperm konsantrasyonlar1 (1 ml’de 3x10° ve 1 ml’de 4x10°) oosit penetrasyonunu
fazlasiyla artttirdigi ve bunun da polispermiye yol agtig1 goriilmiistiir (Hufana-Duran 2008).

Bazi ¢alismalarda yiliksek sperm konsantrasyonu kullanildiginda polispermi olusumunun,
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inkiibasyon siiresinin kisaltilmasiyla giderilebildigi de bildirilmistir (Gasparrini 2002, Marin
ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

Hem in vitro kosullarda hemde in vivo kosullarda énemli bir husus olan boga etkisi
sorununun hem sigirlarda (Gordon 2003, Akyol 2006, Karasahin 2012, Kaymaz 2015) hem
de mandalarda bazen bir problem olusturabildigi rapor edilmistir (Duran ve ark. 2017,
Kumar ve ark. 2020). Bu yiizden mandalarda IVF i¢in uygun sperm konsantrasyonunun
belirlenmesinde boga etkisinin dikkate almasi gerektigi bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor

edilmistir (Soliman ve ark. 2018, Duran ve ark. 2017, Kumar ve ark. 2020).

2.6.4.3. Manda Oositlerinin In Vitro Fertilizasyon Siiresi

In vitro kapasitasyon ve fertilizasyonun basarisini, fertilizasyon soliisyonunun
heparin yogunlugu ve spermatozoonlarin heparinle muamele edilme zamani belirlemektedir
(Bavister 2002, Akyol 2005). Bu nedenle in vitro kosullarda 3-4 saat heparine maruz kalan
spermatozoonlar mature oositle fertilizasyona alindiklarinda yeteri derecede oosit
penetrasyonu sagladigini bircok ¢alisma rapor etmistir (Imai ve ark. 2002, Gordon 2003).
Bazi arastiricilar ise in vitro fertilizasyon amaciyla 16-21 saat arasinda inkubasyon siiresinin
daha basarili oldugunu bildirmis ve dnermislerdir (Fukui ve ark. 1990). Mandalarda 20-22
saat sperm-oosit inkiibasyon siiresinin mandalarda IVF i¢in uygun siire oldugunu birgok

arastirmaci tarafindan rapor bildirilmistir (Totey ve ark. 1993a, Hufana-Duran 2008).

2.6.4.4. Manda Oositlerinin In Vitro Fertilizasyon Kriterleri

In Vitro fertilizasyonun kriterleri olarak Brackett ve ark. (1981) tarafindan yapilan
bir ¢alismada perivitellin bogslukta iki kutup hiicresinin tespiti, oositlerin boliinmesi ve
kortikal graniillerin kaybolmasini gostermistir. Shioya (1993)’ya gdre; Spermatozoon
kuyrugunun veya spermatozoon basinin oosit stoplazmasi i¢erisinde goriilmesi, erkek ve disi
proniikleuslarin sitoplazmadaki varligi, birinci ve ikinci kutup cisimciklerinin tespit
edilmesi, zona pellusida veya perivitellin boslukta spermatozoonun goriilmesi ve ikinci
mayoz bdliinmenin telofaz asamasimin meydana geldigi goriilerek fertilizasyonun

gerceklesmis oldugu kabul ediliebilir (Acar 2008). Ayrica Karasahin (2012) sigirlarda ve
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Kumar ve ark. (2020) mandalarda yaptiklar1 ¢alismalarda ilk 24 saatte boliinme oranin

fertilizasyon orani olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir.

2.6.4.5. Mandalarda Oositlerinin In Vitro Kiiltiira

In vitro fertilizasyon islemi yapildiktan sonra fertilize olmus oositlerin (zigot)
istenilen gelisim siirecine ulasana kadar uygun 1s1, nem ve gaz ortaminda, ihtiya¢ duyacaklari
tiim maddelerin katilabildigi vasatlarda (TCM-199, SOF, CR1laa vb.) inkiibe edilmeleri
olarak tanimlanabilir (Gordon 2003, Kaymaz 2015). Oositlerin in vitro maturasyonu ve
fertilizasyonunun ardindan olusan tek hiicreli zigotun morula-blastosist asamasina kadar
bekletildikleri medyum ortamina in vitro kiiltiir denilmektedir (Gordon 2003).

Dogal ortamlarinda zigot, erken blastosist asamasina kadar oviduktta gelisimlerini
stirdiiriir ve uterusa dogru bir yolculuk yapar (Karasahin 2012). Sigir embriyolarinin in vitro
kosullarda kiiltiire edilmesi i¢in kiiltlir ortaminin, oviduktun sahip oldugu en yakin ortama
sahip olmasi gerektigi bildirilmistir (Gordon 2003, Duran ve ark. 2017, Kumar ve ark. 2020).

Biitiin memelilerde oldugu gibi mandalarda da embriyo Kkiiltiiriinlin, embriyonun
gelisim i¢in gereksinim duyulan biyolojik ve kimyasal maddeler ile diger bilesenlerin
bulundurulmasina dayali, hem otokrin hem de parankrin faaliyetlerin hiicreler tarafindan
gergeklestirilebilmesi ile birlikte enerji metabolizmasinin hiicresel diizeyde diizenlenmesi
prensipleri gozetilerek olusturulmaya ¢alisildigi, birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Hafez 2000, Gordon 2003, Gasparrini ve Tyagi 2007, Hufana-Duran 2008, Karasahin
2012).

Memeli embriyo gelisimine katkida bulunan faktorler iizerine siirekli yeni agtirmalar
yapilmaktadir. Embriyo gelisimini etkileyen sinyal iletim mekanizmalar1 ve yeni yolaklarin
kesf edilmesi gibi yeni faktorler kesf edilmektedir. Bu fizyolojik mekanizmalarin tam olarak
¢Ozlimlenmesi sonucu embriyo gelisimi ve kiiltiir ortam1 arasindaki iliskinin tam olarak
anlasilmas1 gerceklesecektir. Bu sayede daha verimli IVF protokollerinin gelistirilebilecegi
birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Gordon 2003, Gasparrini ve Tyagi 2007,
Hufana- Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020).
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2.6.5. Mandalarda Embriyo Gelisim Asamalar:

Mandalarda embriyonun gelisim agamasi biitiin memelilerde oldugu gibi kiiltiirde
bulundugu giine gore degisim gosterir (Gasparrini ve Tyagi 2007). Manda embriyolarinin
sigirlara gore gelisimlerinde siire olarak bir giin 6niinde oldugu bildirilmistir (Ocampo ve
ark. 1997). Manda oositleri embriyo kiiltiiriiniin 1. ve 2. giiniinde 2-8 hiicreli olarak ilk
boliinmelerini yaparlar. Embriyo kiiltiiriiniin 3. giiniinde genelde 8-16 hiicreli embriyolar
meydana gelir. Genel olarak embriyo kiiltiiriiniin 4.-5. giinlinde morula, 6. giinlinde ise
kompakt morula ve erken blastosistler olusur (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon
2003, Barucelli 2020, Kanagawa ve ark. 1995, Kumar ve ark. 2020). Sekil 2.7.’de ilk
boliinmeden itibaren embriyo gelisim asamalari verilmistir (Kanagawa 1995, Gordon 2003,
Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

Zoha pellusida Zona pellusida

2 hilere 4 hicre Merula

Perivitellin
bosluk

Blastosist

Geniglem_l§ Hatched Blastosist
Blastosist

Sekil 2.7. Memelilerde embriyo gelisim asamalar1 (Kanagawa 1995, Gordon 2003, Karagahin 2012, Kaymaz
2015).

Kiiltiiriin 7 giinden sonra ise blastosist, genislemis (expanded) blastosist ve Hatching
Blastosist asamasinda embriyolar elde edilebilir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002,
Gordon 2003, Barucelli 2020, Kanagawa ve ark. 1995, Kumar ve ark. 2020). Embriyo kiiltiir
ortaminda manda oositlerinin gelisme asamalar ¢izelge 2.6.” da verilmistir (Totey ve ark.
1992, Gasparrini 2002).
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Cizelge 2.6. Kiiltlir ortaminda manda oositlerinin gelisme asamalar1 (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002).

Kiiltiirdeki Giin | Gelisme Safhasi
1-2 Boliinme gergeklesmis 2-8 hiicreli embriyo
3-4 Morula (16-32 hiicre)
5 Kompakt morula
6 Erken Blastosist
7 Blastosist, Expanted Blastosist
8 Hatching Blastosist / Hatched Blastosist

2.6.5.1. Morula Asamasi

Hiicre sayisinin 16’nin iizerine ¢ikmasiyla birlikte embriyo morula olarak adlandirilir.
Hiicreler bir y1gin haline gelmeye baslamistir. Tek tek hiicreleri ayirt etmek zorlagsmaya
baslamistir. Trofoblast hiicreleri yassilagsmaya baslamistir. Bu agamada heniiz perivitellin

bosluk ¢ok genis degildir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Imai 2005).

2.6.5.2. Kompakt Morula Asamasi

Bu asamada hiicreler tamamen birlesip kompakt bir yap1 halini almistir. Trofoblast
hiicreleri iyice yassilasmistir. Perivitellin bosluk morula agmasina goére daha genistir.
Genellikle bu asama fertilize olmamis oositle (UFO) karistirilan asamadir (Totey ve ark.

1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Imai 2005).

2.6.5.3. Erken Blastosist Asamasi

Bir kisim hiicrelerin lizisi ile i¢i sivi dolu ve adma "Blastosel" denen bir bosluk
olusmaya baslamistir. Perivitellin bosluk erken blastosist asamasina gore biraz daha genis
olabilir. Ileri dsnemlerde "Inner cell mass" (ICM-i¢ hiicre kiimesi) ve "Trophoblast" hiicre
topluluklart gelisir. Zona pelucidanin altinda perivitellin boslugun bitiminde trofoblast
hiicreleri uzunlamasina bir yap1 olusturmaya baglamis ve ICM belirginlesmistir. Bu haliyle
blastosist tasl yiiziik goriinimiindedir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003,
Barucelli 2020, Kanagawa ve ark. 1995, Kumar ve ark. 2020).
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2.6.5.4. Blastosist Asamasi

D1s kisimda trofoblast hiicreleri ve daha koyu goriiniimlii ICM olusmustur. ileride
genel hatlar itibariyle, birinciden plasenta digerinden ise fotus gelisecektir. Blastosist
kavitesi oldukca genislemis, perivitellin bosluk neredeyse tamamen dolmus durumdadir
(Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Barucelli 2020, Kanagawa ve ark. 1995,
Kumar ve ark. 2020).

2.6.5.5. Genislemis (expanded) Blastosist Asamasi

Embriyonun c¢apr 1,2-1,5 kat1 kadar artmis, zona dikkate deger bicimde (1/3 kat1)
incelmistir. Baz1 durumlarda kismi blastosel kaybina bagli olarak embriyoda c¢okiintiiler
gormek miimkiindiir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Barucelli 2020,
Kanagawa ve ark. 1995, Kumar ve ark. 2020).

2.6.5.6. Zona serbest (hatched) Blastosist Asamasi

Embriyo zonadan tamamen kurtulmus (hatched) olabilir ya da kurtuluyor (hatching)
halde olabilir. Bu asamada Zona pellusida ¢atlamis durumdadir. Zona pellusidasindan
tamamen ¢ikmis hatched olmusg bir embriyoda hiicresel dejenerasyonlar ve yikimlar daha net
olarak goriilebilir. Ancak bu durumdaki bir embriyo deneyimsiz ¢alisanlar tarafindan baska
oluslumla da karistirilabilir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Barucelli
2020, Kanagawa ve ark. 1995, Kumar ve ark. 2020).

2.6.6. Mandalarda Embriyo Kalite Degerlendirilmesi

Hem in vitro hem de in vivo embriyo {iretimi sirasinda elde edilen embriyolarin kalite
siniflandirmasi iiretim asamasinin ¢ok 6nemli ve hayati basamaklarindan biridir (Gordon
2003, Akyol 2005, Kaymaz 2015). Bunun i¢in diinyada tam bir biitlinliik saglanamasa da en
onemli otorite IETS olarak bilinir (Bo ve Mapletoft 2018). Embriyo kalitesi derecelendirme
IETS tarafindan sayisal kodlar kullanilarak yapilir. Bu derecelendirme temel olarak

embriyolarin morfolojik biitiinliigline dayanmaktadir. Embriyo kalitesi derecelendirmesi
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icin kodlar "1" ile "4" arasindadir. Buna gore Kod 1 derece embriyolar Miikemmel veya lyi
kalite olarak siniflandirtlir. Kod 1 derecede embriyolar donma ve ¢oziinmeye dayanikli,
donma ¢oziilme sonrasi transfer edilebilir embriyolardir. Ayrica bu embriyolar uluslararasi
ticarete uygun olarak sayilirlar. Kod 2 derecelendirilen embriyolar makul kabul edilir ve
embriyolarin hayatta kalmasi dondurma-¢ozdiirme prosediirii sonrasi diisliktiir. Bu
siniflandirmaya alinan embriyolar ancak taze transfere uygundur. Ticari olarak da satisi
yapilamaz. Bu nedenle bu embriyolara genellikle taze transfer edilebilir ama dondurulamaz
olarak smiflandirilir. Kod 3 olarak derecelendirilen zayif yapida embriyolar donma-¢6ziilme
sirasinda hayatta kalmazlar. Transfer prosediirii ile gebelik oranlari ¢ok diisiik embriyolardir.
Kod 4 olarak derecelendirilen embriyolar ise Olii, dejenere ve UFO halinde kalan
embriyolardir. Bu sinifa giren embriyolar oositler veya bir hiicreli fertilizasyon
gerceklesmemis embriyolardir. Cansizdirlar ve atilmalar1 gerekir (Stringfellow ve Givens
2010). IETS kilavuzunda belirtilen bu gorsel embriyo degerlendirme sistemi 6znel bir
degerlendirmedir. Biyolojik sistem ile yapilmamis ve kesin bir derecelendirme degildir. Bu
nedenle, gebelik oranlar1 bazen beklenenden daha diisiik olabilir (Stringfellow ve Givens
2010, Bo ve Mapletoft 2018).

Memelilerde embriyo kalite degerlendirmeleri farkli smiflandirmalarla da
yapilmaktadir. (Gordon 2003). Embriyo kalite degerlendirmesi IETS kistaslar1 disinda
embriyolarin ¢esitli morfolojik 6zelliklere bakilarak yapilabilmektedir (Ocampo ve ark.
1997). Embriyolar yuvarlak yapida ve zona pelucida olarak bilinen yar1 saydam jelatin
benzeri bir kabukla ¢evrili hiicrelerden (blastomerler) olusur. Ayrica manda embriyolari
sigirlara gore gelisimlerinde bir giin 6ndedir (Ocampo ve ark. 1997) ve bu nedenle kiiltiiriin
6. giiniinde de embriyolarin degerlendirilmesi yapilabilir. Manda embriyolarinda kalitenin

degerlendirilmesinde 6nemli 6l¢iitler sunlardir (Hufana- Duran ve Hufana 2015).

1- Embriyo ve blastomerlerin sekli

2- Zona pelucida'nin biitiinligii

3- Embriyonun boyutu

4- Embriyonun goriinimii

5- Hiicrelerin homojen yapis1 (Dejenerasyon diizeyi)
6- Embriyonun gelisim asamasi

7- Embriyonun yas bilgisi
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Ozetle memeli embriyo degerlendirilmesi morfolojik yapr itibariyle; sekil, renk,
sitoplazma yogunlugu, hiicrelerin homojenligi ve dejeneratif alanlarin tespiti seklinde
yapilmaktadir. Ayrica birgok arastirmaciya gore Hatching Blastosist asamasi embriyo
kalitesinin iyi bir gostergesidir (Totey ve ark. 1992, Gasparrini 2002, Kumar ve ark. 2020).
Embriyo smiflandirilmasi yaygin olarak asagidaki sekilde yapilmaktadir (Totey ve ark.
1992, Kanagawa ve ark. 1995, Gasparrini 2002, Gordon 2003, Kaymaz 2015, Barucelli ve
ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

2.6.6.1. Miikemmel Kalite Embriyo (Kod 1 kalite, 1. Kalite)

Miikemmel kalitede bir embriyoda fark edilebilecek hi¢bir kusuru yoktur. Bu
kalitede embriyo diizgiin, yuvarlak, kiiresel, simetrik, hiicresel yapt ve renk homojen
yapidadir. Miikemmel kalitede embriyolarin zonasi diizgiin ve saglam, dejenerasyon alani
yok denecek kadar az embriyolardir. Bu kalitede embriyolarin ticaretine izin verilir

(Stringfellow ve Givens 2010).

2.6.6.2. Tyi Kalite Embriyo (Kod 1 Kalite, 2. Kalite)

Iyi kalite embriyo énemsiz birkag kusura sahiptir. Ornegin, gruptan ayrilmis diizensiz
sekil veren birkag blastomer ya da birkag vezikiil mevcuttur. Biitiin bu bozukluklar hiicrenin
%10 kadarin1 veya daha azin1 teskil eder. Bu kalitede embriyolarinda ticaretine izin verilir

(Stringfellow ve Givens 2010).

2.6.6.3. Vasat Kalite Embriyo (Kod 2 kalite, 3. Kalite)

Vasat kalitede embriyo, igerisinde hiicre grubundan ayrilmis diizensiz sekil veren
bir¢ok blastomer ya da bir¢ok vezikiil mevcuttur. Embriyoya diizensiz sekil veren blastomer,
vezikiil bozukluklar ve dejenerasyon alanlar1 toplamda %10-30 arasindadir. Bu kalitede
embriyolar dondurma ve ¢ozdiirmeye uygun olmayan embriyolardir. Taze transfere

uygundur. Bu kalitede embriyolarin ticaretine izin verilmez (Stringfellow ve Givens 2010).
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2.6.6.4. Zayif Kalite Embriyo (Kod 3 kalite, 4. Kalite)

Zayif kalitede embriyo, igerisinde hiicre grubundan ayrilmis diizensiz sekil veren ¢cok
fazla blastomer ya da bir¢ok bolgesinde vezikiil mevcuttur. Zayif kalitede bir embriyoda
genel olarak %30-50 arasinda dejenerasyon alani goriiliir. Bu dejenere bolgeler, farkli
biiyiikliikte hiicresel olusumlar, genis vezikiiller igerir. Calisma amacl transferler
gergeklestirilebilir. Taze transfer basaris1 dahi %10-20 arasindadir. Bu kalitede embriyolarin
ticaretine izin verilmez. Bu Kkalitedeki embriyolar genellikle kullanilmadan atilir

(Stringfellow ve Givens 2010).

2.6.6.5. Fertilize olmamis Oosit (UFO) ve Dejenere Embriyo (Kod 4 kalite, 5. Kalite)

In Vitro Fertilizasyondan sonra kiiltiire alinmis ancak hig¢ boliinme ger¢eklesmemis,
fertilize olmadig1 i¢in koyu renkli tek bir hiicre yigimi seklinde goriilen hiicrelerdir. Hiicre
icerisindeki yapilar vezikiil yogundur. Bu kalitede yapilar Compact morula (CM) asamasi
ile ¢cok karisir. Taze transfer basarisi yoktur ve ticaretine izin verilmez. Bu kalitedeki

embriyolar da zayif kalite embriyolar gibi genellikle atilir (Stringfellow ve Givens 2010).

2.6.7. In Vitro Kiiltiir (IVC) Sistemleri

Hayvanlarda embriyolarin in vitro kiiltiirii igin ti¢ farkls kiiltiir sistemi kullanilabilir.
Bunlar; in vivo kiiltiir ortamlart, genellikle ayni tiir veya farkli canlilarin uterusu, in vitro
kiiltiir ortamlar: vasatlara cesitli biyolojik maddeler eklenerek olusturulan kiiltiir
medyumlar1 ve ko-kiiltiir, kiiltiir medyumlar igerisine gesitli hiicreler katilarak olusturulan
kiiltiir ortamlaridir (Karasahin 2012). Manda embriyolarmin {iretimi i¢in en iyi sistemi
belirlemek i¢in fertilizasyon ger¢ceklesmis manda oositleri farkli ortamlarda kiiltiire
alinmistir. Bunlardan bazilari; baglanmis tavsan veya koyun oviduktunda (Galli ve ark.
1998), karmasik ortamlarda TCM 199 (Madan ve ark. 1994, Yadav ve ark. 2000), basit
ortamlarda (Totey ve ark. 1996, Boni ve ark. 1999, Abdoon ve ark. 2001) ve serum veya
somatik hiicreler ile desteklenmis kiiltiir ortamlar1 (Raghu ve ark. 2002b), hiicreler veya

oviduktal epitel hiicreli (Totey ve ark. 1992) ko-kiiltiir ortamlar denenmistir.
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2.6.8. In Vivo Kiiltiir Ortamlar:

S1g1r embriyolarinin in vivo kiiltiiriinde tavsan oviduktlari en sik ve yaygin kullanilan
bir ortam olmustur. Her ovidukta 10-20 arasinda embriyo birakilmaktadir. Bu yontemde
ovidukt baglanmakta ve birakilan embriyolarin toplama oranmin %70 oldugu
bildirilmektedir. Koyun oviduktlar1 da sadece koyun embriyolar1 i¢in degil, diger tiirlerin
embriyolari iginde iyi bir kiiltiir ortami olusturmaktadir. In vivo kiiltiir sirasinda embriyolarin
koyun uterusu igerisine ge¢melerini engellemek icin uterusla tuba uterina arasi baglanir.
Koyun oviduktu sigir embriyolarinin blastosist agamasina kadar kiiltiir ortami olarak
rahatlikla kullanilabilmektedir. Koyun oviduktlar1 gerek yapisinin biiyilk olmasindan
gerekse koyunlarin Gstrus sikluslarinin kolay bir sekilde kontrol edilebildiginden, tavsan
oviduktlarina gore daha fazla tercih edilmistir. Bazi1 arastiricilar sigir oviduktlarinin sigir
embriyolarimin in vivo kiiltiirii i¢in en uygun ortam oldugunu sdylemektedirler. Farkli
hayvanlara ait embriyolar dort giinliik déllenmis tavuk yumurtasinin amnion kesesinde de
gelismelerini siirdiirebilmektedirler (Karasahin 2012). Giiniimiizde artik hiicre kiiltiirii ve
embriyo kiiltiirii sistemlerinin optimizasyonlar1 neredeyse tamamlandigi i¢in in vivo kiiltiir
ortamlarinin kullanimi rutinde uygulanmamaktadir. Bu gibi uygulamalar daha ¢ok arastirma
amacli yapilmaktadir (Thompson 2000, Hufana-Duran 2008, Baruselli ve ark. 2020, Kumar
ve ark. 2020).

Manda embriyolarinin kiiltiir ortami i¢in bir¢ok calisma yapilmistir (Totey ve ark.
1996, Boni ve ark. 1999, Abdoon ve ark. 2001, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019,
Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Mandalarda kiiltiir
medyumu olarak; Charles Rosenkran’s 1 amino asit (CR1aa), Charles Rosenkran’s 2 amino
asit (CR2aa), modifiye Sentetik Ovidukt Sivisi (mSOF), Tissue Culture Medium (TCM
199), Menezo-B2, Kohonen Self-Organizing Map (KSOM), Whittens Medyumu, Ham’s
F10, Chatot Ziomek Bavister (CZB), Minimum Essential Medium (MEM) ve modifiye
Roswell Park Memorial Institute (MRPMI) gibi medyumlar arastiricilar tarafindan
kullanilmis ve mandalarda In vitro kiiltiir (IVC) sistemleri lizerine daha fazla ¢alismaya
ihtiya¢ oldugu bir¢ok arasgtirmaci tarafindan bildirilmistir (Chuangsoongneon ve
Kamonpatana. 1991, Totey ve ark. 1992, Madan ve ark. 1994, Abdoon ve ark. 2001,
Gasparrini ve Tyagi 2007, Hufana- Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019,
Rubessa ve ark. 2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).
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Manda embriyolart i¢in ideal olmayan kiiltiir kosullari, gelisimsel anormalliklere ve
azalmis canliliga sahip embriyolarin tiretimine yol agabilir. Bu nedenlerle embriyo kiiltiirii
olarak mandalarda CR1aa’nin, blastosist gelisimi agisindan en iyi ortamlardan biri oldugu
bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Rosenkrans ve ark. 1993, Madan ve ark. 1994,
Gasparrini ve Tyagi 2007, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Presicce ve ark. 2020,
Baruselli ve ark. 2020).

2.6.9. In Vitro Ko-Kiiltiir Ortamlari

Bu amagla en fazla; ovidukt epitelyum hiicreleri, granuloza hiicreleri, rat karaciger
hiicreleri, uterus ve testis hiicreleri kullanilmaktadir. Menezo veya TCM-199 Kkiiltiir
medyumlari igerisine %10 serum, %1 BSA eklendikten sonra bu hiicreler petri tabanina
tabaka yapilacak tarzda yerlestirilirler ve %5 CO2 i¢eren ortam ve 38,5°C de inkiibe edilirler
(Goto ve ark. 1992, Gordon 2003, Gasparrini ve ark. 2006). Gliniimiizde artik hiicre kiiltiirii
ve embriyo kiiltiirii sistemlerinin optimizasyonlari neredeyse tamamlandigi i¢in ko-kiiltiir
ortamlarinin kullanimi arastirma amagli olmaktadir (Thompson 2000, Hufana-Duran 2008,
Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

2.6.10. In Vitro Kiiltiirde Kullanilan Bazi Maddeler ve Etkileri

Manda oositlerinin embriyo gelisimine etkili bircok madde kiiltliir ortamlarinda
calisilmig; BSA, FSH, EGF ve insiilin-transferin, selenyum igeren serumsuz ortamda
blastosist asamasma kadar gelistirilebildigi bildirilmistir. Bu sonuglar, embriyolarin
tiretimindeki etkinligin ortam ve takviyelere gore degistigini gostermektedir (Raghu ve ark.
2002b, Kumar ve ark. 2020). Antioksidanlarin ortam tamamlayicist olarak kullanildig:
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Bu raporlarda, antioksidanlarin IVM, IVF ve
IVC ortamlarina katilarak basar1 oranlarini iyilestirdigi, embriyo gelisimi ve kalitesi {izerine
olumlu etkiler meydana getirdigi bildirilmistir (Gasparrini ve ark. 2000, Karagahin
2012).Diger yandan, beta-merkaptoetanol (BME) kullaniminin, oositlerin eszaman
proniikleus olusum oranin1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi bulunmustur (Rosenkrans 1990).

Mandalarda da oositlerin ve embriyolarin gelisimi i¢in uygun bir ortam saglamak

icin kiiltiir ortaminda antioksidanlara ihtiyag duyuldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan
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bildirilmektedir (Songsasen ve Apimeteetumrong 2002, Gasparrini ve ark. 2000, Gordon
2003, Hufana- Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark. 2019,
Kumar ve ark. 2020). Mandalarda embriyo gelisimi i¢in ¢esitli biiyiime faktorlerinin de
olumlu etkiler gosterdigi bildirilmistir. insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 varliginda elde
edilen manda blastosistlerinin trofektoderm ve i¢ hiicre kiitlesindeki morfoloji ve hiicre
sayisinin, insiilin benzeri biiylime faktorii-1 olmadan gelistirilen blastosistlerden daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Narula ve ark. 1996). Ayrica, EGF (Chauhan ve ark. 1999, Raghu ve
ark. 2002b), EGF ve fibroblast biiyiime faktorii beraber kullanim1 (Gupta ve ark. 2002,
Raghu ve ark. 2002b), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (Narula ve ark. 1996, Pawshe ve
ark. 1998, Chauhan ve ark. 1998b) ve oosit kiiltiir ortaminda insiilin benzeri biiyiime faktorii-
I (Chauhan ve ark. 1998b) mandalarda kumulus ekspansiyonu, niikleer olgunlasmasi ve
fertilizasyon sonrasi bdliinme oranlarmi artirdi§i bircok arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir (Hufana-Duran 2008, Duran ve ark. 2017, Marin ve ark. 2019, Rubessa ve ark.
2019, Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020).

2.6.11. In Vitro Kiiltiir Ortamim Olusturan Bilesenler

In vitro kiiltiir ortaminin olusturulma amaci ideal embriyo gelisimini saglamaktir
(Gasparrini 2002, Gordon 2003, Kaymaz 2015). Cesitli in vitro kiiltiir medyumlar1 mevcut
olsa da hepsinde ortak olan bilesenler vardir (Hafez 2000, Gordon 2003). Genel olarak in
vitro kiltiir ortaminin ortak bilisenleri; ortamin gazinin, sicakliginin, kullanilan
medyumlarin kimyasal yapisinin, ortamin pH’sinin, enerji ve protein miktarlarinin embriyo
gelisiminin dogal ortami olan uterusun dogal sartlarina oldukca yakin olmasi gerekmektedir

(Karasahin 2012).

2.6.11.1. Gazlar

In vitro kiltiir ortamindaki gaz miktarinin degisik oranlarda oldugu baz1 arastiricilar
tarafindan vurgulanmistir (Gordon 2003, Kaymaz 2015). Yapilan arastirmalar sonucunda
memeli oviduktunda oksijen miktarinin %10 ’nun altinda oldugu gériilmiistiir. In vitro kiltiir
icin oksijen konsantrasyonunun atmosferik oksijen miktarindan diisiik olmasi gerektigi

bildirlmistir (Karagahin 2012). Kiiltiir ortaminda somatik hiicre desteginin olmadigi
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durumlarda oksijenin %5’in altinda olmas1 gerektigi bildirilmektedir (Nagao ve ark. 1994).
Embriyolarin, in vitro kiiltiirii boyunca metabolizmasi i¢in CO2’ye ihtiyact vardir. Ayrica
CO,, alkaliye kayma egiliminde olan kiiltiir ortamlarinin pH’siin stabilize edilmesinde
biiyiikk 6neme sahiptir (Gordon 2003). Zhang ve ark. (2003), memeli embriyolarinin in vitro
kiiltiiri i¢in %5 CO2 gaz ortamimni kullanmiglar ve basarili sonuglar almislardir. Bazi
arastiricilar ise %5 COz, %5 Oz ve %90 N2 gaz karisimini ayni amaca yonelik olarak
basariyla kullanmiglardir (Cevik ve ark. 2009, Karasahin 2012). IVC ig¢in tercih edilen gaz

ortami kullanilan kiiltiir medyumuna gore degisiklik gostermektedir.

2.6.11.2. Sicakhk

In vitro kiltir ortami i¢in en uygun sicakligin 38-39°C arasinda oldugu
belirtilmektedir (Gordon 2003). Embriyolar 40,5°C” lik bir sicaklikta 30-60 dakika arasinda
tutulduklarinda boliinme ve blastosiste ulasma oranlarinda herhangi bir etkinin olmadigi,
sicakligin 41,5°C’ye ¢ikarilmasi ve bu derecede 30-60 dakika siireyle muhafaza edilmesi
durumunda ise embriyo gelisiminin 6nemli 6l¢iide zarar gordiigii belirtilmektedir (Karagahin
2012). Sekiz, 16 hiicreli dort glinliik embriyolara uygulanan 40°C ve 80 dakikalik bir sicaklik
embriyo gelisimini olumsuz etkilemis, 41°C ve 9 saatlik bir sicaklik uygulamasi ise

apoptozisi bloke etmistir (Paula-Lopes ve Hansen 2002).

2.6.11.3. Isikk

Sigir ve manda zigot ve embriyolar: 1siktan ve ultraviyole 1siktan olumsuz yonde
etkilenmektedir (Hafez 2000, Gordon 2003). Yapilan bir calismada direkt floresan 1s181na
maruz kalan embriyolarda gelisme oranit %33,8 sar1 filtreyle zararl etkileri azaltilmig
floresan lamba altinda ise %41 gelisme oran1 gosterdigi gézlenmistir (Karasahin 2012).

Farkli 151k kaynaklarinin embriyo gelisimi iizerine olumlu etkileri olsa da dogal
ortaminda 151k bulunmamasi nedeniyle 11kl ortamda gelistirilen embriyolarda ne gibi
zararlarin meydana geldigi hakkinda detayli ¢alismalar mevcut degildir (Bunch ve ark.
1999).
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2.6.11.4. pH

In vitro kiiltiir medyumlarinin pH’s1 embriyolarin gelisimi {izerinde oldukga etkili bir
faktordiir (William ve Shapiro 1990). Medyumlarin pH’sinin kontrolii ortama gerekli
miktarda bikarbonat ekleyerek yapilir. Ayrica in vitro kiiltirde medyumlarin pH’smin kiiltiir
kabini igerisindeki CO2’nin yardimi ile de dengelendigi bildirilmistir. In vitro kiiltiir
ortaminda 7,2 ile 7,4 arasinda bir pH’ nin olmasinin embriyo gelisimi i¢in uygun oldugu
bildirilmistir (Gordon 2003, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

Son yillarda mandalarda yardimci iireme teknolojilerinde pek ¢ok gelisme
saglanmistir. Bir¢ok iilkede IVF teknigi ile mezbahada kesilen manda ovaryumlari
degerlendirilerek in vitro ortamda kaliteli embriyolar elde edilmektedir. Yapilacak
calismada Anadolu mandasin mezbaha materyalinden elde edilen ve yok olacak oositlerin
embriyo lretim kapasitesi belirlenerek ekonomiye katkida bulunma olanaklari aragtirildu.
Konuyla ilgili kiigiik capli denemeler ve 6n ¢alismalar yapilmis olsa da literatiirde genis bir
sekilde bilgi mevcut degildi. Bu galisma Anadolu mandasi iizerine yapilacak in vitro
fertilizasyon g¢alismalarina baslangic oldu. Yapilan bu c¢alismayla resmi kayitlarda ve
literatiirde bulunmayan Anadolu mandasina ait in vitro emriyo gelisimi ve embriyo tiretimi
potansiyeli arastirildi. Calismada, mezbahadan aliman Anadolu mandasinda ait
ovaryumlardan elde edilen oositlerin embriyo gelisim ve iiretim asamalarindaki cesitli
parametreleri ile embriyo kaliteleri belirlenmeye c¢alisildi. Calismayla elde edilecek
bulgularla, Anadolu mandasinda in vitro ortamda embriyo gelisimi hakkinda veriler
olusacak ve bu sayede gelecekte yapilacak calismalara bir alt yapi olusturulmaya
caligilacaktir. Biitiin bunlarla beraber c¢alisma ile Anadolu mandasi hakkinda bilgi alt

yapisinin gelistirildigi ve literatiir bilgilerine katki saglandigi diistintilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismaya Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu 29.08.2018 tarihli ve 155 sayili karar1 ile Etik Kurul onayi
verilmistir. Bu calismada kullanilan oosit kaynagini Afyonkarahisar ve Corum illerinde
kesilen Anadolu mandasi ovaryumlar1 olusturdu. Calismalar Ankara, Uluslararasi
Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Miidiirliigii biinyesinde bulunan ET-IVF
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Calisma yaslari, siklus donemleri, verim o6zellikleri,
yasadiklar1 bolge sartlari, mevsimsel farklar, sicaklik stresi gibi 6zellikleri géz ardi edilen

Anadolu mandalarindan alinmig ovaryumlarda yapilda.
3.1. Arac ve Gerecler
3.1.1. Laboratuvarda Bulunan Cihazlar

e CO; Inkiibatér (PANASONIC MCO-170M-PE)

e Stereo Mikroskop (OLYMPUS SZH10)

e Mikromanipilator (NIKON ECLIPSE TE300)

e Biyogiivenlik kabini (NUAIRE Biological Safety Cabinets CLASS II)
e Benmari (Sicak su banyosu) (Memert, Germany)

e Hassas Terazi (Sartorius ED224S, Germany)

e pH metre (MANNA Instruments, HI221,Woonsochket, USA)
e Medikal Kit Dolabi (+4)

e Derin Dondurucu (-21)

e Ozmometre

e Santrifijj

e \Vorteks

o Sterilizator

e Termos (ovaryum tasimasi i¢in)

e Bunzen Beki
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3.1.2. Laboratuvar Sarf Malzemeleri

Embriyo Kiiltiir Stvis1 (Sigma-Aldrich® W1503, St Luis, MO, USA)

e TCM-199 (Gibco®, Grand Island, NY, USA)

e Enjektor filtresi (0,22 pum)

e Plastik petri 35 mm’lik (3001,1008) ve Alt1 ¢izgili plastik petriler 90 mm’lik
e Pastor pipetleri (230 mm cam)

e Otomatik pipet ve steril pipet uclar1 (10, 50, 100, 1000°1ik)

e Santrifijj tlipii (steril, dereceli, kapakli 15 ve 50 ml’lik) ve Eppendorf Tiipleri
e Enjektorler (2.5-5-10-20-50’1ik) ve Enjektor uclar1 (18 G)

e Cam mezuralar (10, 20, 50, 100, 250, 500 mI’lik)

e Konik Erlenmeyer (10 ve 50 ml’lik)

e Thoma Lami, Normal Lam ve Lameller

3.1.3. Kimyasal Maddeler ve Tlaclar

Ozel olarak belirtilmedigi siirece kullanilan kimyasallardan Sigma-Aldrich olarak
belirtilenler medyumlar ve kimyasallar, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA,
Gibco olarak belirtilen medyumlar ve kimyasallar, 3175 Staley Rd., Grand Island, NY
14072, USA mengeilidir. Kullanilan diger maddeler ve ilaglar 6zel olarak gectigi boliimde
belirtimistir.

3.2. Ovaryumlarin Laboratuvara Tasinmasi

Bu ¢alismanin ovaryum kaynagm Anadolu Mandas1 Halk Elinde Islah1 Ulkesel
Projesi yiiriitiilen, il mezbahalarinda (Afyonkarahisar, Corum) kesilen Anadolu mandasi
ovaryumlart oldu. Calisma 2019 ve 2020 yillarinda 6 replikasyon halinde gerceklestirildi.
Calisma amaciyla mezbahadan laboratuvara getirilen bazi ovaryum goriintiileri sekil 3.1.’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Laboratuvara getirilmis Anadolu mandas1 ovaryumlari.

Anadolu mandalarinin kesimlerinin yapildigi mezbahadan temin edilen ovaryumlar,
15-21°C deki 100 mg/L Kanamisin Siilfat (Vetas- KANOVET®, Istanbul, Tiirkiye)
ihtiva eden %0,9’luk serum fizyolojik icerisinde (Matsushita ve ark. 2004), azami siire (3-

4 saat) icerisinde miidiirliiglimiiz IVF-ET laboratuvarina getirildi (Imai 2005, Akyol 2006).

Cizelge 3.1. Ovaryum tasima soliisyonu.

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar1 | A¢iklama
NaCl Sigma- Aldrich S5886 | 9 gr 1000 ml icin
Kanamisin Siilfat | Vetag- KANOVET® | 0,5 ml 1000 i¢in/ 100mg/L

3.3. Oositlerin Aspirasyonu, Toplanmasi ve Degerlendirilmesi
3.3.1. Aspirasyon Soliisyonu (D-PBS + %3 FCS) Hazirlanmasi

Mezbahadan getirilen ovaryumlardan COC aspirasyonunda kullanilan soliisyon i¢in

stok D-PBS hazirlanmasi asagida gizelge 3.2.”de ayrintili olarak gosterilmistir. Hazirlanacak
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D-PBS + FCS + Penisilin-Streptomisin (Cizelge 3.3.) soliisyonu COC aspirasyonunda, elde

edilen oositlerin degerlendirilmesi ve COC’in maturasyon oncesi yikanmasi i¢in kullanildu.

Cizelge 3.2. Oosit aspirasyonu, yikanmasi ve degerlendirmesi i¢in hazirlanan D-PBS soliisyonunun (Imai
2005, Akyol 2006, Kaymaz 2015).

Kimyasal | .. .. .
Madde Uriin Ad1 ve Kodu Miktar1 | A¢iklama
NaCl Sigma- Aldrich S5886 8gr | 1000 ml icin
KCI Sigma- Aldrich P5405 | 0,20 gr | 1000 ml igin

PBS -

PBS +

KH2PO4 Sigma- Aldrich P5655 | 0,20 gr | 1000 ml igin
NaxHPO4 Sigma- Aldrich S3264 | 1,15 gr | 1000 ml igin

)

el )

(a

< 2| MgCl26H20 | Sigma- Aldrich M2393| 0,10 gr | 100 ml tamamlanir

: . : ve 4-5 seferde ana
0| cacl, Sigma- Aldrich C1016 | 0,20 gr | sliisyona cklenir.

Na Piruvat | Sigma- Aldrich P4562 | 0,036 gr | 1000 ml igin
Glukoz Sigma- Aldrich G6152 | 1,00 gr | 1000 ml igin
BSA Sigma- Aldrich A7030 | 3,00 gr | 1000 ml igin

(100 1U Penesilin)
Antibiyotik | Gibco/Pen-Strep 15140| 100 ul | (100 pg /0,1 ml
Streptomisin)

Bu amagla hazirlanan ana soliisyonun bir kismi (aspirasyon yapilacak ovaryum
sayisina gore) 0,22 um filtre (0,22 mikron, MILLIPORE, Carrigtwohill, Cork, Ireland)
kullanilarak filtrasyon yapildiktan sonra 37°C’lik benmaride aspirasyonda kullanilmak tizere
bekletildi. Soliisyonun bir kism1 da 4-6 adet 35 mm petri kutusu igerisine 2,5 ml konuldu.
Uzeri 2 ml mineral yag ile kaplandi. Anadolu mandas1 oositlerinin aspirasyonundan 2 saat
once 38,5 °C’de %98 bagil nemli %5 CO: ayarlanmis karbondioksitli inkiibatore

ekilibrasyon (dengelenme) amaci ile konuldu (Imai 2005).

Cizelge 3.3. Ovaryumdan oosit aspirasyonu ve oositlerin yikamak i¢in hazirlanacak soliisyon (Imai 2005,
Akyol 2006, Kaymaz 2015).

Kimyasal Madde Miktari
D-PBS 97 ml
FCS 3ml
Penisilin-Streptomisin 100 pl
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Laboratuvarda, icerisinde %5 fotal buzagi serumu (FCS) ilaveli Fosfat Tampon
Soliisyon (D-PBS) bulunan 5 ml’lik enjektore takilmis 18 Gauge’lik kaniil yardimiyla
ovaryum yiizeyindeki 2-8 mm c¢apindaki folikiillerden oositler aspire edildi. Aspirasyon
yapildikdan sonra dilimleme yontemiyle kesilen ovaryumlar ayn1 soliisyonla yikanarak 90
mm’lik petrilerde bulunan D-PBS igerisine alindi. Ayni soliisyon igerisinde
degerlendirilerek A ve B kalite oositler sayildiktan sonra maturasyona alindi. C kalite ve D
(Dejenere) olduklar1 degerlendirilen oositlerin sayilar1 kayit altina alindi. Bu oositler devam
edecek olan asamalar i¢in degerlendirme dis1 birakildi.

Hazirlanan sivi 0,22 pum filtre (0,22 mikron, MILLIPORE, Carrigtwohill, Cork,
Ireland) kullanilarak filtrasyon yapildiktan sonra yeteri kadar 35 mm petri igerisine 2,5 ml
konup iizerine 2 ml mineral yag kaplandi ve aspirasyonlardan en az 2 saat dnce CO:
inkiibatoriinde dengelenmede bekletildi.

Manda ovaryumlarindan oosit aspirasyonu icin gerekli malzemeler asagida
verilmigtir.

Makas

5-10 ml tek kullanimlik enjektor
18 gauge enjektor ucu

90 ml petri kutusu (Alt1 Cizili)
35 ml petri kutusu (Taban1 Diiz)

YV V. V V V V

Pastor pipeti veya (0,1-20 ml) micro pipet ve ucu. (Imai 2005, Akyol
2006, Kaymaz 2015).

3.3.2.Oositlerin Aspirasyonu

Ovaryum iizerindeki folikiillerin ucuna 18 G igne takilmis 5 ml veya 10 ml enjektorler
kullanilarak aspire edildi. Yapilan uygulamada enjektor ucu yukari bakacak sekilde ve
aspirasyonu gerceklestirilecek folikiiliin 1-2 mm uzagindan ovaryum dokusundan girilerek
folikiil patlatilmadan icerisindeki s1v1 ile Kumulus Oosit Kompleks (COC) yapisinin tamami
enjektdre cekildi ve konik tiiplere alindiktan sonra 90 mm capta petriler igerisine toplandi

(Akyol ve ark. 2005, Kaymaz 2015).
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Sekil 3.2. Ovaryumdan oosit aspirasyonu i¢in gerekli malzemeler.

3.3.3. Oositlerin Degerlendirilmesi

Yapilan bu ¢calismada zaman kaybinin azaltilmas1 ve oosit dejenerasyonlarinin en aza
indirilmesi diisiiniilerek harfle yapilan siniflandirma sistemi kullanilarak oositler A, B, C ve

D (dejenere) olarak siniflandirilmistir.

Sekil 3.3. Anadolu mandasi ovaryumlardan oosit aspirasyonu sonrast TCM-199 soliisyonu igerisinde kalite
siniflandirmasi yapilmamuis oositler. (Stereo Mikroskop, OLYMPUS SZH10, X50, UHAEM, Ankara, 2020).
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3.4. In Vitro Maturasyon (IVM)

Maturasyon i¢in %10 Fétal buzagi serumu (FCS)+ 5,5 mg/ml Na piruvat, 0,02 1U/ml
FSH, 10 ng/ml EGF ve 50 ug/ml Penisilin-Streptomisin (Gibco, Pen-Strep 15140) igeren
TCM-199 medyumu kullanildi. Hazirlanacak medyum oosit bagina 5 mikrolitrede 1 oosit
olacak sekilde; 100 mikrolitrelik dropta 20 oosit olacak sekilde, lizeri mineral yag ile
kapatilmis olan droplarda COz inkiibatérde; 38,5°C de, %5 CO2ve %95 bagil nem ortaminda
22-24 saat inkiibe edildi. Oositlerde kumulus ekspansiyonu gerceklesmis oositler
maturasyon olmus kabul edildi. Ayrica belirlenebilmesi durumunda diger maturasyon kistast
olarak niikleer maturasyonu (1. polar cisimcigin tespiti) gergeklesmis oositler de maturasyon
olmus kabul edildi.

Sekil 3.4. Anadolu mandasi oositlerin aspirasyon sonrasi yikama soliisyonu D-PBS ve TCM-199 + %10 FCS
maturasyon medyumu, T; D-PBS oosit yikama soliisyonu 35 mm petri, Y; TCM-199 + %10 FCS maturasyon
soliisyonu 35 mm yikama petrisi, D; TCM-199 + %10 FCS droplu 35 mm petri, (Imai 2005, Karagahin 2012,
Kaymaz 2015).

3.4.1.In Vitro Maturasyon Soliisyonunun Hazirlanmasi

Oositlerin maturasyonu amaciyla kullanilan TCM-199+%10 FCS medyumu, igerigi
cizelge 3.3.’te verildigi gibi hazirlandi. Daha sonra filtre (0,22 mikron, MILLIPORE,
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Carrigtwonhill, Co. Cork, Ireland) edildikten sonra 35 mm petrilere 100 mikrolitrelik
damlalar hazirlanarak, iizerleri mineral yag ile kapatildi. Oositlerin maturasyona

alinmasindan 2 saat 6nce CO; inkiibatorde dengelenmesi saglandi.

Cizelge 3.4. In vitro maturasyon medyumunun igerigi (Akyol 2006, Gasparrini ve ark 2006, Kumar ve Anand
2012, Lemuel ve ark. 2015).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar | Aciklama
TCM-199 Gibco/12340-030 BRL | 45 ml

FCS Sigma- Aldrich F9665 | 5 ml

FSH Sigma- Aldrich F8174 | 5 ul (2 pg /ml)
Na Piruvat Sigma- Aldrich P4562 | 25 ul (5,5 mg/ml)

Epidermal Biiylime Faktorii | Sigma- Aldrich E5056 | 5 ul (20 ng/ml)

. ) (100 IU Penesilin) +
Antibiyotik Gibco/Pen Strep 15140 | 50 ul (100 pg /0,1 ml

Streptomisin)

Ovaryunlardan aspirasyonu yapilan A-B kalitedeki COC yapilari maturasyon
islemine alind1 (Gordon 2003, Macun 2004, Akyol ve ark. 2007, Acar 2008, Karagahin 2012,
Kaymaz 2015). COC’larin yikama islemi i¢in yeterli sayida 35 mm petrilere (normal) 3 ml
maturasyon medyumu (Cizelge 3.4.) konuldu, yine yeterli sayida 35 mm petriye 2 ml
maturasyon medyumu, tizeri 2 ml mineral yag ile (Sekil 3.5.) kapatildi. Yikama isleminden
yaklasik 2 saat 6nce kullanilacak medyumlar %95 {izeri nemli 38,5 °C de %35 COz inkiibatore
ekilibrasyona birakildi (Imai 2005, Akyol 2006, Kaymaz 2015).

Mineral Yag 2 ml

+

Maturasyon Medyumu 2,5 ml

Sekil 3.5. Yikama vasati hazirlanmasi ve igerigi (Imai 2005, Akyol 2006, Kaymaz 2015).
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Maurasyon droplari igin bir adet 35 mm’lik petri (derin) alinip igerisine 3 ml %10
FCS+TCM-199 konuldu. Yeterli sayida 35 mm’lik petriye dnce 4 adet 40 ul %5 lik TCM-
199 + %10 FCS medyumundan droplar yapildi. Bunlarin iizeri tamamen mineral yag (4,5
ml) ile kapanacak sekilde kapatildi (Akyol 2006, Kaymaz 2015). Ardindan 40 ul’lik
droplarin tizerine petri i¢erisine TCM-199 + %10 FCS vasat, 60 pl daha ilave edilerek her
drop 100 ul’ye sekil 3.6.’da gosterildigi gibi tamamlandi. Daha sonra bu droplar %95 bagil
nemli 38,5 °C de %5 CO2 inkiibatoriine kaldirildi ve yaklasik 2 saat inkiibe edildi (Imai 2005,
Akyol 2006, Kaymaz 2015).

+

* Maturasyon Medyumu 40+60 ul

Sekil 3.6. Oosit maturasyon droplarinin hazirlanmasi (Imai 2005, Kaymaz 2015).

3.4.2. Oosit Yikama ve Maturasyon Islemi

Aspirasyondan sonra elde edilen A-B veya 1-2. kalite 6zelliklerine sahip oositler %5
FCS’Iu D-PBS ile yikandiktan sonra 35 mm petride bulunan %10 FCS TCM-199 igerisinde
dorder kez cam pipet yardimiyla sekil 3.7.’de ve sekil 3.8.’de gosterildigi gibi yikandi. CO2
inkiibatoriindeki petriler igerisine her dropta ortalama 20 adet oosit olacak sekilde (Sekil
3.9.) paylastirildi ve CO: inkiibatoriinde 20-22 saat inkiibasyona alind1 (Imai 2005, Akyol
2006).
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] A Qositleri kit medyumuyla birlikte
Klttir medywmunu aspire edin piiskiirtin

Oositleri aspire edin

e A «um!lllllmum“

Sekil 3.7. Petri kabinda oositlerin yikanmasi (Kaymaz 2015).

Sekil 3.8. Petride oositlerin yikanmasi ve bagka bir petriye aktarilmasi (Kaymaz 2015).

Sekil 3.9. COC’in maturasyon droplarma yerlestirilmesi (Imai 2005).
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3.5. In Vitro Fertilizasyon (IVF)

Oositlerin fertilizasyonu amaciyla BO direkt yikama metoduna uygun olarak
sollisyonlar  hazirlandi.  Dondurulmus/coziindiiriilmiis  Anadolu mandas1  bogasi
spermatozoonlarindan kriyoprotektanlarin uzaklagtirilmasi, sulandirilmasi ve kapasitasyonu
i¢in modifiye BO soliisyonu kullanildi.

BO soliisyonu stok A g¢izelge 3.5.°de ve stok B olarak ¢izelge 3.6.’da verilen
miktarlara gore hazirlandi. Stok A ve stok B buzdolabinda +4 °C’de 1 ay boyunca muhafaza
edilerek her ¢alisma i¢in bu stoklardan ¢izelge 3.7.’de belirtildigi gibi BO ana soliisyonu
hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyondan da ¢izelge 3.8.’deki gibi Oosit Yikama Soliisyonu
(OYS), gizelge 3.9.’daki gibi Sperm Diliisyon Soliisyonu (SDS) ve ¢izelge 3.10.’daki gibi
Sperm Yikama Soliisyonu (SYS) hazirlandi. Hazirlanan OWS droplar (5 ul) ve yikama
medyumlar1 (Sekil 3.10.) iizerine mineral yag kapnadiktan sonra CO; Inkiibatériine 2 saat

stireyle dengelenmeye birakildi.

Sekil 3.10. Anadolu mandasi oositlerin fertilizasyonu amaciyla hazirlanan oosit yikama soliisyonu (OYS), D:
OYS droplu 35 mm petri, Y: OYS 35 mm yikama petrisi (Imai 2005, Karagahin 2012, Kaymaz 2015).

52



3.5.1. BO Stok ve BO Ana Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Cizelge 3.5. BO stok A soliisyonu (Bracket ve Oliphant 1975).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar Aciklama
NaCl Sigma- Aldrich 55886 | 2154601 | 550 111 icin
KCI Sigma- Aldrich P5405 | 0,0987 gr | 250 ml i¢in
CaCl22H.0 Sigma- Aldrich C7902 | 9 2171 gr | 250 mlicin
NaH2P042H,0 Sigma- Aldrich 71505 | 0,42 gr 10 ml Distile su ile
’ tamamlanir ve stok
MgCl26H20 Sigma- Aldrich M2393 | 0,345 gr | Seliisyondan 1 ml
kullanilir.
%35 sollisyon (0,005
tartilir USS ile 1 ml’ye
Fenol Red Sigma- Aldrich P3532 100 pl tamamlanir ve bu
stoktan 100ul
kullanilir)
Cizelge 3.6. BO stok B soliisyonun (Bracket ve Oliphant 1975).
Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktan Aciklama
NaHCOs Sigma- Aldrich S5761 | 1,2936 gr | 100 ml icin
%35 soliisyon (0,005 tartilir
. . USS ile 1 mI’ye tamamlanir
Fenol Red Sigma- Aldrich P3532 | 20 ul ve bu stoktan 20 ul
kullanilir)
Cizelge 3.7. BO ana soliisyonu (Bracket ve Oliphant 1975).
Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar1 | A¢iklama
BO Stok A 76 ml 100 ml i¢in
BO Stok B 24 ml COzile muamele edilir
Na Piruvat Sigma- Aldrich P4562 0,0137 100 ml igin
Antibiyotik Gibco/Pen Strep 15140 100 pl (100 IU Penisilin) + (100
ug /0,1 ml Streptomisin)
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Cizelge 3.8. Oosit yikama soliisyonu (OYS) (Bracket ve Oliphant 1975).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktari
BO Ana Soliisyonu - 40 ml

BSA Sigma- Aldrich A3311 0,40 gr
Cizelge 3.9. Sperma dilisyon soliisyonu (SDS) (Bracket ve Oliphant 1975).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktari

BO Ana Soliisyonu -—- 10 ml

BSA Sigma- Aldrich A3311 0,20 gr
Cizelge 3.10. Sperma yikama soliisyonu (SYS) (Bracket ve Oliphant 1975).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar Aciklama

BO Ana Soliisyonu --- 50 ml ---

Kafein Sigma- Aldrich C4144 | 0,20 gr 50 ml i¢in

Heparin Sigma- Aldrich H3149 | 50 ul 5000 Ul/ml Stoktan

Maturasyonunu tamamlamis Anadolu mandasi oositleri BO medyumu ile direkt

yikama metodu kullanilarak 16-18 saat siireyle fertilizasyonlar1 saglandi. Bu amagla,

igerisinde yaklasik 25x10° spermatozoon bulunan 0,25 ml’lik payetler halinde dondurulan

sekil 3.11. gosterilen Anadolu mandasi spermalari kullanildi.
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Sekil 3.11. IVF i¢in kullanilan Anadolu mandasi spermasi 1 adet 0,25 ml payet (UHAEMM 2020).

3.5.2. In Vitro Fertilizasyon Uygulamasinin Yapihsi

Spermatozoonlarin kapasitasyonu amaciyla SYS igerisinde ml de 5 UI heparin ve 2
uM kafein kullanildi. Kapasitasyon ve uygun spermatozoa yogunlugunun elde edilmesi
amactyla 37°C’deki su banyosunda ¢ozdiiriilen spermalar (4 payet) lizerine sperm yikama
soliisyonu (SYS) ilave edilerek 1800 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
kisminin ayrilmasinin ardindan aym islemler bir kez daha tekrarlandi. Sperm yikama
soliisyonu (SYS) ile ml de 2x10° spermatozoa olacak sekilde yapilan son sulandirma ile
olusturulacak fertilizasyon medyumlarinda oositlerin fertilizasyon islemleri gergeklestirildi.
Bunun i¢in énceden hazirlanan CO2 Inkiibatdriine 2 saat siireyle dengelenmeye birakilan
OWS droplar ve yikama medyumlar1 (Sekil 3.10.) alinarak her fertilizasyon drobuna 90 pl
sekil 3.14.’de yogonlugu hazirlanmis sperma kullanildi.

Kullanilan bu spermanin fertilizasyona hazirlama islemi sekil 3.12., sekil 3.13., sekil
3.14.’te ayrintili bir sekilde 6 asamada asagida gosterilmistir. Hazirlanmis olan sperma
15.000-20.000 Spermatozoa/Oosit orani olacak sekilde 100 adeti droplarda inkubasyon
ortaminda (38,5°C de, %5 CO2 ve %95 bagil nem) 16-18 saat bekletildi (Sekil 3.15.).
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1) Bir tip igerisine SYS ve
benmaride 37°C ¢ozdiirilmiis
0,25 ml payet icerisindeki
sperma konulur ve 1800 rmp
de 5 dk santrifiij edildi.

1 ml Sperma + 6 ml SYS olacak
sekilde toplamda 7 ml

2) Tipin st kisminda meydana
gelen supernatand bir pipet

ﬁ yardimiyla uzaklastirildi.

Sekil 3.12. Spermanin fertilizasyona hazirlanmasi 1. ve 2. agama (Imai 2005, Karagahin 2012, Kaymaz 2015).
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3) Tip igerisine 2. defa SYS
eklendi ve 1800 rmp de 5 dk
2. defa santrifiij edildi.

Kalan Sperma + 6 ml SYS

4) Meydana gelen supernatant bir
pipet yardimiyla uzaklastirild:
ve toplam miktar 6l¢iilerek V1

ﬁ olarak kayit edildi.

Sekil 3.13. Spermanin fertilizasyona hazirlanmasi 3. ve 4. asama (Imai 2005, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).
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5) Sperma sayimi yapmak i¢in 0,15
NaCL (%3) olacak sekilde
tartildi. Distile su ile 5 ml
tamamlandi.  Uzerine V1
hesaplanmis spermadan 50 pl
eklendi. Vortekslendi. Thoma
Laminda spermatozoonlarin
sayimt yapildi. Bu say1 Cl1
olarak kayit edildi.

6) Sperma hazirlanirken 20 oosit
bulunan droplarda Oosit bagina
25-30 bin spermatozoon
olabilmesi i¢in ml’de sperma
miktarinim 2X10° olmas: gerekir.

Bu amagla;

V1 X C1l=V2 X C2
V1=2.Santrifiij sonras1 hesaplanan
V1+V2 kadar SDS sperma mikiari
Cl=Thoma Laminda yapilan 2
Hesaplanan V2 sayimin ortalamasi
—) miktart kadar SYS V2=Bulunmas1 istenilen deger
(Tiipe eklenecek SY'S mitari)

mm) | \/1 Kadar SYS C2 =12,5 sabit .
Formiilii kullanmilarak Inkiibatore
mm) | V1= Sperma miktari kaldirllan 35 mm petrilerin

igerisinde bulunan 5 pl droplara
eklenecek 95 pl  spermanin
yogunlugunun hazirlanmasi
saglandi.

Sekil 3.14. Spermanin fertilizasyona hazirlanmasi 5. ve 6. asama (Imai 2005, Karagahin 2012, Kaymaz 2015).
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Sekil  3.14.’de  bulunna 6.
maddedeki tiip vorteksle 1 dk
kadar hafif sekilde karistirildi.
Inkiibatordeki 5 pl OYS droplari
icerisine 95 pl olacak sekilde
eklendi. inkiibatérde 1 saat siire ile
dengelenmeye birakildi. Bir saat

%éso_ - { OESDy stire sonunda her droba 15-20 o0o0sit

p— olacak sekilde yerlestirildi. 18-22

B . Q% saat Inkiibatorde fertilizasyona
birakildi.

Sekil 3.15. Sperma ve oositlerin droplar i¢ine yerlestirilmesi (Imai 2005, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

3.6. In Vitro Kiiltiir (IVC)

Anadolu Mandas1 oositlerinin 8-9 giin siirecek gelisimlerini saglamak amaciyla
Charles Rosencrans 1 Aminoasit (CR1aa) kiiltiir medyumu kullanildi. Anadolu mandasi
embriyolar1 igin 6ncelikle ¢izelge 3.11.’de CR Stok A ve ¢izelge 3.12.’de gosterildigi gibi
CR Stok B soliisyonlart hazirlandi. Ardindan ¢izelge 3.13.”de belirtilen sekilde CR1aa ana
soliisyonu hazirlandi. Ayrtica fertilizasyon agsamasindan sonra kumulus hiicreleri miimkiin
oldugunca hizli bir sekilde pipetlenerek uzaklastirilan muhtemel zigotlar %5 FCS iceren
CR1aa embriyo kiiltiir medyumlarinda yikama islemi gerceklestirildi. Yikama i¢in 35 mm
petri igerisine 2ml CR1aa kiiltiir medyumu iizerine 2,5 ml mineral yag konulan medyum en
az 2 saat CO; inkiibatérde ekilibrasyonda bekletildi. Kiiltiir periyodu i¢in 35 mm’lik
petrilerdeki 100 pl CR1aa iceren her droplar sekil 3.16. ve sekil 3.17.’de gosterildigi gibi
hazirlandi. Uzerine 4,5 ml mineral yagla kaplandi. Hazirlanan petriler 38,5°C de, %5 COx,
%98 bagil nemli CO; inkiibatorde en az 2 saat ekilbrasyonda bekletildi. Her droba 20 oosit
tizerine olacak sekilde CO> inkiibatérde 10 giin boyunca kiiltiire edildi. Asagida Embriyo
kiiltlir medyumu hazirlanmas1 ve droplarin meydana getirilmesi ayrintili bir sekilde

gosterilmistir.
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3.6.1. CR1aa Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

Cizelge 3.11. CR stok A soliisyonunun hazirlanmasi (Rosenkrans ve ark. 1990).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar: Aciklama
NaCl Sigma- Aldrich S5886 1,6757 gr 190 ml i¢in
KCI Sigma- Aldrich P5405 0,0577 gr 190 ml i¢in

Na Piruvat Sigma- Aldrich P4562 | 0,0110gr | 190 ml igin

NaHCOs Sigma- Aldrich S5761 0,5503 gr 190 ml i¢in
%5 soliisyon (0,005 tartilir USS ile 1
Fenol Red Sigma- Aldrich P3532 0,5ml ml’ye tamamlanir ve bu stoktan 0,5
ml kullanilir)

Cizelge 3.12. CR stok B soliisyonunun hazirlanmasi (Rosenkrans ve ark. 1990).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktari Aciklama

Hemikalsiyum Laktat Sigma- Aldrich L4388 0,1499 gr 50 ml i¢in

Cizelge 3.13. CR1aa ana soliisyonunun hazirlanmasi (Rosenkrans ve ark 1990).

Kimyasal Uriin Ad1 ve Kodu Miktar Aciklama
CR Stok A --- 38 ml 50 ml i¢in
CR Stok B 10 ml 50 ml i¢in
BME . . .
(Beta Merkapto Etanol) Sigma-Aldrich B6766 1ml 50 ml i¢in
MEM . . .
(Non Essential Amino Acid) Sigma-Aldrich M7145 | 0,5 ml 50 ml i¢in
0,01 g tartilir 5 ml
L- Glutamin Sigma-Aldrich G8540 0,5ml Stok soliisyon
hazirlanir.
BSA (Fatty Acid Free) Sigma-Aldrich A7030 0,159 50 ml i¢in
(100 1U Penisilin) +
Antibiyotik Gibco/Pen-Strep 15140 | 50 pl (100 pg /0,1 mi
Streptomisin)
. . %5 2,5 ml medyum
FCS Sigma- Aldrich F9665 @5ml) | uzaklastmlr.
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Sekil 3.16. Anadolu mandasi embriyo kiiltiirii amaciyla hazirlanan kiiltiir medyumu, Y: CR1aa 35 mm yikama
petrileri, D: CR1aa droplu 35 mm petrileri (Imai 2005, Karasahin 2012, Kaymaz 2015).

CO; Iinkiibatériinde 35 mm petriler
igerisinde, tizeri 4,5 ml mineral yag ile
kapli 100 ul droplar halinde bulunan
CRlaa Kkiiltiir soliisyonu, 6-12 saat
dengelenmede  bekletildi. Siire
R sonunda droplar igerisine her droba
""__—_""' 15-20 oosit olacak sekilde
a8 yerlestirildi.  ardindan 10 giinliik

; - E_Be' - .
— kiiltiir i¢in COz inkiibatoriine konuldu.

Sekil 3.17. Anadolu mandas1 oositleri fertilizasyon bitiminde temizleme iglemi yapilarak CR1laa kiiltiir
medyumuna yerlestirilmesi (Imai 2005, Karagahin 2012, Kaymaz 2015).

3.7. Degerlendirme

Anadolu mandalarinda elde edilen toplam oosit sayisi, A-B kalite oosit sayisi, C
kalite ve dejenere oosit sayisi, maturasyona alinan oosit sayisi, mature olmus oosit sayist,

fertilizasyona alinan oosit sayisi, fetilizasyon meydana gelmis oosit sayisi, kiiltiire alinan

61



oosit sayisi ve orani, 24.-48. saat boliinme sayisi, 24.-48. saat boliinme orani, 96. saat (4.
giin) morula, kompakt morula sayisi, 96. saat (4. giin) morula, kompakt morula orant,
expanded blastosist orani, 8.-10. giin hatched blastosist sayisi, 8.-10. giin hatched blastosist
orani, seklinde belirtilen oosit kalitesi, embriyo gelisim parametreleri ve embriyo kaliteleri

belirlendi.
3.8. Istatistik Analizler

Calismada elde edilen veriler tanimlayici istatistikler kullanilarak hesaplandi. Bunun
icin 6 farkli uygulamadan elde edilen verilerin tamaminin aritmetik ortalamasi alindi. Cesitli

asamalardan elde edilen sonuglar yiizde (%) frekans olarak hesaplanarak tablolar
olusturuldu. Bu analizler i¢in Office EXCEL 2010 ve Minitab 16 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Anadolu Mandasi Ovaryum Aspirasyon Bulgular:

Yapilan calismada mezbahada farkli zamanlarda kesilen toplam 92 bas Anadolu
mandasina ait 184 adet ovaryum uygun sartlar altinda laboratuvara getirilerek kullanildi.
Ovaryumlar mezbahada kesilen Anadolu mandalarindan kesimlerini miiteakip en kisa
stirede alindi. Ovaryumlar {izerinde bulunan yag ve yabanci dokular uzaklastirildi. Azami

stire (3-4 saat) igerisinde mudirliigiimiiz IVF-ET laboratuvarina getirildi.

Sekil 4.1. Anadolu mandasindan elde edilen oositler D-PBS igerisinde her harf simgeledigi kalite
smiflandirmasim ifade etmekte, D dejenere oositleri ifade etmektedir (Stereo Mikroskop, OLYMPUS SZH10,
X50, UHAEM, Ankara, 2020).

Laboratuvara getirilen ovaryumlardan toplam 395 adet oosit elde edildi. Hayvan
basina ortalama 4,29 oosit aspire edilirken, ovaryum basina ortalama 2,15 adet oosit elde
edildi. Toplam oositlerin 334 adedi A+B kalitede, 61 adedi C kalite ve dejenere durumdaydi.
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Toplam A+B kalite oosit oran1 %84,56, C ve Dejenere oosit orant %15,44 olarak belirlendi.
Ovaryum basina ortalama 1,81 adet A+B kalite oosit, 0,33 adet C kalite ve dejenere oosit
elde edildigi goriildii.

Cizelge 4.1. Anadolu mandasindan elde edilen ovaryum ve oositler.

Hayvan Ovaryum
PARAMETRE Toplam Oran (%) i )
Basina Oosit | Adedi Oosit
Ovaryum Sayisi 184 - - -
A+B kalite oosit 334 84,56 3,63 1,81
C+ Dejenere kalite oosit 61 15,44 0,67 0,33
Genel 395 - 4,29 2,14

Sekil 4.2. Anadolu mandasi oositleri, TCM-199 soliisyonunda maturasyon i¢in hazirlanmig farkli kalitede
oositler (Stereo Mikroskop, OLYMPUS SZH10, X50, UHAEM, Ankara, 2020).
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4.2. Anadolu Mandasi In Vitro Maturasyon Bulgular

Maturasyona alinan 334 adet oositten 329 adedinin kumulus ekspansiyonu ve hiicre
homojenliklerine bakilarak mature oldugu tespit edildi ve maturasyon orani %98,50 oldu.
Oositlerden 5 adedinin dejenere oldugu goriildii. Maturasyon bulgusu gozlenmeyen

oositlerin oran1 %1,49 olarak ger¢eklesmis oldu (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Anadolu mandasi oositlerinde in vitro maturasyon sonuglari.

PARAMETRE Sonug¢
Toplam maturasyona alinan oosit sayist 334
Mature olan oosit sayisi 329
Mature olan oosit oran1 (%) 98,50
Mature olmayan oosit say1si 5
Mature olmayan oosit sayis1 ve orani (%) 1,49

Anadolu mandalarinin oositlerine ait ve farkli replikasyonlardan alinmig maturasyon

periyodundan sonra droplardan alinmis goriintiileri sekil 4.3.”de bir arada verilmistir.

Sekil 4.3. Maturasyon periyodu sonu Anadolu mandast oositleri (Stereo Mikroskop, OLYMPUS SZH10, X50,
UHAEM, Ankara, 2020).
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4.3. Anadolu Mandasi In Vitro Fertilizasyon Bulgular

Fertilizasyon islemi i¢in sekil 3.10.’da anlatildig1 gibi hazirlanmig Anadolu mandasi

spermasinin fertilizasyon droplari igerisindeki goriintiileri sekil 4.4.’de verilmistir.

Sekil 4.4. OYS drop igerisinde CO; Inkiibatérde 2 saat siireyle bekletilmis fertilizasyona hazir Anadolu
mandasi spermatozoonlar: (Stereo Mikroskop, OLYMPUS SZH10, X50, UHAEM, Ankara, 2020).

Maturasyonu gerceklesmis 334 adet oosit fertilizasyon siirecine alindi. Yaklasik
olarak 16-18 saatlik bir fertilizasyon periyodunun ardindan bazi oositlerde II. polar cismin
varlig: tespit edilebildi (Sekil 4.4). Ik kontrollerde in vitro fertilizasyona 334 adet oositten
5 adedi fertilizasyon gergeklesmedigi, 21 adedinin dejenerasyona ugradigi goriildii. Bu
asamada 308 adet oositin fertilizasyonu gergeklestigi varsayilarak bir [IVC asamasina gegildi

(Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Anadolu mandasinda in vitro fertilizasyon bulgulari.

PARAMETRE Sonu¢

Toplam fertilizasyona alinan oosit say1s1 334
Fertilizasyon islemi tamamlanan oosit sayisi 308
Fertilizasyon islemi tamamlanan oosit orani (%) 92,2
Fertilizasyona alinmayan oosit sayisi 5
Fertilizasyona alinmayan oosit oran1 (%) 1,49
Dejenerasyon meydana gelen oosit sayist 21
Dejenerasyon meydana gelen oosit orani (%) 6,28

Bu asamada biitiin oositlerin II. polar cisim kontrolleri tamaminda yapilamamustir.
Bunun nedeni oositlerin dis ortamda uzun siire bekletilmelerinin kiiltiirdeki gelismelerini
olumsuz yonde etkileyelerek kiiltiir veri sonuglarinin etkilemesidir (Ramesha ve ark. 2000,
Abdoon ve ark. 2001, Rubessa ve ark. 2019). Anadolu mandalarinin oositlerine ait ve farkli

replikasyonlardan fertilizasyon periyodundan sonra farkli zmanlarda droplardan alinmig

goriintiileri sekil 4.5.’de bir arada verilmistir.

Sekil 4.5. Fertilizasyon droplart igerisinde spermatozoonlar ve oositler. (Mikromanipilatdr, NIKON ECLIPSE

TE300, X50, UHAEM, Ankara, 2020).
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Anadolu mandalarinin oositlerine ait ve farkli zamanlarda alnmig fertilizasyon
isleminden sonra kumulus hiicreleri pipetasyon islemi ile uzaklastirildiktan sonra goriintiileri

sekil 4.6.’da ve sekil 4.7.°de, ayr1 ayr1 verilmistir.

Sekil 4.6. Fertilizasyon gerceklesmis bir oosit ve ¢ift polar cisim. (Mikromanipilatér, NIKON ECLIPSE
TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).

Sekil 4.7. Fertilize oositler. (Mikromanipilatér, NIKON ECLIPSE TE300, X100, UHAEM, Ankara, 2020).
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4.4. In Vitro Kiiltiir Bulgular

Fertilizasyon siiresi bitiminden sonra 308 adet muhtemel zigot CR1aa igerisinde
pitpetasyon islemi yapilarak temizlendi. Zigot olarak kabul edilen 308 adet embriyo CR1aa
kiiltiiriine alindiktan itibaren 24. saatte yapilan mikroskobik incelemelerde, iki ve daha ¢ok
sayida bolinme gozlemlenen 93 adet oositte fertilizasyon gergeklestigi kabul edildi.
Anadolu mandasi oositlerinde CR 1aa kiiltiirde ilk 24. saat boliinme oranm1 %30,19, boliinme

gerceklesmeyen oosit sayisi ve orani 215 (%69,81) olarak gergeklesti (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Anadolu mandast in vitro kiiltiir 24. saat bulgulari.

PARAMETRE Sonug¢

Toplam kiiltiire alinan oosit sayisi 308
Boliinme gerceklesen oosit (fertilizasyon) sayisi 93
Boliinme gercgeklesen oosit (fertilizasyon) orani (%) 30,19
Boliinme gerceklesmeyen oosit ve UFO sayist 215
Boliinme gerceklesmeyen oosit ve UFO orani (%) 69,81

Anadolu mandalarinin oositlerine ait ve farkli zamanlarda alinmuis kiltiir
periyodununu ilk 24. saatinde boliinme siirecinde tespit edilmis embriyo sekil 4.8.’de, ilk
boliinme siirecini tamamladig: tespit edilmis embriyo ve Zona Pelusida’ya penetre olmus
spermatozoon kalintilar1 sekil 4.9.°da, 24. saat boliinme tespit edilmis dort hiicreli bir
embriyo sekil 4.10.’da, 24. saat boliinmeler drop igerisinde toplu halde goriintiileri sekil

4.11.°de ayr1 ayn verilmistir.
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Sekil 4.8. In vitro kiiltiir 24. saat boliinme siirecinde tespit edilmis manda zigotu. (Mikromanipilator, NIKON
ECLIPSE TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).

Sekil 4.9. Anadolu mandasindan in vitro kiiltiir 24. saat ilk bolinme siirecini tamamladig1 tespit edilmis zigot,

Oklar; Zona Pelusida’ya penetre olmus spermatozoon kalintilari. (Mikromanipilatér, NIKON ECLIPSE
TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).
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Sekil 4.10. Anadolu mandasindan in vitro kiiltiir 24. saat boliinme tespit edilmis dort hiicreli bir embriyo.
(Mikromanipilator, NIKON ECLIPSE TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).

Sekil 4.11. In vitro kiiltiir 24. saat boliinmeler. (Mikromanipilatér, NIKON ECLIPSE TE300, X200, UHAEM,
Ankara, 2020).
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Anadolu mandas1 embriyolar1 CR1aa kiiltiiriine alinisindan itibaren 96.saatte (4.
giinde) yapilan mikroskobik incelemelerde, morula, kompakt morula sayilart 53 ve kiiltiire

alinan oosit sayisina orani ise %17,21 olarak gergeklesti (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Anadolu mandas: in vitro kiiltiir 96. saat (4. giin) bulgulari.

PARAMETRE Sonu¢

Toplam kiiltiire alinan oosit sayist 308
Kiiltlire alinan oositlerin, Morula olusturma sayisi 53
Kiiltiire alinan oositlerin, Morula olusturma orani1 (%) 17,21
Kiiltlire alinan oositlerin, Morula olusturamama sayisi 255
Kiiltlire alinan oositlerin, Morula olusturamama orani (%) 82,79
Boliinen embriyolarin, Morula olamayan embriyo sayisi 40
Boliinen embriyolarin, Morula olamayan embriyo orani (%) 43,01

Anadolu mandalarinin embriyolarina ait ve farkli zamanlarda alnmis kiiltiir

periyodunun 96. saat goriintiileri sekil 4.12.’de bir arada verilmistir.

Sekil 4.12. In vitro kiiltiir 96. saat (4. giin) morula, kompakt morula goriintiileri. (Mikromanipilator, NIKON
ECLIPSE TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).
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Cizelge 4.6. Anadolu mandas: in vitro kiiltiir 7. giin bulgular:.

PARAMETRE Sonug¢

Toplam kiiltiire alinan oosit say1si 308
Toplam blastosist sayisi 29
Toplam blastosist orani (%) 9,42
Blastosist olamayan zigot sayisi 64
Blastosist olamayan zigot orani (%) 68,8
Dejenere ve Unfertilize Oosit (UFO) sayisi 285
Dejenere ve Unfertilize Oosit (UFO) orani (%) 69,8

Anadolu mandas1 embriyolari CR 1aa kiiltiiriine alinigindan itibaren 7. giinde yapilan
mikroskobik incelemelerde erken blastosist, blastosist, expanded blastosist sayis1 29 ve
erken blastosist, blastosist, expanted balstosist oran1 %9,42 oldu. Blastosist olamayan zigot
sayist 64 (%68,6), dejenere ve unfertilize ova sayis1 ve oran1 285 (%69,8) tespit edildi
(Cizelge 4.6.). Anadolu mandasi embriyolarina ait ve farkli zamanlarda alnnug kiiltiir

periyodunun 7. giin goriintiileri sekil 4.13.’de verilmistir.

Sekil 4.13. Anadolu mandasinda in vitro kiltir 7. giin farkli kalitelerde blastosist goriintiileri.
(Mikromanipilatér, NIKON ECLIPSE TE300, X200, UHAEM, Ankara, 2020).
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Anadolu mandasi embriyolari CR1aa kiiltiirline alinigsindan itibaren 8.-10. giinlerde
yapilan mikroskobik incelemelerde hatching ve hatched blastosist sayisi 12 ve orani ise
%3,89 oldu. Boliinme gergeklesen embriyo sayisi iizerinden hatching ve hatched blastosist

orani ise %12,9 olarak ger¢eklesmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Anadolu mandast in vitro kiiltiir 8.-10. giin hatched blastosist bulgulari.

PARAMETRE Sonu¢

Toplam kiiltiire alinan oosit sayisi 308
Toplam oositlerde hatched blastosist sayisi 12
Toplam oositlerde hatched blastosist oran1 (%) 3,89
Boliinme gerceklesen olan oosit sayisi 93
Boliinen oositlerde hatched blastosist sayisi 12
Boliinen oositlerde hatched blastosist orani (%) 12,9
Toplam elde edilen blastosist sayis1 29
Toplam blastosistten hatched blastosiste erisme sayisi 12
Toplam blastosistten hatched blastosiste erisme orani (%) 41,37
Hatcked blastosist olamayan embriyo sayisi ve orant 81
Hatcked blastosist olamayan embriyo sayisi ve orant (%) 87,09

Anadolu mandalarimin embriyolarina ait ve farkli zamanlarda alnmis kiiltiir

periyodunun 8.-10. giin goriintiileri sekil 4.14.de, sekil 4.15.”de ve sekil 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.14. Anadolu mandasinda in vitro kiiltiir 8.-10. giin hatching blastosist goriintiisii. (Mikromanipilator,
NIKON ECLIPSE TE300, X100, UHAEM, Ankara, 2020).

Sekil 4.15. Anadolu mandasi in vitro kiiltiir 8.-10. giin hatching ve hatched blastosist bir arada goriintii.
(Mikromanipilator, NIKON ECLIPSE TE300, X100, UHAEM, Ankara, 2020).
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4.5. Anadolu Mandasinda Embriyo Kalite Siniflandirmasi

Anadolu mandasi embriyolar1 CR 1aa kiiltiiriine alinisindan itibaren 7. giinde yapilan
mikroskop kontroliinde 29 adet blastosistten 7 adedi (%24,13) 1. kalitede (miikemmel), 9
adedi (%31,03) 2. kalite (iyi), 8 adedi (%27,50) 3. kalite (vasat), 5 adedi (%17,24) 4. kalitede
(Zayif) olarak smiflandirildi. Elde edilen toplam embriyolar igerisinde transfer edilebilir
kalitede (1. ve 2. kalite embriyo sayis1) embriyo sayisi 16 adet, oran1 %55,17 olmus, vasat

ve zayif kalitde 13 adet embriyo, bunlarin orani ise %44,74 bulunmustur (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Anadolu mandasinda in vitro kiiltiir 7. giin embriyolarda kalite siniflandirilmasi.

PARAMETRE Sonug¢

Toplam kiiltiire alinan oosit sayisi 308
Toplam elde edilen embriyo sayisi 29
Toplam transfer edilebilir embriyo sayisi 16
Toplam transfer edilebilir embriyo orani (%) 55,17
1. Kalite (miikemmel kalite) embriyo sayisi 7
1. Kalite (miikemmel kalite) embriyo oran1 (%) 24,13
2. Kalite (iyi kalite) embriyo sayisi 9
2. Kalite (iyi kalite) embriyo orani (%) 31,03
3. Kalite (vasat kalite) embriyo sayisi 8
3. Kalite (vasat kalite) embriyo oran1 (%) 27,50
4. Kalite (zay1f kalite) embriyo sayis1 5
4. Kalite (zay1f kalite) embriyo orani (%) 17,24

Anadolu mandasinda in vitro kiiltiir 7. giiniinde farkli uygulamalardan alinmis

miitkemmel ve iyi kalitede blastosist goriintiileri sekil 4.16.”de verilmistir.
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Sekil 4.16. In vitro kiiltiir 7. giin mitkemmel ve iyi kalitede blastosist goriintiileri. (Mikromanipilator, NIKON
ECLIPSE TE300, X100, UHAEM, Ankara, 2020).
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5. TARTISMA

Diinyada son yillarda manda yetistiriciliginde, 6zellikle damizlik {iretimi amaciyla
ST, ET, OPU, IVF gibi yardimc1 tireme teknikleri kullanilmaktadir (Warriach ve ark. 2015,
Duran ve ark. 2017, Rubessa ve ark. 2019). Mandalarda ST, siiperoviilasyon ve ET
teknolojileri birlestirilerek distiin verimli hayvanlarin tiretiminin arttirtlmasi, siit yonli
seleksiyon yapilmasi ve genetik gelisimi artirilmasina ¢alisilmaktadir (Cruz ve ark. 1991,
Baruselli ve ark. 2020, Kumar ve ark. 2020). Yapilan bu ¢alismada resmi kayitlarda ve
literatiirde bulunmayan Anadolu mandasina ait in vitro emriyo tiretimi potansiyeli arastirildi.
Bu nedenle tartismanin biiyiik kismi1 Anadolu mandasina ait IVF ve embriyo iiretim verisi
resmi olarak bulunmadigindan diinyada yetistirciligi yapilan baska manda irklar ile
gerceklestirildi.

Farkl1 oosit elde etme yontemleri olmasina ragmen (OPU, LOPU) mezbaha kaynakl1
oositlerin in vitro embriyo iiretiminde yaygin bir uygulama alani bulunmaktadir. Bunun
nedeni ucuz ve bol miktarda oosit kaynagi olmasidir. Oosit elde etme teknigi olarak folikiil
aspirasyonu, ovaryumlarin kesilmesi ve diseksiyonu, folikiillerin patlatilmasi (Das ve ark.
1996), uygulanmalart mevcut olsa da aspirasyon yontemi en yaygin olarak kullanilir(Kumar
ve Anand 2012). Bu ¢alisma mezbahadan alinmis ovaryumlarda, oosit elde etme yontemi
olarak da ¢ok tercih edilen yontem olan aspirasyon yontemi kullanilmistir. Bu ¢aligmada
ovaryumlardan toplamda 395 adet oosit elde edildi. Hayvan basina ortalama 4,29 0osit aspire
edildi. Ovaryum basina ortalama 2,15 adet oosit alindi. Toplam oositlerin 334 adedi A+B
kalitede, 61 adedi C kalite ve dejenere durumda oldugu tespit edildi. Toplam A+B kalite
oosit oran1 %84,56, C ve Dejenere oosit orant %15,44 olarak belirlendi. Ovaryum bagina
ortalama 1,81 adet A+B kalite oosit, 0,33 adet C kalite ve dejenere oosit elde edildi (Cizelge
4.1.). Totey ve ark.’nin (1992) Akdeniz mandalarinda yaptiklar1 ¢alismada ovaryum basina
ortalama 0,45 oosit orani, Madan ve ark.’nin (1994a) Akdeniz mandalarinda yaptiklart
calismada ovaryum basina ortalama 0,47 oosit orani, Das ve ark. (1996) ile Nandi ve ark.’nin
(2000b) Hindistan Murrah mandalarinda yaptiklari ¢calismalarda ovaryum basina ortalama
0,6 oosit orani, Puri ve ark.’nin (2015) Hindistan’da mandalarda yaptiklar1 bir ¢alismada
ovaryum basina ortalama 1,15 kaliteli oosit orani bildirilmistir. Yapilan ¢calismanin verileri
bu c¢alismalarin verilerinden daha yiiksek olmustur. Samad ve ark.’nin (1998) Nili-Ravi

mandalarinda yaptiklart ¢alismada ovaryum basina ortalama 1,76 kaliteli oosit orani
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bildirilmis ve bu c¢alismanin verileri bu literatiire yakin bulunmustur. Yapilan ¢aligmanin
ovaryum aspirasyon verileri Boni ve ark. (1999) italyan mandalarinda bildirdikleri ovaryum
basina 3,0 oosit ortalamasi, Ruhil ve Purohit (2016) Murrah mandalarinda bildirdikleri
ovaryum bagina 3,66 oosit ortalamasi, Mistry ve Dhami’nin (2009) Surti mandalarinda
bildirdikleri ovaryum basina 3,12 oosit ortalamasindan diisiik olmustur. Bu yiiksek
ortalamanin ¢aligmanin yapildig1 manda irkindan kaynaklanmis olabilecegi diisiilmektedir.
Ayrica genel olarak mandalarda kaliteli oosit oran1 ovaryum basina 1,5 olarak bildirilmistir
(Nandi ve ark. 2002, Kumar ve Anand 2012). Yapilan ¢alismada bulunan kaliteli oosit orani
0,3 kadar ortalamanin iizerinde olmustur. Yapilan bu ¢alismada diisiik oosit verilerinin
mandalarda say1 olarak az primordial folikiil rezervinden [Surti mandalarinda yaklasik
12.000 (Danell 1987) Nilli-Ravi mandasinda yaklasik 19.000 (Samad ve Nasseri 1979)],
mandalarda Ostrus siklusu esnasinda diisiik sayida antral folikiiller olmasindan (Ty ve ark.
1989, Kumar ve ark. 1997), folikiiler atresia insidansinin yiiksek olmasi, mezbahaya
gonderilen mandalarin yaglanmig ve verimsiz olmasi (Ocampo ve ark. 1997, Kumar ve
Anand 2012) gibi sebeplerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

In vitro maturasyon g¢alismalarinda kullanilan basar1 kriterleri oldukga fazladir.
(Birler ve ark. 1997, Karagahin 2012, Kaymaz 2015). In vitro maturasyonun basarisini
belirleme amaciyla kumulus ekspansiyonu; kumulus oosit komlekslerin stereo mikroskopla
oositi c¢evreleyen kumulus hiicrelerinin genislemesi bakimindan degerlendirilebilir.
Germinal vezikiilin kirllmasi ve L. polar (kutup) cisimcigin atilmasi, kumulus hiicrelerinin
genislemesi ile yakindan iligkili goriilmiis ve kumulus hiicrelerinde genisleme olan oositler
maturasyonu ger¢eklesmis olarak kabul edilir (Suzuki ve ark. 1996, Birler ve ark. 1997,
Karagahin 2012, Kaymaz 2015). Bu ¢alismada, maturasyona alinan 334 adet oositten 329
adedinin mature oldugu tespit edildi. Boylece maturasyon orani %98,50 olarak tespit edildi.
Maturasyon siirecine alinan oositlerden 5 adedinin dejenere oldugu gozlemlendi.
Maturasyon bulgusu gézlenmeyen oositlerin orani %1,49 olarak gergeklesmis oldu (Cizelge
4.2.). Gasparrini (2006) tarafindan yilinda yapilan bir ¢alismada mandalarda maturasyon
oran1 %92,8, Gupta ve ark. (2001) %90, Puri ve ark. (2015) %88, Todey ve ark. (1992)
%81.7, Nandi ve ark. (2002) %85, Madan ve ark. (1994) %76,8 ve diger (Abdoon ve ark.
2001, Gupta ve ark. 2002, Raghu ve ark 2002b) %78,1 olarak bildirilmis. Yapilan ¢alismanin
in vitro maturasyon oranit bu c¢alismalardan yiiksek olmustur. Bu g¢alismanin in vitro

maturasyon oraninin yiiksek olmasinin kullanilan medyumlara, maturasyon siirelerine ve
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maturasyon degerlendirme kriterlerindeki farkliliklara bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Maturasyon kriteri olarak I. polar cisimcigin goriilmesi i¢in kumulus ekspansiyonu olan
oositler, pipetasyon islemi ile kumulus hiicrelerinden tamamen ayrilir. Daha sonra bu
oositler stereo mikroskop altinda incelenerek 1. polar cisimcigin varligi agisindan incelenir.
L. polar cisimcigini perivitellin bosluga atan oositler matur olarak degerlendirilir (Acar 2008,
Karasahin 2012, Kaymaz 2015), fakat bu yontem kullanilmasi1 durumunda kumulus hiicreleri
soyuldugu i¢in IVF basaris1 diismektedir ve bu nedenle in vitro embriyo tiretiminin diger
asamalarinin basar1 sans1 diisecektir. I.polar cisim tespiti in vitro maturasyon lizerine yapilan
arastirmalarda kullanilan bir yontemdir (Gasparrini ve ark. 2006, Hufana-Duran 2008,
Manik ve ark. 2019, Kumar ve ark. 2020). Bu ¢alisma sadece maturasyon belirleme amaci
ile yapilmadigi ve kumulus expansiyonu gozlemlenerek maturasyon belirlendigi i¢in bu
oranin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

In vitro fertilizasyon asamasi embriyo iiretim siirecinin ¢ok 6nemli bir agamasidir
(Galli ve ark. 2001). Bu yapilan ¢alismada, mature olan 334 adet oosit fertilizasyon siirecine
alindi. Yaklasik olarak 16-18 saatlik bir fertilizasyon periyodunun ardindan bazi oositlerde
I1. polar cismin varlig1 tespit edildi. In vitro fertilizasyona 334 adet oositten 5 (%1,49) adedi
fertilizasyon gerceklesmedigi, 21 (%6,28) adedinin dejenerasyona ugradigr gorildii.
Fertilizasyon siiresi bitiminden sonra 308 (%92,2) adet oositin fertilize oldugu kabul edildi
(Cizelge 4.3.). Birgok arastirmaci yaptiklari ¢aligmalarda ilk 24 saatte bdliinme oranin
fertilizasyon orani olarak sayilabilecegini bildirmistir (Brackett ve ark. 1981, Shioya 1993,
Acar 2008, Karasahin 2012, Kumar ve ark. 2020). Mandalarda yapilan ¢aligmalarda genel
olarak oositlerinin fertilizasyon orani sigirlara gére (%70) (Sales ve ark. 2015) diistik (%45-
50) (Suresh ve ark. 2009) olarak bildirilmistir. Oositlerin in vitro maturasyonu ve
fertilizasyonunun ardindan olusan tek hiicreli zigotun morula-blastosist asamasina kadar
kaldiklart medyum ortamina in vitro kiiltiir denilmektedir (Gordon 2003). Yapilan ¢alismada
fertilizasyondan sonra pipetasyon ve kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasi i¢in yapilan ve
biitlinliigii bozulmayan oositlerin tamamu kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire alinan ve zigot olarak
kabul edilen 308 adet embriyo 24. saatte stereo mikroskopla yapilan kontrolde, iki ya da
daha cok sayida boliinme gergeklestiren 93 adet oositte fertilizasyon gergeklestigi kabul
edildi. Anadolu mandalarinda CR1aa kiiltiir ortaminda ilk 24. saat boliinme orani1 %30,19
oldu. Boliinme gerceklesmeyen oosit sayisi 215, orani ise %69,81 olarak gerceklesti

(Cizelge 4.4.). Bu oranlar Sales ve ark.’nin (2015) %45-50; Madan ve ark.’nin (1994) %40;
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Chauhan ve ark.’nin (1997) %51-56; Sa Filho ve ark.’nin (2009) %41,7; Di Francesco ve
ark.’nin (2012) %52,7; Gasparrini ve ark.’nin (2014) %53,5; Konrad ve ark.’nin (2017)
bildirdikleri %64 oranlarindan diisiik, Totey ve ark.’nin (1992) %29,8, Suzuki ve ark.’nin
(1992) %27; Hufana-Duran’in (2008) %28,9; ve Nandi ve ark. (1998) bildirdikleri %27
oranlarina yakin olmustur. Caligmamizin béliinme oranit Hammam ve ark. (2010) yaptiklar
bir calismada bildirdikleri %18 oranindan yiiksek olmustur. Bazi calismalarda yliksek
boliinme oranlar1 elde edilmesinde kullanilan oosit kaynagi olarak farkli yontemlerin
kullanilmas1 ve fertilizasyonlarin farkli yontemlerle yapilmasi oldugu diisiilmektedir. Bu
calisma ile ayni oosit kaynagi kullanilan ve ayni yontemler kullanilarak elde edilen
fertilizasyon oranlar1 birbirine yakin olmustur.

Bu ¢alimada Anadolu mandasi embriyolarin kiiltiir ortaminda 96.saatte (4. giinde)
yapilan mikroskobik incelemesinde, morula, kompakt morula sayilar1 53 ve kiiltlire alinan
oosit sayisina orani ise %17,21 olarak tespit edildi (Cizelge 4.5.). Bu oran Konrad ve
ark.’nin (2017) %17; Sa Filho ve ark.’nin (2009) %19; Ferraz ve ark.’nin (2015) %19,5;
Totey ve ark.’nin (1992) %22, Palta ve Chauhan’in (1998) bildirdikleri %17 oranlarina yakin
olmustur. Baz1 ¢aligmalarda diisiik bulunmus oranlarin farkli kiiltiir medyumlar1 ve farkli
maddelerin denenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalardaki veriler oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢alismada, Anadolu mandas1 embriyolarin kiiltiire alinisindan itibaren 7.
giinde yapilan mikroskobik incelemelerde erken blastosist, blastosist, expanded blastosist
say1s1 29 ve erken blastosist, blastosist, expanded blastosist oran1 %9,42 oldu (Cizelge 4.6.).
Bu oran Madan ve ark.’nin (1994) %8,1, Madan ve ark.’nin (1996) %6.7’lik blastosist
oranindan yiiksek; Palta ve Chuahan’in (1998) %9, Shang ve ark.’nin (2007) %9,57,
Gasparrini ve ark.’nin (2014) %11,5, Hufana-Duran’in (2008) %10,5’lik blastosist oranina
yakin; Di Francesco ve ark.’nin (2012) %12,73, Chauhan ve ark. (1997), Chauhan ve ark.
(1998a), Nandi ve ark. (1998), Nandi ve ark. (2001), Raghu ve ark. (2002c) bildirdikleri
%15-30, Elamarank ve ark. (2012) bildirdikleri %16,1, Gasparrini ve ark. (2000)
bildirdikleri %14,9 blastosist oranlarindan diisiik olmustur. Yapilan bu ¢alismanin verileri
ile farklarin ayr1 manda irklarinda ve farkli kiiltiir medyumlar1 kullanilarak yapilmis ¢caligma
verileridir. Genellikle ¢alismamiza yakin oranlarin Anadolu mandasina genetik olarak yakin
(Akdeniz mandasi) olan irklarda yapilan ¢alismalar oldugu goriilmektedir.

Bu c¢alismada Anadolu mandasi embriyolarinin kiiltiire alinigindan itibaren 8.-10.

giinlerde yapilan mikroskobik incelemelerde hatching ve hatched blastosist sayisi 12 ve
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orani ise %3,89 oldu (Cizelge 4.7.). Bu calismanin verileri, Madan ve ark. (1994)
bildirdikleri toplam oosit sayisindan hatched blastosiste erisme orant %0,57°den yiiksek
olmustur. Yapilan ¢alismanin bu verisi Palta ve Chauhan (1998) bildirdikleri %4, Hufana-
Duran (2008) yaptig1 calismada toplam oosit sayis1 iizerinden %3,3 hatched blastosist orani
ile cok yakin olmustur. Bu ¢aligmada toplam yariklanmis oositlerde hatched blastosiste
erisme orant %12,9 olarak bulunmustur. Bu oran Hufana-Duran (2008) tarafindan bildirilen
kiiltiirede ilk boliinme meydana getirmis embriyo sayisinin hatched blastosiste erisme orani
olan %6’dan yiiksek olmustur. Bu ¢alismada toplam blastosistten hacthed blastosiste erisme
orant %41,37 olarak gerceklesti. Bu oran Verma ve ark. (2007) yaptiklar1 bir ¢aligmada
toplam blastosistlerin hatched blastosiste erisme oranindan (%14,63) ¢ok yiiksek olmustur.
Bu farkin olusmasinda ¢esitli faktorlerin (IVC medyumlari, mandalarin 1rki, yasi, mevsim,
iklim, cografi bolge vs.) etkili oldugu bilinmektedir.

Bu calislmada, Anadolu mandasi embriyolarinin CRlaa kiiltiiriinde 308 adet
ferilizasyon gerceklesmis zigotlarin 7. Giinde yapilan kalite degerlendirmesine gore 29
(%9,42) adet blastosist asamasina erismis, bunlarin 7 adedi (%24,13) 1. kalitede
(miikemmel), 9 adedi (%31,03) 2. kalite (Iyi), 8 adedi (%27,50) 3. kalite (vasat), 5 adedi
(%17,24) 4. kalitede (zayif) olarak siniflandirildi. Dondurulabilir kalitede embriyo sayisi 16
adet (%55,17) olmustur. Vasat kalitede olan 8 adet blastosist ancak taze transfere uygun
kalitede oldugu gorilmistiir (Cizelge 4.8.). Nandi ve ark. (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada
elde edilen manda blastosistlerin %44 niin miikemmel ve iyi kalitede oldugunu, %34 iiniin
vasat kalitede oldugunu ve %14’niin dejenere oldugunu bildirmislerdir. Gasparrini ve ark.
(2000) yaptiklar1 bir ¢alismada miikemmel ve iyi (1. ve 2. Kalite) kalitede embriyo oranini
%11,3 olarak bulmus bu oran yapilan ¢alismadan diisiik olmustur. Embriyo kalitesi {izerine
etkili oldugu bilinen birgok faktor vardir. Bu faktorler arasinda kesilen hayvanlarin yasi,
kesime gitirildigi mevsim, ovaryumlarin laboratuvara getirilme siiresi, oosit elde etme
yontemi, oosit kalitesi, kullanilan medyumlai, kimyasallar, IVM /IVF/ IVC yontemi

bulunmaktadir.
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6. SONUC

Bu ¢alisma ile Anadolu mandalarinda elde edilen toplam oosit sayisi, kalite oosit
orani, dejenere oosit orani, maturasyona alinan oosit orani, fertilizasyona alinan oosit orani,
kiiltiire alinan oosit orani, 24.- 48. saat boliinme orani, 96. saat (4. giin) morula, kompakt
morula orani, 7. glin erken blastosist, blastosist, expanted blastosist orant, 8.-10. giin hatched
blastosist orani, seklinde belirtilen oositlerden embriyo olusumuna kadar gelisim
parametreleri ve embriyo kaliteleri standart IVF protokolleri kullanilarak belirlenmeye
calisildi. Anadolu Mandasiin in vitro embriyo iiretim potansiyelini ortaya konulmasiyla,
gelecekte yapilacak caligmalara bir alt yapi olusturulmaya c¢alisildi. Yapilan ¢alismada
Anadolu Mandasinin mezbaha materyalinden elde edilen ve yok olacak oositlerin embriyo
iiretim asamalarindaki cesitli parametreleri degerlendirilerek embriyo iiretim potansiyeli
belirlenmeye ¢alisildi. Calisma sonrasinda elde edilen bulgular, Anadolu Mandasinda in
vitro embriyo gelisim parametreleri hakkinda fikir vererek, arastirmacilarin gelecekte bu
alanda yapilacaklar1 ¢alismalar1 planlanma asamalarinda daha tutarli ve sonug¢ odakli, daha
verimli yol almalarina olanak saglanacag diistiniilmektedir.

Genel kani olarak Anadolu mandast IVF verileri, IETS diinya ortalamasi verileri
bakimindan sigir IVP degerlerinin yaklasik olarak yarisi, literatiir verileri ile diger manda
irklarindan goreceli olarak yiiksek olmustur. Anadolu mandasi IVP c¢alismalarinda,
Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) ¢alismalari, farkli aspirasyon teknikleri, farkli
maturasyon medyumlari, farkli kiiltiir medyumlar1 ve farkli fertilizasyon protokollerinin
denemesinin gerektigi ortaya ¢ikmistir.

Bu ¢alisma ile 6nlimiizdeki siirecte gesitli amaglarla (ticari, genetik kaynak koruma,
1slah) Anadolu mandasi iizerine yapilacak in vitro fertilizasyon ve embriyo iiretim
caligmalarina 11k tutulmaya c¢alisildi. Ayrica ¢alismanin Anadolu mandasi hakkinda bilgi alt

yapisinin gelistirmesi ve literatiire katki1 saglanacag diisiiniilmektedir.
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