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Ozet: Bu calismada in vitro retilmis koyun embriyolarinin alici koyunlara transfer edilmesi hedeflenmistir. Mezbahada kesilen
Kivircik irki koyunlarin ovaryumlart alinarak 30-35 °C isidaki PBS (fosfat tamponlu tuz) solisyonu igerisinde laboratuvara
getirilmistir. 1-6 mm capindaki follikiillerin agilarak iclerinin yikanmasiyla kumulus-oosit kompleksleri elde edilmis ve sodyum
piruvat, follikil stimtlan hormon (FSH), luteinizan hormon (LH) ve %10 fotal buzagdi serumu (FCS) ilaveli medyum-199 igerisinde,
38.5 °C is1 ve %5 CO,'li ortamda 24 saat olgunlastiriimistir. Ug adet Kivircik irki kogtan alinan ve pooling yapilan taze sperma,
percoll-gradient yontemi ile in vitro fertilizasyon amaciyla hazirlanmis ve %2 SES (Ostrustaki koyun serumu) ilaveli SOF bazli
fertilizasyon medyumu igine alinan oositlerin Uzerine ilave edilerek (0.8x1 0° spermatozoon/ml) 20-21 saat inkiibe edilmistir. Fertilize
edilen oositler sentetik ovidukt medyumuna (SOF) aktariimig ve %5 CO,, %5 O, ve %90 N,'lu gaz Karigimi bulunan ortamda 8 giin
kiltlre edilmistir. Kiltlrdeki 4. giin oositlerin bulundugu medyuma 1.5 mM glikoz ilave edilmistir. Kiltiire edilen embriyolar
yariklanma ve embriyo gelisimi acisindan sirastyla Kiltirin 4. ve 8. giinu kontrol edilmistir.

Calismada toplam 534 oosit in vitro fertilize edilmis, bunlardan 407 tanesi (%76,2) yariklanmistir. Yariklanan embriyolardan 119
(%29,2) morula ve 69 (%16,9) blastosist elde edilmistir. Blastosist donemindeki embriyolardan 40 tanesinin, 6strus
senkronizasyonu yapiimis 17 alict Koyunun uterusuna transferinden 40 giin sonra yapilan ultrasonografik incelemelerde 10 tanesinin
gebe oldugu (%58,8) saptanmustir. Bunlardan 7 tanesi saglikli 8 kuzu dogurmus, 7 kuzu tasidigi saptanan diger 3 koyunda ise
dedisik nedenlerden dolay!r dogumlar ger¢eklesememistir. Transfer edilen embriyo sayisina gére, implantasyon orani %37,5, saglikli
dogan kuzu orani ise 9%20,0 olarak gerceklesmigtir.

Anahtar Sézcikler: Koyun, in vitro tretim, embriyo transferi

Transfer of In Vitro Produced Sheep Embryos

Abstract: The objective of the present study was to transfer sheep embryos produced in vitro to recipient ewes. Ovaries were taken
from slaughtered Kivircik ewes and transferred to the laboratory in phosphate buffered saline (PBS) at 30-35 °C. The cumulus-
oocyte complexes were obtained by slicing and washing 1-6 mm diameter follicles and matured for 24 h in medium 199
supplemented with sodium pyruvate, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and 10% fetal calf serum (FCS)
at 38.5 °C under 5% CO, in humidified atmosphere. Fresh semen was collected from three Kivircik rams, pooled and prepared for
in vitro fertilization by the percoll-gradient method. Matured oocytes were transferred into synthetic oviduct fluid (SOF) based
fertilization medium supplemented with 2% sheep oestrous serum (SES) and co-incubated with semen (0.8 x 108 spermatozoon/ml)
for 20-21 h. After fertilization, presumptive zygotes were transferred into SOF medium and incubated for 8 days under an
atmosphere of 5% CO,, 5% 0, and 90% N, at 38.5 °C. Glucose (1.5 mM) was added to the culture medium on day 4. In culture,
embryos were checked for cleavage and embryo development on days 4 and 8, respectively.

A total of 534 oocytes were inseminated in vitro, 407 (76.2%) cleaved, and 119 (29.2%) and 69 (16.9%) reached the morula and
blastocyst stages, respectively. Forty days after the transfer of 40 blastocysts into the uteri of 17 recipient ewes, pregnancy was
detected in 10 ewes (58.8%) by ultrasonography and 7 ewes gave birth to 8 live lambs. The other 3 ewes, which had 7 fetuses,
could not have live offspring. According to the transferred embryos, the implantation rate was 37.5% and the live lamb rate was
20.0%.
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Giris

Koyun populasyonu ile dinyanin sayili Ulkeleri
arasinda yer alan Turkiye, kuiltur irki ve melezlerinin
dustk oranda olmasi ve yerli Irk Kkoyunlarin verim
duzeylerinin dusukligu nedeni ile hayvansal Uretim
acisindan  istenilen  dizeyde  bulunmamaktadir.
Gunumuzde biyoteknolgjik yontemler kullanarak hayvan
1slahint hizlandirmak ve hayvanlarin verim duzeylerini
artirmak mumkin goérilmektedir. Bu uygulamalardan
sun’i tohumlama ve embriyo transferi yaninda in vitro
fertilizasyon teknigi ile de istenilen 6zelliklerde daha fazla
sayida yavru elde edilebilmektedir. Ozellikle in vitro
fertilizasyon teknigi ile seksuel olgunluga ulasmamis geng
hayvanlardan oldugu gibi, mezbahaya sevkedilmek
zorunda kalinan degerli hayvanlardan da
yararlanilabilmektedir. Ayrica bu teknikler tiri
kaybolmak Uzere olan hayvanlarin kKorunmasinda da
6nemli bir ydntemdir (1-3).

Dinyada ¢iftlik hayvanlari bazinda in vitro
fertilizasyon  yontemiyle  Uretilen  embriyolarin
transferlerinden %18-65,7 oranlarinda gebelik (2,4,5)
ve 9%5-49 oranlarinda yavru (2,5,6) elde edilmesine
ragmen, Ulkemizde bu konuda yapilan calismalarda
gebelik ve yavruya ulasilamamistir. Dustk gebelik ve
yavru oranlarinin  sebepleri arasinda in vitro
olgunlastirma, fertilizasyon ve kuiltir asamalarinda
Karsilagilan yetersizlikler ve transfer edilen embriyo ile
tasilyict koyun arasindaki senkronizasyon sorunlari bags
siralarda yer almaktadir.

Bu calismada; mezbaha materyalinden elde edilen
primer koyun oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi, in
vitro fertilizasyonu ve fertilize edilen oositlerin 7-8
gunlik in vitro kualtdrd ile gelistirilen blastosist
dénemindeki embriyolarin tasiyici annelere transferinden
Ulkemizde ilk kez gebelik ve yavru elde etmek
amaclanmigtir.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini ismer mezbahasinda (Tuzla,
istanbul) Kesilen koyunlarin ovaryumlari olusturdu.
Ovaryumlar 30-35 °C isidaki PBS (fosfat tamponlu tuz)
sollsyonu icerisinde laboratuvara getirildi. Medyumlarin
hazirlanmasinda kullanilan kimyasal malzemenin timu
“Sigma Chemical Company”den satin alinmigstir.
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Oositlerin Elde Edilmesi ve Olgunlastiriimast:
Ovaryum yizeyinde bulunan 1-6 mm c¢apindaki
follikullerin agilmast ve iclerinin Hepes tamponlu oosit
yikama medyumu [15 mM Hepes (free acid), 15 mM
sodyum Hepes, 0.3 mg/ml sodyum bikarbonat, 0.01
mg/ml heparin sodyum tuzu, 0.075 mg/ml penisilin G-
potasyum tuzu, 0.05 mg/ml streptomisin sulfat, 0.08
mg/ml kanamisin monostulfat ve %10 FCS ilaveli M-199
(with Earle’s salts)] ile yikanmasi sonucu elde edilen
yikanti sivilart stereo mikroskop altinda incelenerek
kumulus-oosit kompleksleri (homagjen vitellus ve en az 4
sira kompakt kumulus hcrelerine sahip oositler)
toplandi. Bu oositler 3 defa oosit yikama medyumunda ve
1 defa in vitro olgunlastirma medyumunda [0.3 mM Na
piruvat, %10 FCS, 10 pg/ml FSH ve10 pg/ml LH ilaveli
M-199 (with Earle’s salts)] yikanarak 4-gozli petri
kutularina transfer edildi. 4-gézli petri kutularina
yerlestirilen ve Uzerleri mineral yag ile kaplanan oositler
38.5 °C 1s1 ve yuksek nemli ortamda %5 CO,'li
inklbattrde 24 saat inkibe edildi. Mezbahadaki kesim ile
Kulture baglanma arasindaki surenin 5 saati gegmemesine
6zen gosterildi.

Oositlerin Fertilizasyonu: Fertilizasyon amaciyla
elektro-egjakilator yardimiyla elde edilen taze Kkog
spermasl kullanildi. En az 3 Kogtan alinan sperma pooling
yapildi ve percoll-gradient yontemi ile hazirlandi. Kisaca;
iki farkli Percoll tabakasi (%90 ve %45) Uzerine birakilan
sperma 1500 g'de 15 dakika santrifijje edildikten sonra
st kisim atilarak kalan pellet hepesle tamponlanmis SOF
medyumuyla [3 mg/ml BSA-fraction V, 2.1 mg/ml
sodyum bikarbonat, 0.72 mg/ml D-glikoz, 0.06 mg/ml
pirtvik asit, 0.25 mg/ml L-glutamin, 0.12 mg/ml
kanamisin monosulfat, 0.075 mg/ml penisilin G-
potasyum tuzu, 0.05 mg/ml streptomisin sulfat ilaveli]
sulandirildi ve tekrar 600 g'de 6 dakika santrifijje edildi.
Olusan pellet sulandirilarak konsantrasyon tayini yapildi
ve bu sekilde hazirlanan spermatozoonlar (0.8x10°
spermatozoon/ml) fertilizasyon medyumuna alinan [%2
SES ilaveli, bikarbonat tamponlu SOF (0.1 mg/ml pirtvik
asit, 0.15 mg/ml L-glutamin, 0.08 mg/ml kanamisin
monosllfat, 0.075 mg/ml penisilin G-potasyum tuzu,
0.05 mg/ml streptomisin sllfat ilaveli) medyumu] in vitro
olgunlastirilmis oositlerin tzerine ilave edildi.

Zigotlarin Kultird: 20-21 saatlik fertilizasyonu
takiben hicrelerin timi 3 mg/ml BSA (fatty acid free), 20
pl/ml  esansiyel aminoasit solusyonu, 10 pl/ml
nonesansiyel aminoasit solisyonu, 0.03 mg/ml pirlvik
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asit, 0.04 mg/ml L-glutamin, 0.08 mg/ml Kkanamisin
monosUlfat, 0.075 mg/ml penisilin G-potasyum tuzu,
0.05 mg/ml streptomisin sulfat ilaveli kiltir medyumuna
(SOF medyumu) transfer edildi ve disik oksijen
dizeyinin saglandigi (%5 CO0,+%5 0,+%90 N,)
anaerobik jar icerisinde 39 °C is1 ve yiksek nem
sartlarinda 8 gin Kiltire edildi. Kiltirin 4. gind herbir
kultur gozune 1.5 mM glikoz ilave edildi. Kulturin 4.
gunu ve Kultir sonunda degerlendirme yapilarak
embriyolarin yariklanma (cleavage) ve gelisim durumlari
kaydedildi.

Embriyo Transferi: Kultir sonunda blastosist

dénemine ulasan embriyolar (Sekil 1-3) senkronize
edilmis alici koyunlarin (n=17) uteruslarina transfer
edildi. Transfer iglemi koyunlarin asim sezonu olan
Temmuz-AgJustos aylarinda gerceklestirildi. Tastyicl
koyunlarin hormonal agidan embriyolarla ayni dénemde
olmasi i¢in bu koyunlarda 6strus senkronizasyonu
amaciyla 60 mg

uygulandi.  Senkronizasyon

Sekil 1. Expanded (geniglemis) blastosist déneminde bir koyun

embriyosu.

——

Sekil 2. Hatching blastosist (zona pellusidadan ¢ikmakta olan)

dénemindeki 2 embriyo.

medroxyprogesterone acetate emdirilmis  vajinal
sungerler (Synchron Sponge; Vetimex-Vetifarm) 14 gin
boyunca tatbik edildi ve stungerlerin ¢ikarildigi gtin herbir
koyuna 500 i.U. PMSG hormonu (Synchroject; Vetimex-
Vetifarm) kas ici enjekte edildi. Uygulamalardan 60 saat
sonrasi, 6strus (0. gin) olarak kabul edildi. Tasiyic
koyunlar transfer glninde sikluslarinin 6. gunlerinde
olacak sekilde hazirlandi ve kulturde 7. ginlerinde olan
blastosist dénemindeki embriyolarin  transferleri
gerceklestirildi. Laparatomi amaciyla rompun ve diazem
ile sedasyonu takiben koyunlara lumbo-sakral anestezi
(Jetokain ampul) uygulandi ve sirt ustu yatirilan
hayvanlarda median hattan memeye kadar uzanan
ensizyon ile ovaryumlar bulundu. Alict hayvanlardaki
ovaryum bulgularina gére, korpus Iuteum bulunan
taraftaki kornu uterinin proksimal ucu kit bir kanille
delindi ve bu kisimdan girilerek yaklasik 10 pl medyum
icerisindeki embriyolar (2-3 adet) kornu igerisine transfer
edildi (Sekil 4).

Sekil 3. Hatched blastosist (zona pellusidadan ¢ikmig) donemine

ulasmis bir koyun embriyosu.

In vitro dretilmis embriyolarin tasiyici koyunun uterusuna
transfer edilmesi.

Sekil 4.

1423



in Vitro Uretilen Koyun Embriyolarinin Transferi

Gebelik tanisi: Embriyo transferi uygulanan alici
hayvanlara operasyondan 40 gin sonra ultrasound
(3.5MHz, mikrokonveks) ile gebelik incelemesi yapildi.
Gebeligin teyit edilmesinde hem Kkotiledonlarin hem de
yavrunun gorilmesi esas alindi.

Bulgular

Calismada 534 oosit kullanildi, bunlardan 407 tanesi
(%76,2) yariklanma (cleavage) gosterdi. Yariklanan
oositlerden 69 tanesi (%16,9) blastosist dénemine ulasti.
Elde edilen veriler Tablo 1'de yer almaktadir.

Blastosist dénemine ulasim en erken kiltirin 6. gini
oldu. Elde edilen blastosistlerin %44,9'u (31/69)
kultdrin 6. gind, %46,4°0 (32/69) kilttrun 7. glnu ve
%8, 7'si (6/69) kilturin 8. glnu bu asamaya ulastl.
Embriyo transferi amaciyla sadece kultirin 6. ve 7.
gininde blastosist doénemine gelisen embriyolar
kullanildi.

Embriyo transferi gerceklestirilen 17 koyunun
ovaryumlarinda toplam 33 korpus luteum (en az 1, en
fazla 3; koyun basina 1,9+0,7) tespit edilmis olup,
Korpus luteumlarin bulundugu taraftaki kornu uterilere
40 adet blastosist dénemindeki embriyo (en az 1, en fazla
3; koyun basina 2,4+0,7) transfer edildi. Transfer edilen
40 embriyonun 8 tanesi (%20,0) blastosist, 26 tanesi
expanded (geniglemis) blastosist (%65,0), 3 tanesi
hatching (zona pellusidadan cikmakta olan) blastosist
(%7,5) ve 3 tanesi hatched (zona pellusidadan ¢ikmis)
blastosist (%7,5) déneminde idi.

Transferleri gerceklestirilen 17 koyunun gebeliklerinin
45. guninden (transfer glini = gebeligin 6. glini) sonra
yapilan ultrasonografik incelemelerinde 10 tanesinin gebe
oldugu (%58,8) saptandi (Tablo 2). Bu koyunlarda 15
yavrunun varligi belirlenmesine ragmen, saglikli dogum
yapan 7 koyundan 8 saglikli kuzu (Sekil 5) elde edildi
(gebelik slresi = 147+1,8 gin). Dider 3 koyundan bir
tanesi dogumuna 25 gin kala metabolik bir hastalik
sonucu 6ldi ve yapilan otopside bu koyunun Ugliz kuzu
tasidigi saptandi. Ucliz kuzu tasiyan diger bir koyun ise
vaginal akinti nedeniyle sezaryene alindi ve Kuzularin
yaklasik 2-3 aylik yasta iken gelisimlerinin durdugu ve
masere olduklart gorildu. Oldukga iri bir yavru taslyan 3.
koyunda ise dogum gerceklesemediginden yavru olu
bulundu.

Transfer edilen embriyo sayisina gére implantasyon
orani %37,5 (15/40), saglikli dodan kuzu orani ise
%¢20,0 (8/40) olarak gerceklesti.

Tartisma

Mezbaha materyalinden elde edilen primer koyun
oositlerinin in vitro olgunlagtiriimasi, fertilizasyonu ve
blastosist dénemine kadar in vitro kiltrinu takiben elde
edilen blastosistlerin tasiyici koyunlara transferinin
gergeklestirildigi bu calismada, in vitro kultlrdeki 6-8.
gunlerde blastosist donemine ulasildigi gézlenmistir. Bu
gbzlem, zigotlarin in vitro ortamda 4-6. glnlerde, in vivo
ortamda ise 5-6. gunlerde blastosist donemine ulastigini
bildiren Walker ve ark. (7)'nin verileri ile geliskilidir. Buna
karsin Gomez ve ark. (5), blastosist dénemine buyUk

) Tablo 1. In vitro fertilizasyon ile elde edilen
Embriyo Sayisi embriyolarin gelisme durumlari*,
Oosit Sayisi Yariklanan Oosit Sayist (%)
Morula (%) Blastosist (%)
534 407 (76,2) 119 (29.2) 69 (16,9)
* Sekiz gunlik in vitro kiltir sonrasi.
Tablo 2. In vitro uretilen embriyolarin
Transfer edilen  Tastyict koyun  Gebe kalan koyun ~ Dodum yapan koyun Canli yavru transferini takiben ulagilan
embriyo sayisi saylst sayisl (%) sayisl (%) saylsl (%)* sonuglar.
40 17 10 (58.8) 7 (41,2) 8 (20,0)

* Transfer edilen embriyo sayisina gére hesaplanmistir.
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in vitro Uretilmis embriyolann transferi ile dogan ilk
kuzular.

Sekil 5.

Olctde 6 ve 7. glnlerde ulasildigini bildirmistir. Bu durum
calismamizda da benzerdir.

Bircok arastirict (1,8-11) in vitro fertilizasyon ile
oldukca disik blastosist oranlari (%0-7) bildirirlerken,
O'Brien ve ark. (12), Sevillano ve ark. (3) ve Gomez ve
ark. (5)'nin belirttikleri blastosist oranlar (sirasiyla %6-
11, %13 ve %18,8) sunulan calismada elde edilen
blastosist oranina (%16,9) yakin gerceklesmistir. Buna
karsin O'Brien ve ark. (2) ve Holm ve ark. (6,13)'nin
bildirdikleri 9%30-40 blastosist oranlari calismamizda elde
ettigimiz oranlarin oldukca Uzerindedir.

Thompson ve ark. (14), in vivo olarak bir ve iki
blastomerli déneme gelismis koyun embriyolarinin in vitro
kulturdnu takiben transferi ile gebelik oraninin %57
oldugunu bildirmiglerdir. Sunulan c¢alismada in vitro
fertilizasyon kullanildigi halde gebelik orani bu orana
benzer olmustur. Bu durum, oositlerin in vitro
olgunlastirilmasi ve fertilizasyonunun in vivo ortama yakin
sekilde gerceklestirilebildigini gdstermektedir.

O'Brien ve ark. (2), prepubertal koyun oositlerinin in
vitro fertilizasyonu ile elde edilen embriyolarin laparatomi
ile transferini takiben 9660 gebelik orani, transfer edilen
embriyolardan %35’inden ise yavru elde edildigini
bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar (2) eriskin koyun
oositlerinin in vitro fertilizasyonu ile elde edilen
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