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ARASTIRMA

Duvelerde Dondurulmug Embriyolarin Transferinde
Embriyonun Uterusta Birakildigi Kornu Uteri ve Derinliginin
Gebelik Orani Uzerine Etkisi

Bu c¢alisma, diivelerde dondurulmus embriyolarin transferinde embriyonun korpus luteumun
bulundugu ovaryuma goére birakildigi kornu uteri (ipsilateral/kolleteral) ve derinliginin
(derin/ylizeysel) gebelik orani Uzerine etkisini belilemek amaciyla yapildi. Derin transfer,
embriyonun kornu uterinin, bifurkasyo bdlgesinden sonraki Gglnci 1/3'lik kismina birakilmasi
olarak tanimlanirken, yiizeysel transfer ise embriyonun kornu uterinin bifurkasyo bdlgesinden
sonraki ilk 1/3’luk kismina birakilmasi olarak tanimlandi. Bu tanimlamalara ve korpus luteumun
lokalizasyonuna gore tasiyicilar rasgele dort gruba ayrildi. Etilen glikolle direk transfer metoduna
gore dondurulmus birinci kalite embriyolar taslyicilara 6striis (0. giin) sonrasi 7. glinde; Grup I'de
derin-ipsilateral (n=12), Grup II'de yuzeysel-ipsilateral (n=13), Grup IlI'de derin-kolleteral (n=13),
Grup IV'te ise ylizeysel-kolleteral (n=12) olarak transfer edildi. Tasiyicilarin gebelik muayeneleri 28.
glinde trans-rektal ultrasonografi ile yapildi. Gebelik oranlari gruplarda (Grup I, Grup Il, Grup Ill ve
Grup V) sirasiyla %41.7 (5/12), %61.5 (8/13), %30.8 (4/13) ve %25 (3/12) tespit edildi. Gruplarin
gebelik oranlari arasindaki farklilik istatistiki olarak énemli bulunmad: (P>0.05). Yapilan transferler
sadece derin ve ylzeysel olarak gruplandirildiginda gebelik oranlari sirasiyla; %36 (9/25) ve %40
(11/25) oldu, fakat gebelik oranlari arasindaki farklilik 6nemli olarak tespit edilmedi (P>0.05).
Transferler sadece ipsilateral ve kolleteral olarak gruplandirildiginda ise gebelik oranlar sirasiyla
%52 (13/25) ve %28 (7/25) oldu. Istatistiksel olarak ipsilateral transfer grubunda elde edilen gebelik
orani, kolleteral transferlerden ylksek olma egiliminde oldugu géruldi (P=0.07). Sonug¢ olarak,
etilen glikolle dondurulmus birinci kalite embriyolarin korpus luteumla ayni taraftaki kornu uteriye
birakilmasi gerektigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Derin-ylizeysel, ipsilateral-kolleteral, embriyo transfer, gebelik orani, duve.

Effect of the Depth and Site of Embryo Deposition on Pregnancy Rate after
Embryo Transfer in Heifers

This study was conducted to determine the effects of both the uterine horn of the cryopreserved
embryo placement according to corpus luteum, ipsilateral or colleteral, and the depth of embryo
placement in the uterine horn on pregnancy rates in heifers. Deep transfer was defined as the
injection of the embryo in third one-third of the cornu uterine, while shallow transfer was defined as
the injection of embryo in first one-third stage of the cornu uterine. According to this definition and
location of the corpus luteum, recipients were divided into four different groups. On day 7 after
oestrus, embryos, grade1 embryos frozen with ethylene glycol by direct transfer method, were
transferred deep-ipsilateral in Group | (n=12), shallow-ipsilateral in Group Il (n=13), deep-collateral
in Group Il (n=13) or shallow-collateral in Group IV (n=12). Pregnancies were examined 28 days
after transfer by ultrasonography. Pregnancy rates in Group |, Il, Ill and IV were 41.7% (5/12),
61.5% (8/13), 30.8% (4/13), and 25% (3/12), respectively. The differences among groups were
non-significant (P>0.05). When transfers are analyzed as deep and shallow groups, the pregnancy
rates were 36% (9/25) in deep group, 40% (11/25) in shallow group, but the difference was not
significant. If transfers are evaluated as ipsilateral and colleteral, pregnancy rates were 52%
(13/25) in ipsilateral group and 28% (6/25) in collateral group. Pregnancy rate in ipsilateral transfers
tended to be higher than in collateral transfers (P=0.07). It is concluded that the embryo should be
placed in the uterine horn ipsilateral to the corpus luteum in direct transfer.

Key Words: Deep-shallow, ipsilateral-colleteral, embryo transfer, pregnacy rate, heifer.

Girig

GlUnumuzde embriyo transferi giftlik hayvanlari yetistiriciliginde genetik ilerlemeyi
hizlandirmak ve kaliteli damizliklarin sayisini arttirmak amaciyla ineklerde rutin olarak
kullanilan biyoteknolojik yéntemlerden biridir (1). Ancak embriyo transferi sonrasinda
elde edilen gebelik orani tzerine birgok faktériin etkisi oldugu ve bu faktérlere bagh
olarak gebelik oranlarinin ¢ok degisken oldugu bilinmektedir (2). Dislik gebelik
oranlarinda embriyo transferinin maliyetinin daha da yikselecegdi ve 6zellikle tGlkemizde
bu teknigin cogunlukla ithal edilen dondurulmus embriyolar kullanilarak yeni kullanmaya

" Bu galisma, Ekim 2007 Antalya'da diizenlenen IV. Ulusal Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama
Kongresi’'nde “Sigir Embriyo Transferinde Embriyonun Birakildigi Derinlik ve Yerin Gebelik Oranina
Etkisi” basligiyla poster bildiri olarak sunulmustur.
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baslandi§i g6z 6niine alindidinda gebelik basina olusan
maliyetin  dUsurilebilmesi icin gebelik oranlarinin
arttirnimasinin  6ncelikli hedefler arasinda olmasinin
gerekliligi daha iyi anlagiimaktadir (3, 4).

ineklerde gebeligin olusumu ve devamhhdi igin
uterus, embriyo ve ovaryum arasinda bir seri kompleks
olaylarin gerceklesmesi gerekmektedir. Fertilizasyon
sonras| embriyo ovidukt kanalindan gecerek ovulasyon
sonrasi takriben 3-4. gunlerde uterusa ulagsmaktadir (5).
Ovulasyonu izleyerek ovaryum uzerinde sekillenen ve
olgunlagan  korpus luteumdan (KL) salgilanan
progesteronun etkisi ile uterus; embriyonun
implantasyona kadar yasamasi igin gerekli sekresyonlari
yapmakta ve blylylp gelismesine ev sahipligi
yapmaktadir (6, 7). izleyen giinlerde ise zonasindan
cikarak elips tarzinda uzamaya baglayan embriyonun
trofoblast hucrelerinden 15-16. gunlerde ise gebeligin
maternal kabulu igin sinyal niteliginde olan interferon-tau
(IEN-1) dretiimeye baslamaktadir (8, 9). Gebeligin
maternal kabulii sonrasi embriyo uterus duvarina
implante olmakta ve yavru zarlarinin gelisimi ile gebelik
devam etmektedir. Bu sirecin fizyolojik dlzeninde
islemesi icin embriyo transferinde embriyonun gelisme
evresine uygun siklus yasinda olan tasiyicilarin
uteruslarinin uygun lokalizasyonuna birakilmasi énemli
olabilir. Zira daha 6énce ineklerde ve insanlarda yapilan
bazi galismalarda embriyonun KL’a gore transfer edildigi
kornu uteri tarafinin ve transfer derinliginin gebelik orani
Uzerine etkili oldugu bildirilmigtir (10-12).

GUnumuzde yaygin olarak tercih edilen non-sirurjikal
embriyo transfer metodu, transfer kateterine yerlestirilen
embriyonun rekto-vaginal yolla reprodiktif organlar
Uzerinde elle vyapllan manipilasyonlarla uterusa
birakilmasiyla gerceklestiriimektedir (3). Reproduktif
sistem genel olarak ovaryum disindaki organlarin tubuler
bir kanal olusturacak sekilde birbiriyle baglamasindan
olusmaktadir. ineklerde serviks ve uterusun anatomik
yapisinin  diger tlrlere gbére bazi farkhliklari
bulunmaktadir. Bu farkliliklar suni tohumlama ve embriyo
transferi pratigi icin olduk¢ca ©nemlidir. Serviks uteri,
yaklasik 8-10 cm uzunlugunda olup kanali mukozanin
olusturdugu enine kivrimlar nedeniyle 6zellikle siklusun
didstris  doéneminde  sirkiler tarzda tamamen
kapanmaktadir (14). Bununla birlikte duvelerde daha ince
yapili olup dar bir lumene sahiptir. Uterus ise nispeten
kisa bir korpus uteri ve birbirinden uzaklasan uzun iki
kornu uteriden olugsmaktadir. Didstriis doneminde kornu
uteriler progesteronun etkisiyle yumusak hamur kivamini
almakta ve ventrale dogru ybnelerek kendi Uzerinde
kivrilmaktadirlar (14, 15). Bu farkliliklara bagh olarak
embriyo transferi uygulamalarinda guglukler
olusabildiginden embriyo transferinde gebelik oranini
etkileyen faktorlerden biri de pratisyenin tecriibe
dizeyidir (13, 16, 17). Cunkli embriyonun transferinin
diéstris déneminde yapilmasinin gerekliligi, divelerde
transfer islemi sirasinda kateterinin kapali ve dar bir
serviks kanalindaki sirkuler plikalardan gegirilmesini bunu
takiben kornu uterilerden birine ydnlendiriimesi ve
ilerletilebilmesi igin kendi Uzerine katlanmis yumusak
kivamli ve kigiik hacimli kornu uterinin mimkiin olan en
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az travma olusturacak el
dizlestirilmesini gerektirmektedir (18).

maniplasyonlariyla

Sunulan bu c¢alismada etilen glikolle direk transfer
metoduna gore dondurulmus embriyolarin, ipsilateral (KL
bulundugu ovaryum tarafindaki kornu uteri)/kolleteral (KL
bulundugu ovaryumun aksi tarafindaki kornu uteri)
ve/veya derin (kornu uterinin bifurkasyo bdlgesinden
itibaren son 1/3’lk kismi)/ylizeysel (kornu uterinin
bifurkasyo bdlgesinden itibaren ilk 1/3)/ transfer
edilmesinin gebelik orani lzerine etkisinin tespit edilmesi
amaglandi.

Gereg ve Yontem

Calisma, Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal
Aragtirma Enstitisinde bulunan serbest dolasimli yari
aclk ahirlarda ayni  bakim-besleme sartlarinda
barindirilan, en az 24 aylik yasta olan 50 bas Isvigre
Esmeri tasiyici dive Uzerinde Nisan — Temmuz 2006
tarihinde yurataldu.

Tasiyict diveler, duzenli siklik aktivite gosteren
diveler; 14 gin ara ile ¢ift doz PGF.a ile senkronize
edildiler. Senkronize edilen tasiyicilar sabah 07:00-08:00
ve 19:00-20:00 saatlerinde goézlemle Ostrisler tespit
edilmistir. Ostriis gdsteren tasiyicilar rektal palpasyonda
reprodiktif organlarinda herhangi bir klinik bozukluk
belirlenmeyen ve referans O6stris sonrasi 6. glinde
(6striis=0. glin) vyapilan rektal ve ultrasonografik
muayenede ovaryumlarinda en az 2 cm c¢apinda, sert
yapili ve tercihen tacli KL bulunan ve kornu uterilerinde
asimetri, fluktasyon vb. bozukluk saptanmayan
duvelerden segildi.

Etilen glikolle direkt transfer metoduna gore
dondurulmus birinci kalite embriyolar, tasiyicinin Ostris
siklusunun 7. gliniinde (embriyonun ve tasiyicinin siklus
yaslarl birbirine 124 saat sinirlari igerisinde paralel
olacak sekilde) transfer edildi. Transfer &ncesi
tasiyicilara bagirsak peristaltigini énlemek amaciyla ust
epidural anestezi (lidokain HCI, 5-7 mL, Vilcain®, Vilsan,
Ankara, Turkiye) vyapildi. Embriyolar, payet azot
tankindan ¢ikarildiktan sonra 5 sn havada bunu takiben
25 sn 25°C’deki su banyosunda tutularak ¢ézduralda ve
asagidaki tanimlamalara goére dort gruba ayrilan
tasiyicilara transfer edildi.

Grup | (n=12); derin-ipsilateral transfer: Embriyonun
KL’un bulundugu ovaryum tarafindaki kornu uterinin
apeks bdlgesine (kornu uterinin bifurkasyo bdlgesinden
itibaren son 1/3’lik kismi) birakiimasi.

Grup Il (n=13); vyizeysel-ipsilateral transfer:
Embriyonun KL’un bulundudu ovaryum tarafindaki kornu
uterinin basis bolgesine (kornu uterinin bifurkasyo
boélgesinden itibaren ilk 1/3’lUk kismi) birakilmasi.

Grup Il (n=13); derin-kolleteral transfer: Embriyonun
KL'un bulundugu ovaryumun aksi tarafindaki kornu
uterinin apeks bolgesine birakiimasi.
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Grup IV (n=12); yluzeysel-kolleteral transfer:
Embriyonun KL'un bulundugu ovaryumun aksi tarafindaki
kornu uterinin basis boélgesine birakilmasi.

Gebelik muayeneleri 6stris sonrasi 28. gunde trans-
rektal yolla ultrason cihazi kullanilarak yapildi.

Calismada gruplarda elde edilen gebelik oranlarinin
istatistiki yonden karsilastiriimasi bilgisayar SPSS paket
programi kullanilarak yapildi.

Bulgular

Calismada Grup I, Grup Il, Grup lll ve Grup IV’te elde
edilen gebelik oranlari sirasiyla %41.7 (5/12), %61.5
(8/13), %30.8 (4/13) ve %25 (3/12) oldu (Tablo 1). Buna
gore gruplarda elde edilen gebelik oranlari arasindaki
farkhhk istatistiki olarak 6nemli bulunmadi (P>0.05; Sekil

1).
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Sekil 1. Gruplarda elde edilen gebelik oranlari

Tablo 1. Gruplarda elde edilen gebelik oranlari
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Sekil 2. Embriyolarin ipsilateral-kolleteral veya derin-
yuzeysel transferlerinde elde edilen gebelik oranlari

Tablo 2. Embriyolarin ipsilateral-kolleteral veya derin-
yuzeysel transferlerinde elde edilen gebelik oranlari

Gebelik Orani (%)

Transfer Tanimi

Gruplar Transfer Tanimi Gebelik Orani (%)
Grup | Derin-ipsilateral 41.7 (5/12)
Grup Il Yuzeysel-ipsilateral 61.5 (8/13)
Grup Il Derin-kolleteral 30.8 (4/13)
Grup IV Yuzeysel-kolleteral 25 (3/12)

Calismada embriyolarin kornu uteriye birakildigi
transfer derinligi dikkate alinmaksizin yapilan ipsilateral
transferlerde elde edilen gebelik orani %52, kolleteral
transferlerde ise %28 olarak tespit edildi (Tablo 2).
ipsilateral transferlerde elde edilen gebelik oraninin,
kollateral transferlerdekinden istatistiki olarak daha
yuksek olma egiliminde oldugu tespit edildi (P=0.07;
Sekil 2). Embriyolarin CL’nin bulundugu ovaryum tarafi
dikkate alinmaksizin derin ve ylzeysel olarak kornu
uteriye transferlerinde elde edilen gebelik oranlari ise
sirasiyla %36 ve %44 bulundu (Tablo 2). Transfer
derinligine gore tespit edilen gebelik oranlari arasindaki
farklilikta istatistiki olarak énemli bulunmadi (P>0.05;
Sekil 2).

ipsilateral 52 (13/25)
Kolleteral 28 (7/25)
Derin 36 (9/25)
Yizeysel 40 (11/25)
Tartigsma
Calismada gruplar (Grup 1, II, 1l ve 1V), derin ve

yuzeysel transferler ve ipsilateral kolleteral transferlerde
elde edilen gebelik oranlari arasindaki farkliliklar
istatistiki olarak 6nemli bulunmamakla birlikte ipsilateral
transferlerden elde edilen gebelik oraninin, kolleteral
transferlerden istatistiki olarak 6nemli olma egiliminde
oldugu tespit edildi (P=0.07).

ineklerde  gebeligin  olusumu igin  ®ncelikle
progesteron Uretiminin devamhhgini saglayan CL’nin
uterus venasindan ovaryum arterine difizyon yoluyla
gecerek regresyonuna neden olan PGFa 'nin pulsatif
saliniminin durdurulmasi gerekmektedir (19). Gebeligin
maternal kabulli olarak tanimlanan bu olaylar zinciri
embriyonun trofoblastik hicrelerinden uretilen interferon-
tau (IFN-1) adi verilen bir sitokin araciligiyla varligini
anneye bildirmesiyle baslamaktadir. Genel olarak IFN-
Tnun luteolizisin 6nlenmesinde fonksiyonunu uterus
endometriyumunda Ostradiol reseptorlerini baskilayarak
oksitosin reseptorlerinin artisina engel olmak suretiyle
gerceklestirdigi  kabul edilmektedir (19, 20). Embriyo
transferi ¢alismalarinda genel olarak embriyonun CL’nin
lokalizasyonuna gére ipsilateral olarak transfer
edildiginde daha yiksek gebelik oranlari elde edildigi
bildirilmistir. Bununla birlikte kolleteral transferlerde de
ipsilateral transferlere benzer (11, 21) hatta daha yiksek
(22) oranlarda gebelik elde edildigi bildirilmistir. Gebeligin
maternal kabul slrecinde IFN-T'nun uterustaki lokal
fonksiyonlarina ilave olarak sistemik etkilerinin
olabilecegi belirtiimektedir ki Spencer ve ark (20) eksojen
IFN-T uygulamasinin uterusta oksitosin ve Ostradiol
reseptorlerinin  ekspresyonunu baskilamakla birlikte
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CL'de Mx ve UCRP genlerinin ekspresyonunda artis
olusturdugunu ve bu etkisinin; IFN-T'nun kendisinin
dogrudan olusturdugu bir etki, vicutta sistemik etki
olusturan  maddelerin  indUklenmesi veya luteal
fonksiyonlar Uzerine etkileri ilerleyen siregte olusan
savunma hicreleri araciligiyla olugabilecegini
belirtmislerdir. Uterus digi dokularda da (CL ve periferal
beyaz kan hiicreleri) bazi genlerin ekspresyonunda da
gebelige bagh artis oldugunun tespiti sistemik bir
dizenlemenin de olabilecedi gérusinu desteklemektedir
(23-26). Sunulan ¢alismanin sonuglari; Grup I, II, 1l ve
IV’teki gebelik oranlari arasindaki farkliliklar 6nemli
olmamakla birlikte transferlerin ipsilateral olarak yapildigi
Grup | ve Grup I'de gebelik oranlarinin Kkolleteral
yapildigr Grup Ill ve IV'ten rakamsal olarak fazla olmasi
ve transferlerin ipsilateral ve kolleteral
degerlendirildiginde gebelik oranlarindaki arasindaki
istatistiki farkhihgin 6nemlilik dizeyine yakin olmasi
(P=0.07) ve gruplardaki transfer sayilarinin dusuklugua
beraber degerlendirildiginde embriyonun ipsilateral
kornuya yapilmasi gerekliligini desteklemektedir.

Sunulan c¢alismada elde edilen gebelik oranlari
embriyonun sadece kornu uteriye birakildigi derinlige
gore degerlendirildiginde derin ve ylzeysel transferler
sonrasi elde edilen gebelik oranlari agisindan farklilik
tespit edilememisti. Beal ve ark. (10) ise bu
sonuglarimizin aksine derin transferlerde elde edilen
gebelik oraninin yuzeysel transferlerden elde edilen
gebelik oranindan yuksek oldugunu bildirmislerdir. Hasler
(17) ise transfer derinligin embriyolarin kalitesinin bizim
calismamizda oldugu gibi birinci kalite olmasi halinde
gebelik orani (izerine etkisinin olmadigini bildirmektedir.
Embriyo transferi tekniginde genel olarak embriyonun
mimkun oldugunca, yasina gére muhtemel olabilecegi
bélgenin kornu uterinin apikal 1/3-1/2’lik kismi olmasi
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