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OZET

Kisraklarda oosit eldesi ve transferi teknikleri son yillarda oldukga ilerlemistir. Bu ilerlemeyle birlikte yeni arastirma ve
klinik uygulama olanaklar1 da ortaya ¢ikmgtir. Ovidukt, uterus ve serviks problemleri yiiziinden gebe kalmayan ya da
gebeliklerini devam ettiremeyen kisraklarin oosit transferiyle fertiliteleri devam ettirilebilmektedir. Oositler genellikle
ovulasyona yakin follikiillerden transvaginal ultrason rehberliginde toplandiktan sonra ya direkt alict kisragin oviduktuna
transfer edilir ya da kisa bir siire kiiltiir ortaminda birakilir. Alict kisraklarin fertilizasyonu ya dogal agimla ya da intrauterin
suni tohumlamayla saglanir. Smirli sayida sperm oldugu durumlarda ise oosit ve sperm birlikte ovidukta transfer edilir.

Anahtar Kelimeler: Gamet transferi, oosit, I\VF, kisrak

ABSTRACT
GAMETE INTRAFALLOPIAN TRANSFER (GIFT) IN MARES

Methods for the collection and transfer of equine oocytes have been developed, and uses of these techniques have
resulted in new clinical and research possibilities. Because oocyte transfer avoids reproductive problems associated with the
oviduct, uterus, and cervix, pregnancies can be produced from many mares that can not carry a pregnhancy or produce
embryos. Oocytes for clinical transfers are usually collected from preovulatory follicles by using transvaginal ultrason-guided
follicular aspiration and cultured for a short interval or transferred directly into a recipient’s oviduct. For oocyte transfer, the
recipient is inseminated within the uterus or served naturally. Sperm and oocyte are transferred into the oviduct where sperm
numbers are limited.
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Giris kullanilmaktadir. Fakat reprodiiktif problemi

Kisraklarda ilk basarili embriyo olan kisraklardan embriyo eldesinin basarisi
transferi 1972 yilinda yapilmistir (Allen ve son derece disiktir. Bu tir kisraklarim
Rowson, 1972). Bu yildan itibaren embriyo yavrularint alabilmek i¢in onlarin canli iken;
transferi atgilik endiistrisinde 6nemli bir yer oositlerini toplayarak Gamete Intrafallopian

teskil etmistir. Embriyo transferien c¢ok Transfer (GIFT)’ Invitro Ferti'lizasyon (IVF) ve
gebeliklerini devam ettiremeyen kisraklarda Intrasitoplazmik Sperm  Enjeksiyonu  (ICSI)
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gibi yardimc1 iireme
kullanilmaktadir (Carnevale, 1996).

Insan ve diger memeli tiirlerinde IVF rutin
olarak uygulanmasimma ragmen kisraklarda
basarisinin diisiik olmasindan dolayr heniiz
pratige aktarilamamistir (Squires ve ark.,
2003). Bilimsel arastirmalarin ¢ogu mezbaha
materyalinden elde edilen oositler ile
yapilmaktadir. Bu da genetik ilerlemeye engel
olmaktadir (Carnevale, 2004; Squires ve
Cook, 1998).

Beseri hekimlikte 1980’lerde laparoskopik
yolla baslayan oosit eldesi ilerleyen yillarda
yerini Transvaginal Ooosit Aspirasyonuna
(TVA) birakmustir (Squires ve Cook, 1998).
1980’lerin sonlarinda ise TVA teknigi ineklere
adapte edilmigstir (Pieterse ve ark., 1988).

yontemleri

Kisraklarda ilk denemeler ayakta lokal
anestezi altinda laparotomi teknigi ile
yapilmigtir. Bu yontemle 23 kisrakta, 3
sezonda 72 deneme yapilmistir (VVogelsang ve
ark., 1988). Daha sonraki  donemlerde
ise kolpotomi  teknigi denenmis ve bu
yontemde ovaryum vaginadan yapilan
ensizyonla direkt elle tutularak aspirasyonlar
yapilmigtir. Kolpotomi tekniginde oosit eldesi
% 70 oraninda iken laparotomi yonteminde %
29 oraninda bulunmustur (Hinrichs ve ark.,
1990).

Ultrason  rehberliginde TVA  teknigi
ineklerde kullanilmaya baslandiktan kisa bir
stire sonra kisraklardada uygulanmistir.
Kisraklarda TVA ile ilk oosit aspirasyonu 1992
yilinda  Bruck  ve ark. tarafindan
gerceklestirilmistir. Cook ve ark. (1993),
ultrason rehberliginde TVA’a 3 farkli yaklagim
getirmiglerdir: 1) dstrustaki invivo olgunlasmig
follikiilerin ~ aspirasyonu  2)  didstrustaki
olgunlagsmamus folliikiilerin aspirasyonu 3) at
hipofiz hormonu ile uyarilmis ovulasyon
oncesi follikiillerin aspirasyonu.

Ultrason rehberliginde TVA’un basarisini
etkileyen  faktorler arasinda  aspirasyon
ignelerinin kalinligi, tek yada c¢ift liimenli
olusu, oositin invivo olgunlagsma durumu,
hormonal uygulama, 1wk ve kisragn
reprodiiktif durumu yer almaktadir (Squires ve
Cook, 1996). Ultrason rehberliginde TVA
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teknigi ile didstrusta oosit eldesi folikiil 15
mm’den kii¢iik oldugunda % 19 oraninda iken
Ostrusta c¢ift ltimenli igne kullanildiginda % 84
oraninda bulunmustur (Cook ve ark., 1993).
Bracher ve ark. (1993), yaptiklar1 ¢alismada
tek limenli 1 mm c¢apl igne kullaniklarinda
oosit eldesi orant % 12 iken, ¢ift liimenli 1 mm
capinda igne kullandiklarinda oosit eldesi
oranin1 % 24 olarak bulmuslardir. Carnevale
ve Ginther (1993) ise 16 g'ik igne
kullandiklarinda oosit eldesini % 78 olarak
bulmusglardir.

TVA islemi ile 130 giinlik gebe
kisraklarda, 25 mm follikiil oldugunda 12 g lik
tek liimenli igne ile yapildiginda % 50
oraninda oosit elde edilmistir (Meintjes ve
ark., 1995). Kisrak oositlerinin invitro
olgunlastirtlmasinda kullanilan medyumlar,
hormonlar, makromolekiiller ve somatik
hiicrelerle  yapilan  calismalar  sinirhidir
(Squires, 1996). TCM 199 ve Ham’s FI10
medyumlarinin karsilastrildig bir
caligmada, 36 saat sonrasinda TCM 199
medyumunun olgunlastirma oraninin Ham’s
F10’a gore daha iyi oldugu, 48 saat sonrasinda
ise her ikisinin de esit olgunlagtirma oranina
sahip oldugu bulunmustur (Choi ve ark.,
2001).

In vitro fertilizasyon islemi insanda,
koyunda, inekte ve domuzda uzun siiredir
basariyla uygulanmaktadir. Atlarda yapilan in
vitro fertilizasyon caligsmalar1 oldukga sinirhidir
ve basar1 oranlar1 da diisiiktiir (Squires, 1996).
Atlarda in vitro fertilizasyonun bagarisinin
sinirli olmasinin sebepleri arasinda; in vitro
olgunlastirilan oositlerin hiicresel ihtiyaglarinin
in vivo dan farkli olmasi ve zona pellusidanin
olgunlastirma esnasinda sertleserek spermlerin
iceri girisini kisitlamas1 sayilabilir (Bezard ve
ark., 1989).

Transvaginal Aspirasyon (TVA) islemi en
cok ovulasyon problemi olan, oviduktal
patolojisi ve uterus patolojisi olan kisraklarda
kullanilmaktadir. Kisraklarda genel olarak 2 tip
ovulasyon problemi vardir. Bunlardan ilki
hemorajik  follikiil  olarak  adlandirilir.
Hemorajik follikiiller ozellikle yasl
kisraklarda ve sonbaharda goriiliir. Hemorajik
follikiiller 70 mm ve daha yukari ¢apa ulasirlar
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ve ovulasyon gerceklesmez. Diger bir problem
ise kistik follikiillerdir. Bu da daha ¢ok yaslh
kisraklarda goriiliir ve follikiil capt ¢ok fazla
artmazken follikiiliin duvar1 kalinlasir ve sekli
diizensizlesir (Carnevale, 1996).

Gelisen embriyo uterusa  gelmeden
once oviduktta 5-6 giin kalir. Gametlerin
yagsamasl, tasinmasi, fertilizasyonu, ve
embriyonun gelisimi i¢in oviduktun uygun
ortama sahip olmas1 gerekir. Kisraklarda
ovidukt patolojileri arasinda ovidukt lumeninin
tikaniklig1 ve oviduktta yangi yer alir. Bu da
spermatazoa ve embriyonun gecisine ve
yasamasina engel olur (Carnevale, 1996).

Kisraklarda fertilite problemlerinin baginda
uterus problemleri yer alir. Bunlar arasinda
yangisal olaylarin artmasi ve uterusta sivi
birikmesi en 6nemli problemlerdir (Carnevale,
1996). Spermatozoa uterustan toplanan siviya
birakildiginda motilitelerinin hizla azaldig:
gbzlenmistir (Squires ve ark., 1989).

Isik ve elektron mikrokopu ile yapilan
calismalarda yasgh kisraklardan elde edilen
oositlerin gen¢ kisraklardan elde edilen
oositlere gore daha fazla morfolojik
anomalilere sahip oldugu gozlenmistir. Oosit
vericisi olarak yagh kisraklar kullanildiginda
gebelik elde etmek icin daha fazla sayida
transfer yapmak gerekmektedir (Carnevale ve
ark., 1999).

Yash kisraklarla geng kisraklar
karsilastirildiginda ovulasyonlar arasinin yaslh
kisraklarda daha uzun oldugu tespit edilmistir.
Ayrica follikiil gelisiminin yash kisraklarda
daha yavas oldugu bulunmustur (Carnevale ve
Ginther, 1993a). Yash kisraklarda yapilan
baska bir calismada ise embriyonik
vezikiillerin c¢aplarimin geng kisraklara oranla
daha kiiciikk oldugu gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda yasa bagli oosit defektlerinin
yaslt kisraklarin infertilitelerinde onemli rol
oynadigi tespit edilmistir. Fakat yash
kisraklardaki oosit defektlerinin  sebepleri
iizerine olan bilgiler smrh diizeydedir
(Carnevale ve ark., 1993).

Kisraklarda in vitro maturasyon siirecinde
kiiltir medyumuna LH, FSH ve estradiol
ilaveleri yapilmistir. Yapilan bu ilavelerin
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oositlerin  maturasyonlarna bilyiilk derecede
yardimcr oldugu goézlenmistir (Bezard ve
Palmer, 1992).

Verici ve alic1 kisraklarin secimi

Kisraklarda oosit transferinin bagarisini
etkileyen en Onemli faktdrlerden biri verici
kisraklarin yasidir. Yagh kisraklardan (20-26
yas aras1) alinan oositler gen¢ kisraklara (3-7
yas arasi) transfer edildiginde gebelik oran1 %
31 olarak bulunmustur. Geng¢ kisraklardan (6-
10 yas arasi) alinan oositler geng kisraklara
(3-7 yas arasi) transfer edildiginde ise gebelik
orani % 92 olarak bulunmustur (Carnevale ve
Ginther, 1995).

Embriyo transferinden sonra gebelik elde
edilmeyen  kisraklar ~ potansiyel  oosit
vericileridir. Oosit vericileri igin gerekli sartlar
cok fazla degildir. Verici olabilecek hayvanin
uterusu potansiyel patojenlerden temizlenmis
olmalidir.  Ayrica  folikiil  aspirasyonu
yapildiktan sonra kisragin siklusu
prostaglandin enjeksiyonu ile kisaltilmalidir
(Carnevale, 1996; Squires ve Cook, 1996).

Alict kisraklar spermlerin ve embriyonun
yasayabilmesi ic¢in optimal sartlara sahip
olmalidir. Bunun i¢in genital organlarinda
herhangi bir anatomik yada patolojik bir
anormallik bulunmamalidir (McKinnon ve
Squires, 1988). Ayrica hayvanlarda cerrahi bir
transfer olacagindan buna uygun hayvanlar
olmalidirlar. Genelde ovaryumu asan
ligamentler gevsediginden ilk dogumu yapmis
kisraklar tercih edilir (Carnevale, 1996).

Verici ve alici kisraklarin senkronizasyonu

En kritik noktalardan biri alic1 ve vericilerin
senkronizasyonudur. Genelde oosit transferi
kizginligin 3. giinii ile ovulasyon baslangici
arasinda yani hCG uygulamasindan 44-48 saat
sonra yapilir (Carnevale, 2004). Ayrica alict
hayvanlardaki ~ dominant  folikiil  aspire
edilmelidir. Ciinkii alict hayvanin  kendi
oositiyle dollenmesi Onlenmelidir.  Alicinin
oositini  uzaklagtirllmas1 ya transvaginal
aspirasyonla yapilabilir ya da transfer
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yapilirken follikiil aspire edilebilir (Carnevale,
1996).

Kisraklarda  kullanilan  en  yaygin
senkronizasyon metodu yavag salinimlh
progesteron iceren vaginal materyallerin
kullanilmasidir. Bu yoéntemde PRID gibi
progesteron igeren vaginal materyaller 8 giin
siireyle vaginada birakilir. 8. giinde PGF2a
enjeksiyonu yapilir ve 4-5 giin sonra kisragin
Ostrusa gelmesi beklenir.

QOositlerin toplanmasi

Kisraklarda oosit toplama islemi birgok
yolla yapilabilir. Bunlardan ilki; kisraga
infiltrasyon anestezisi yapildiktan sonra flank
yaklasim teknigiyle laparatomi ile acilip
ovaryumun disartya alinmast  ve folikiil
stvistyla  birlikte  icindeki oositin  aspire
edilmesidir. Bu yolun dezavantaji zahmetli
olmasi ve cerrahi yoldan elde ediliyor
olmasidir. Son yillarda tercih edilen yontem ya
lapraskopik cerrahi ile yada transvaginal
ultrason yardimiyla oositlerin aspire edilmesi
esasina dayanir. Aspirasyon yapilmadan 20
dakika once kisraga 0.45 mg/kg xylazine, 0.05
mg/kg acepromazine, 0.22 mg/kg dozunda
butarphanol karigimi  sakinlestirici  olarak
verilir. Perineal bdlge antiseptik soliisyonlarla
temizlenir. Steril bir kayganlastirict yardimiyla
prob kayganlagtirildiktan sonra vaginaya dogru
yonlendirilir. Diger elle de rektumdan ovaryum
yakalanir ve probun ucuna dogru yonlendirilir.
Folikiil sabitlenip ekranda goziiktligi zaman
probun lizerindeki aspirasyon ignesi folikiiliin
i¢ine yonlendirilir ve folikiil s1visi aspire edilir.
Daha sonra, toplanan sivi steril bir petri kabina
konarak  folikiil ~ sivis1  i¢indeki  oosit
degerlendirilir (Rantanen ve McKinnon,
1998; Squires ve Cook, 1996).

Oositlerin degerlendirilmesi

Follikiil aspirasyonundan hemen sonra
folikiil ~sivist1  steril bir petri kabina
koyulmalidir. Sicaklik degisimi minumumda
olmalidir. Oosit etrafinda kumulus hiicreleri ve
granuloza hiicreleri yer alir. Bu kompleks
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ciplak gozle goriilebilecek bir yapidadir
(Carnevale, 1996).

Olgunlagsmamis bir follikiil sivis1 yesil bir
goriniime  sahiptir ve ufak bir kan
kontaminasyonu olabilir. Granuloza hiicreleri
siki kompakt tabakalar seklinde goziikiir.
Kumulus kompleksi zona pellusida etrafinda
sitki bir katman olarak goziikiir. Oosit
aspirasyonu  hCG uygulamasindan 24 saat
sonra (yaklasik ovulasyondan 12 saat Once)
yapildiginda zona pellusida etrafinda kumulus
hiicreleri ve bunlara tutunmus granuloza
hiicreleri taneler halinde goriiliir. Olgunlagma
gerceklestikce granuloza kompleksi yavas
yavas oositten uzaklagsmaya baglar (Carnevale,
1996; Squires, 1996).

Oosit degerlendirilmesi etrafindaki hiicresel
kitlelerden dolay1 olduk¢a zordur. Olgun oosit
esit dagilmamus lipid kitlelerinden dolay1
heterojen bir goriinimde izlenir. Ayrica
aspirasyon sonrasinda oosit fragmentli bir yap1
gosterir. Zarar gOrmiis oositler normal
goriinimde, oval yada kumulus’a dogru
uzanan yapilar karanlik bir yap1 seklinde
goziikebilir. Pipetle kumulus hiicreleri oositin
etrafindan ¢ekildigi zaman oositteki zedelenme
ortaya cikar. Follikiil sivis1 aspire edildigi
zaman zona pellusidada meydana gelen
zedelenme daha sonra oositin fragmentlerinde
ayrilmalara neden olur. Fragmentleri ayrilmig
oositler genelde yasayamazlar ve GIFT’in
basarisim azaltirlar (Carnevale, 1996).

Aspire edilen oosit 3 ila 24 saat arasinda
olgunlagtirma medyumlari icinde
olgunlagmalari icin bekletilmelidir.
Olgunlastirma iglemi i¢in farkli igerikte ¢esitli
medyumlar kullanilabilir. Bunlarin i¢inde en
sik kullanilan medyumlar TCM-199, B2,
Ham’s F10’dur. Bu medyumlarin i¢inde FSH,
LH, eCG ve ostradiol gibi hormonlar;
granuloza ve teka hiicreleri gibi somatik
hiicreler bulunmaktadir. Bu medyumlarin
gbrevi oosit yasamini devam ettirmek ve ayni
zamanda metafaz Il safhasina ulasmasini
saglamaktir (Jacobson ve ark.,2010; Squires,
1996).
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Oosit transferi

Oositlerin  yasamini etkileyen en Onemli
etken onlarin yapisinda defektlerin olup
olmamasidir. Bunlarin disinda kromozomal
anomaliler, endokrin  bozukluklar, oosit
vericilerinin yasi, in vitro kiiltiir ortaminin
uygun olmamasi ve basarisiz transfer
calismalar1 etkenler arasindadir. 15 yasin
iizerindeki  vericilerden alinan oositlerin
yasama giicli geng kisraklardan alinan oositlere
gore disuktir (Coutinho da Silva, 2008;
Carnevale, 1996; Ginther, 1992).

Oositler ovidukta ipsilateral ya da
kontralateral olarak transfer edilir. Insanlarda
yapilan c¢aligmalar gostermistir ki ipsilateral
transferde basar1 orani daha fazladir (Ransom
ve ark. 1994). Insanlarda gebelik sansim
artirmak amaciyla multiple oosit transferi
yapilirken, kisraklarda ikiz veya coklu
gebelikler kontraendike oldugundan genelde
tek bir oosit transferi yapilir (Nelson ve ark.,
1993). Kisraklarda transfer islemi cerrahi
olarak genel anestezi altinda ya da ayakta
yapilir.

Operasyondan Once kisraga yiiksek dozda
transklizan  verilir. ~ Operasyon  bdlgesi
antiseptik sartlarda hazirlanir ve ensizyon
yapildiktan sonra ovaryum yakalanir. Eger
ovaryum disar1 almamiyorsa lokal
anesteziklerle ovaryumu asan baglar gevsetilir
ve ovaryum disartya alinir. Oosit 0.5 ml’den az
bir kiiltiir medimuyla birlikte keskin bir cam
pipet i¢inde ovuduktun ampulla kismina
enjekte edilir ve transferden sonra ovidukt ve
ovaryum  dikkatlice yerine yerlestirilir
(Carnevale, 1996).

Al kisraklarin tohumlanmasi

Kisraklarda oositler ovulasyondan sonra
yaklasik 12 saat kadar yasayabilmektedirler
(Ginther, 1992). Bu kisa siireden dolay1 alici
kisraklar transferden Once ve transferden
hemen sonra tohumlanmalidir. Tohumlama
islemi 7 saat 6nce ve transferden bir saat sonra
yapilmaktadir. Eger oositler in vivo olarak
olgunlastirilmiglarsa tohumlama transferden ii¢
ila yarim saat once yapilmalidir (Carnevale,
2004). En g¢ok tercih edilen yol ya taze
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spermayla tohumlama yada fresh spermayla
tohumlamadir. Donmus spermayla yapilan
tohumlamalardaki gebelik oranlan taze yada
fresh spermayla yapilan tohumlamalardaki
gebelik oranlarina gore diistiktiir. Oosit transfer
edilirken oosit etrafindaki granuloza hiicreleri
uzaklagtirilir. Granuloza hiicrelerinde
progestoron {iretildiginden dolay1 alicilarda
progestoron hormonu eksikligi mevcuttur. Bu
eksiklik ozellikle Iuteal evrenin 3. ve 5.
giinlerinde goriilir fakat daha sonra tekrar
yeterli seviyeye ulasir (McKinnon ve ark.,
1988). Carnevale (1996), GIFT
uygulamalarinda ilk giin 50 mg daha sonraki
ginlerde 100 mg progesteron hormonu
verilmesini dnermektedir.

Ik yapilan GIFT ¢alismalarinda McKinnon
ve ark. (1988), 6 oosit toplamis ve bunlari
tekrar ayni hayvanlara transfer etmis fakat
hicbir gebelik elde edememislerdir. McKinnon
ve Squires (1988), tarafindan yapilan 2. GIFT
denemesinde 15 oosit aspire edilmis ve bunlar
farkli alicilara transfer edilmistir. GIFT den 2
giin sonra hayvanlarin oviduktlar1 alinmis ve
iclerinde embriyolar gozlenmistir. En basarilt
GIFT c¢alismalar1 oosit aspirasyonundan
yaklagik 24 saat once hCG yapildigi ve
oositlerin 16-20 saat in vitro olgunlagtirma
dénemi gegirdigi denemelerdir (Carnevale ve
Ginther, 1995).

Sonu¢

Atlarda invitro fertilizasyon caligmalarinin
basar1 oranlart oldukca disiiktir. GIFT
uygulamalart hem rutinde hem de klinik
aragtirmalarda  basariyla  kullanilmaktadir.
Rutin uygulamalarda kullanilmas1 fertilite
problemi olan kisraklardan gebelik elde
edilmesini saglamaktadir. GIFT
uygulamalarinin ~ klinik  ve  labaratuvar
caligmalarinda kullanilmasiyla da 00sit,
sperm ve ovidukt arasindaki iliskinin heniiz
anlagilamayan Ozelliklerinin ortaya
cikarilmasina olanak saglayacaktir.
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