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Ozet

Sigirlarda embriyo transferi uygulamalar1 gilinlimiizde gittikge yayginlagmaktadir.
Siirtilerdeki genetik olarak en degerli disilerden in vivo ve in vitro yontemlerle yilda yaklasik
1250000 transfer edilebilir embriyo iiretilmektedir. Ayrica bu embriyolardan yilda yaklasik
1000000 transfer gerceklestirilmektedir. Avrupa Embriyo Transfer Toplulugunun verilerine
gore diinyada embriyo iiretiminde Kuzey Amerika birinci siradadir. Embriyo transferi
calismalarinda embriyo kalitesi, embriyo morfolojisi, tasiyict kalitesi, uygulayicinin tecriibesi
ve cevresel faktorler elde edilecek gebelik oranlarini etkilemektedir. Embriyolarin gelisim
evreleri ve Kalitelerinin belirlenmesi bunlarin taze transferi, dondurulmasi, saklanmasi ve
gelisim evrelerine gore gerekirse kiiltiire edilmesi bagarili gebelik oranlar1 elde etmek i¢in
onemlidir. Uluslararas1 Embriyo Transfer Toplulugu kriterlerine gore standart degerlendirme
embriyonun gelisim donemi ve morfolojik biitiinliigline gore kalite degerlendirilmesi ile
yapilmaktadir. Ayni topluluk tarafindan gelisim evrelerinin ve kalitelerin degerlendirme
kodlar1 sayisal olarak belirlenmistir (gelisim evreleri i¢in 1-9, embriyo kalitesi i¢in 1-4). Bu
derlemenin amaci sigirlarda embriyo morfolojisi ve kalite degerlendirme kriterleri hakkinda

bilgi vermektir.

Anahtar kelimeler: Embriyo, kalite degerlendirmesi, sigir

Development Stages and Quality Evaluation of Bovine Embryos

Abstract

Embryo transfer applications are becoming widespread nowadays in cattle. About

1250000 transferable embryos are produced annually using in vivo and in vitro tecniques
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from genetically most valuable females in herds. In addition, approximately 1000000 transfers
are carried out per year from these embryos. According to data from the European Embryo
Transfer Society, North America ranks first in embryo production worldwide. In embryo
transfer studies, embryo quality, embryo morphology, recipient quality, experience of the
practitioner and environmental factors affect the obtained pregnancy rates. The determination
of the morphology and the quality of embryos is important to achieve successful pregnancy
rates in their fresh transfer, freezing, storage and cultivation according to their developmental
stages. Standard evaluation according to International Embryo Transfer Society criteria is
done by evaluating the developmental stage and morphological integrity of the embryo.
Evaluation codes of development stages and quality were determined numerically by this
association (for developmental stages 1-9, for embryo quality 1-4). The aim of this review is
to give basic information about the morphology and quality evaluation criteria of cattle

embryos.

Key words: Embryo, quality evaluation , cattle.

1.Giris

Embriyo transferi verici disinin genital kanalindan elde edilen (in vivo) veya laboratuar
kosullarinda iiretilen (in vitro) embriyolarin Ostruslari es zamanli olarak senkronize edilmis
bagka tasiyici disilere transfer edilmesi islemidir (Kanagawa ve ark., 1995; Sagirkaya, 2009).
Bu amagla embriyo vericisi inekte siiperovulasyon protokolii uygulanarak ¢ok sayida embriyo
elde edilmeye calisilir ve tohumlamadan sonraki 7. giinde kornu uteriler yikanarak embriyolar
elde edilir. Daha sonra elde edilen embriyolar kalite agisindan degerlendirilir. Transfer
edilebilir embriyolar direkt olarak dnceden hazirlanmis senkronize tasiyicilara transfer edilir
veya uygun bir yontemle gelecekte kullanilmak tizere dondurulurlar (Sagirkaya, 2009) .

Stirtilerdeki genetik olarak en degerli disilerden in vivo ve in vitro yontemlerle
diinyada yilda yaklasik 1250000 transfer edilebilir embriyo iiretilmektedir. Bu embriyolardan
da yilda yaklasik 1000000 transfer islemi gerceklestirilmektedir. Avrupa Embriyo Transfer
Toplulugunun (IETS) verilerine goére diinyada embriyo liretiminde Kuzey Amerika birinci
sirada yer almaktadir (Perry, 2017).

Bir embriyonun transfer edilebilir olup olmadigini bilmenin en gercekei yolu, embriyo
canli ise onu uygun bir aliciya transfer etmek ve yavru dogumuna bakmaktir. Elde edilen her

embriyonun transfer edilmesinin pratik olmamasi uygulayicilar tarafindan embriyonun
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gebelik olusturma olasiligmin belirlenmesini 6nemli kilmaktadir (Barfield, 2015). Sigir
embriyolarinin degerlendirilmesi normal olarak 50-100x biiylitme araliginda stereo mikroskop
altinda, kii¢iik bir petri kabina embriyolar konarak yapilir. Embriyo ve zona pellusida'y1 farkli
acilardan gorebilmek i¢in, embriyonun petrinin dibinde “yuvarlatilmasi” gereklidir. Sigir
embriyosunun genel ¢api, 12 ile 15 pm arasinda bir zona pellusida kalinligi dahil olmak
tizere, 150 ila 190 pm'dir. Embriyonun genel ¢api, bir hiicre agsamasindan blastosist agsamasina
kadar hemen hemen hi¢ degismeden kalir. Embriyolarin gelisim asamalarinin bilinmesi
onlarin elde edildikleri donoérlerin strus siklus giliniinde (genellikle Gstrustan sonraki 7. giin)
olmasi gereken gelisim agamalar ile karsilagtirilmasi i¢in 6nemlidir. Bir embriyonun transfer
edilmeye veya dondurulmaya deger olup olmadigi ve embriyonun ihracat i¢in uygun olup
olmadigina dair karar, embriyolar1 degerlendiren kisinin uzmanligina ve deneyimine baglidir
(B6 ve Mapletoft, 2013). Bu derlemede sigirlarda embriyo morfolojileri ve Kkalite

degerlendirmesi hakkinda temel bilgiler verilmistir.

1.1 Embriyolarin Gelisim Evreleri

Uygulayicilarin ¢ogu, Uluslararast Embriyo Transferi Toplulugu (IETS) tarafindan
belirlenen standartlar1 kullanarak in vivo olarak tiretilen (IVD) embriyolar1 derecelendirmede
1yi sonuglar alirken, in vitro olarak iiretilen (IVP) embriyolarinin IVD embriyolarindan farkl
morfolojilere sahip oldugunu bildirilmislerdir (Barfield, 2015). IVP embriyolarinin
transferinden sonraki gebelik oranlar1 (Hasler, 2000) ve dondurma kosullarinda canlilik
oranlart IVD embriyolarindan diisiiktiir (Pollard ve Leibo, 1993). Acik¢asi bu iki tip
embriyoda mitokondriyal fonksiyon, metabolizma gelisim hizlar1 ve gen ekspresyonu
yoniinden farkliliklar vardir (Barfield, 2015).

Yeni ovule olmus disi gamet i¢in en dogru tanimlama oosittir (Sagirkaya, 2009; Seidel
ve Seidel, 2019). Suni tohumlama sonrasi fertilizasyonun sekillenmesiyle olusan zigot
gelisiminin ilk bes giliniinde hizla boliinerek yumurta kanalindan (oviduct) uterusa dogru
siliyer hareketleri, oviduct’un kontraksiyonlar1 ve Ostrojen gibi hormonlarin etkisiyle gog
etmeye baslar ve gb¢ sirasinda boliinmeler devam eder. Embriyo 2 hiicre, 4 hiicre gibi
boliinme asamalarina ulasir ve 16 hiicreden itibaren embriyo morula olarak adlandirilir.
Fertilizasyondan sonraki 5. glinde embriyo hiicrelerinin sekli kiireselden poligonal forma
dontiserek embriyo kompakt bir yap1 almaya baslar ve kompaktlasma embriyonun kalitesini
belirleme de onemli bir morfolojik gelisim evresi olarak degerlendirilir. Embriyodaki

kompaktlagma asamasi sigirlarda 5-6. gilinlerde blastomerler arasinda siki baglantilarin
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kurulmasiyla baglar. Sigirlarda kompaktlagma hiicre sayisina bagli olmasa da genellikle 32
hiicreli asamada meydana gelmektedir. Bu asamadaki embriyolara kompakt morula adi
verilmektedir. ineklerde strustan sonraki 6. giinde kompaktlasmanin gériilmemesi gelismede
gecikme oldugunun gostergesidir. Blastosist asamasina gegiste blastosdl formasyonunun
sekillenmesi gelisimin normal devam ettiinin, Ostrustan sonraki 7. ve §&. ginlerde
gozlenmemesi ise gelismede bir gecikme oldugunun Onemli bir gostergesi olarak
degerlendirilir (Curtis, 1991; Sagirkaya, 2019; Seidel ve Seidel, 2019). IETS kriterlerine gére
standart degerlendirme embriyonun gelisim donemine ve kalitesine gore yapilmaktadir.
Gelisme donemi siniflandirmasi 1’den (Fertilize Olmamis Oosit-UFO veya bir hiicreli

embriyo) 9’a (Expanded Hatching Blastosist) kadar yapilmaktadir.

Morula (Asama kodu 3): Bu asama genel olarak hiicre bilyesi (ball of cell) olarak
adlandirtlir (Kanagawa, 1995). En az 16 hiicre yigin1 ve blastomerleri birbirinden ayirmak
zordur. Embriyonun hiicresel Kitlesi perivitellin alaninin ¢ogunu kaplar (B6 ve Mapletoft,
2013; Kanagawa, 1995).

Hiicreler arasinda siki baglarin gelismesiyle blastomerler biiziisiir ve perivtellin boslukta
artts meydana gelir. Bu asamadaki embriyoya kompakt morula adi verilir. Morfolojik olarak

bu asamadaki embriyolarda hiicreler i¢ ige girmis ve birbirlerinden ayirt edilemezler.

Kompakt Morula (Asama Kodu 4): Bireysel blastomerler birlesmis ve kompakt bir
kiitle olusturmustur. Embriyonun hiicresel kitlesi perivitellin alaninin % 60-70’ ini kaplar (Bo
ve Mapletoft, 2013). Hiicreler aras1 baglantilarin olusmasi sonucunda embriyo i¢ ve dis hiicre
katmanlarin1 sekillendirir. Bu olay blastos6l formasyonu igin 6n kosuldur ve sigirlarda
fertilizasyondan sonra 6-7. giinlerde goriiliir. Dig hiicre katinda sodyumun hiicre i¢ine aktif
transportuyla iyon igerigi sekillenmeye baglar ve bu da osmotik basing degisikligine neden
olarak sivi birikimine yol acar. Sonunda dis hiicre kiimesinin altinda blastosist kavitesi
sekillenir. Erken blastosist asamasinda iki farkli blastomer bulunur. Bunlardan biri blastosolii
cevreleyen farklilagsmis trofoblast hiicreleri digeri ise heniiz farklilasmamis olan i¢ hiicre

kiitlesidir (ICM-Inner Cell Mass).

Erken Blastosist (Asama Kodu 5): Bu asamada embriyonun blastosol boslugu
sekillenmis ve genel olarak bir isaret¢i halkasi goriintiisii verir. Embriyo kiitlesi perivitellin
alaniin % 80’ ini kaplar. Bu asamada i¢ hiicre kiitlesini trofoblastlardan ayirt etmek zor dur

ve bu nedenle embriyonun kalitesi tartisilabilir (B6 ve Mapletoft, 2013).
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Blastosdl formasyonu embriyonun bir tarafinda sekillenerek embriyonun erken
blastosist asamasma ge¢mesini saglar. Bu asamada blastosol hacmi embriyonun total
hacminin % 50’sinden daha azdir. Blastosist kavitesi gelismeye devam ederken
ICM/blastosist kavite orani degisir. Kavite embriyonun %  50’sinden daha fazlasini

kapladiginda embriyo blastosist adini alir.

Blastosist (Asama Kodu 6): Dis trofoblast tabakasinin farklilasmasi belirgin ve daha
da koyulagsmistir. Daha kompakt hale gelen i¢ hiicre kiitlesi belirgindir. Blastosol oldukca
belirginlesmistir ve embriyo perivitellin alanin ¢cogunu kaplar. Gelisimin bu asamasinda

trofoblast ve inner cell mass’lar arasinda gorsel farklilasma miimkiindiir (B6 ve Mapletoft,
2013).

Blastosist kavitesinin icerisindeki osmotik basing¢ arttiginda embriyo da genislemeye
devam ederek dis capr artar. Bu sirada embriyoyu saran dig zar zona pellusida gerilir ve
incelir. Embriyo bu asamada ekspanded (genislemis) blastosist admn1 alir. I¢ hiicre kiimesi
kompakt bir hal almistir ve hiicre sayisi in vivo ve in vitro iiretilen embriyolarda farklilik

gosterir.

Ekspanded Blastosist (Asama Kodu 7): Embriyonun ¢ap1 dikkat ¢ekici bir sekilde
artmis ve bununla uyumlu olarak zona pellusidanin orijinal kalinlig1 yaklasik olarak tigte

birine kadar incelmistir (B6 ve Mapletoft, 2013).

Fertilizasyondan sonraki 9-11. giinlerde zona pellusida da yirtilma sekillenir ve embriyo
buradan disar1 ¢ikar. Bu olaya hatching ve embriyoya da hatching embriyo denir. Bu olay
zona da basing artisi, embriyoda kompaktlasma, ekspansiyon ve trofoblast hiicrelerinde ki
enzimatik aktivite ile olusur. Embriyo zonadan tamamen kurtuldugunda hatched embriyo
adin1 alir. Hatched embriyo in vivo kosullarda uterusa temas etmeye ve uterusa yerlesmeye

hazirdir.

Hatched Blastosist (Asama Kodu 8): Gelisimin bu asamasindaki embriyolar zona
pellusida’dan disar1 ¢ikma siirecinde ya da tamamen zona pellusida’dan disar1 ¢ikmis
olabilirler. Zona biitiinliigli bozulmamis olanlarin 1yi ayirt edilebilen kiiresel bir balstoseli
mevcuttur veya blastosol kollabe olmus olabilir. Hatched blastosistler tekrar genisleyip miihiir
halkas1 seklindeki goriiniimleri ortaya ¢ikmadikca identifikasyonlari zor olabilir. Embriyonik

gelisim agamalarinda numaralandirma ve uluslararasi kisaltmalar asagidaki tabloda verilmistir

(Tablo 1).
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Tablo 1. Embriyonik gelisim asamalarinda numaralandirma ve uluslararasi kisaltmalar.

No Gelisim Asamasi Uluslararasi Kisaltma
1 Fertilize Olmamis UFO

2 2-12 Hiicreli Asama

3 Erken Morula M

4 Morula (Kompakt Morula) CM

5 Erken Blastosist EBL

6 Blastosist Bl

7 Ekspanded Blastosist ExpBlI

8 Hatched Blastosist HedBlI

9 Ekspanded Hatched Blastosist ExpHedBlI

Donorlerin 6strus gilinlerine gore embriyonik gelisim asamalar1 asagidaki tabloda

verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Dondrlerin 6strus giinlerine gére embriyonik gelisim asamalar (Seidel ve Seidel,
2019).

Gelisim asamasi Ostrusun baslamasindan sonraki giinler
1-hiicre 0-2
2-hiicre 1-3
4-hiicre 2-3
8-hiicre 3-5*
16-hiicre 4-5*
Erken morula 56
Kompakt morula 5-7
Eeken blastosist 7-8
Blastosist 7-9
Expanded blastosist 8-10
Hatching blastosist 9-11

* Embriyolar genellikle 8 ila 16 hiicreli sathada oviductan uterusa dogru hareket eder.

1.2. Embriyolarin Kalite Degerlendirilmesi
Embriyo kalitesinin kodlar1 sayisaldir ve embriyonun morfolojik biitiinliigiine gore
yapilir (Bo ve Mapletoft, 2013). Cogu uygulayict ya da embriyolog iyi kalitede bir embriyoyu
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kolaylikla belirleyebilir iken ikinci ya da iicilincii kalite embriyolar1 ayirt etmek zor olabilir.
Ayrica birgok uzman IVP embriyolarin daha degisken morfolojilere sahip oldugunu ve bu
nedenle derecelendirmenin daha zor oldugunu bildirmektedir (Wright ve Ellington, 1995). Bu
farkliliklar perivitellin boslugun biiytikligl, zayif kompaktlasma, hiicresel artiklar, bozulmus
hiicreler, vakuoller, hiicre sekli, opaklik ve lipit yogunlugu olarak siralanabilir (Barfield,
2015). Baz1 ¢alismalar, perivitellin boslugunun biiyiikliigii konusunda IVP ve IVD embriyolar
arasinda farkliliklar oldugunu gostermistir. Bu genellikle embriyolarin morula asamasinda
kompaktlagsmanin ne kadar iyi olustugu ile iliskilidir (Wright ve Ellington, 1995). Yapilan bir
calismada, in vivo olarak iiretilen zigotlar ve mezbaha materyalinden in vitro iretilen iki
hiicreli embriyolar ayni sekilde kiiltiire edilmis ve IVF embriyolarda morula asamasinda
perivitellin boslugun daha az oldugu gozlenmis (Van Soom ve de Kruif, 1992). Bir¢ok
uygulayict ve embriyolog, IVP embriyolari ile iligkili hiicresel artiklarin miktarinin fazla
oldugunu bildirmistir. Bu durum, IVP ve IVD embriyolarinin detayli degerlendirmeleri ile
dogrulanmistir (Barfield, 2015). Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar hiicresel atiklarin
embriyolarin perivitellin bolgesinde, blastos6l boslugunda ve ICM ¢evresinde bulundugunu
belirlemislerdir (Rizos ve ark., 2002). Bu durum o6zellikle IVP embriyolarinin
degerlendirilmesini zorlastirir, 6zellikle blastosist asamasinda zona pellusida ve genigleyen

embriyo arasinda sikisan hiicresel atik miktarinin degerlendirilmesi zor olabilir.

Embriyodaki canli hiicre miktarini etkin bir sekilde degerlendirebilmek, embriyoya
uygun kalite derecesini vermek igin onemlidir (Barfield, 2015). Bazi embriyo hiicrelerinde
kabarcik veya vakuol gibi goriilen yapilar onlara granuler goriiniim verebilir. Bu durum hem
IVP hem de IVD embriyolarda meydana gelir, ancak goriilme insidans1 IVP embriyolarda
daha yiiksektir (Crosier ve ark., 2000; Shamsuddin ve ark., 1992). IVP embriyolarda
blastomerlerin sitoplazmasi iginde IVD tiirevlerinden daha fazla vakuolizasyon goriiliir.
Vakuolizasyonun bilinen bir sebebi yoktur, fakat genellikle diisiik embriyo kalitesi ile
iliskilidir (Barfield, 2015). IVP ve IVD embriyolarinin ultrastruktiirel analizi lipid miktar ile
ilgili farkliliklar1 da ortaya cikarilmistir (Crosier ve ark., 2000). Yapilan bir ¢alismada
superoviile edilmis ineklerden elde edilen morulalar mezbahadan alinan ovaryumlardan
tiretilen morulalarla karsilastirildi. IVF embriyolar1 IVP embriyolarindan daha fazla hacimde
lipid yogunluguna sahipti. Kiiltiire edilme siiresince % 10 serumda Kkiiltiire edilen IVF
embriyolar ilk 72 saatlik kiiltiir sirasinda sinirli serumlu, serumsuz kiiltiire edilenler ve in vivo
olarak tiretilen embriyolardan daha yiiksek bir lipid yogunluguna sahipti. Bir baska ¢aligmada
IVF embriyolarinda IVP embriyolarina gore daha yiiksek lipid damlaciklar1 gériilmiistiir. Bu
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sonuglar embriyolarin zayif kryotolerans: ile iligskilendirilmistir (Pollard ve Leibo, 1994,
Rizos ve ark., 2002). Daha yiiksek lipid igerigi embriyolarin daha koyu goriinmesine ve
hiicrelerin daha opak olmasina neden olabilir. Vakuollerde oldugu gibi embriyolar graniiler
goriinebilir (Barfield, 2015). Yapilan bir c¢alismada IVD embriyolarinin aksine [VP
embriyolarinin daha fazla kare seklinde sismis blastomerlere ve blastosistte diizensiz ve opak
hiicrelere sahip oldugunu bildirilmistir (Smith, 2009). IVP embriyolarda belirtilen 6zelliklerin
cogu kalitelerinin diisiik oldugunu ve gercekten de bu embriyolar transfer edildiginde diisiik
gebelik oranlar1 elde edilebilecegini gostermektedir (Hasler, 2000). IVD ve IVP
embriyolardan elde edilen gebelik oranlar1 arasindaki fark in vitro kiiltiir ortamlarimiz
gelistirildikge azaliyor, ancak oviduct veya uterusa kiyasla hala suboptimal bir ortamla
calisiimaktadir. In vitro embriyo iiretim siirecinde, embriyolar medyum igindeki kaynaklarin
tikenmekte oldugu statik bir ortamda bulunur, ayrica atik iriinler embriyo g¢evresinde
yogunlastirilabilir. Bu ortam embriyo metabolizmasini degistirebilir ve embriyonun gelisimini

etkileyebilir (Barfield, 2015).

Embriyolar, sekil, renk / sitoplazma yogunlugu, hiicre sayist ve kompaktligi,
perivitellin boslugun alani, ekstriide edilmis veya dejenere hiicre sayisi, sitoplazmik
vezikiillerin siklig1, boyutu ve yasa gore gelisme asamasi gibi bir dizi fiziksel ozellige
uygunluklar1 bakimindan derecelendirilir (Wright ve Ellington, 1995). Embriyolarin gelisimi
Ostrustan sonraki toplama giinii ile uyumlu olmalidir. Embriyolarin canlilik siireleri yaklagik
20°C oda 1sisinda 8 saattir. Ancak 3-4 saat igerisinde dondurma ya da transfer islemleri
gerceklestirilmelidir (B6 ve Mapletoft, 2013; Smith, 2009). Embriyolarin basarili bir sekilde
degerlendirilmesinde {i¢ unsur vardir: egitim, deneyim ve uygun ekipman (Seidel ve Seidel,
2019). Morfolojik yaprya gore kalite kodlart 1 ile 4 arasinda derecelendirilir (B6 ve
Mapletoft, 2013).

Kod 1: Miikemmel veya ¢ok iyi. Embriyolar boyut, renk ve yogunluk bakimindan
muntazam olan bireysel blastomerleri ile kiiresel ve simetrik bir kiitleye sahiptir. Bu embriyo
beklenen gelisim evresi ile uyumludur. Hiicreler arasi diizensizlikler nispeten az ve hiicresel
materyalin en az % 85’1 bozulmamis ve canli hiicre kiitlesi olmalidir. Bu degerlendirmede
kavite degil perivitellin boslukta bulunan ve zona disina ¢ikacak hiicre kiitlesinin temsil ettigi
embriyonik hiicrelerin yiizdesi temel alinmalidir. Zona pelusida piiriizsiizdiir embriyonun
pipet ya da petri kabina yapigsmasina neden olabilecek i¢ biikey ya da yassi ylizeyleri
bulunmamaktadir. Kod 1 embriyolar dondurma/cozdiirme prosediirlerine iyi dayanir, bu

nedenle bazi uygulayicilar Kod 1 embriyolart dondurulabilir embriyolar olarak
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tanimlamaktadirlar. Birinci simif (Grade 1) embriyolar uluslar arasi ticaret i¢in onerilirler (B6
ve Mapletoft, 2013). Kod 1 ¢ok iyi embriyolar farkli gelisim asamalarina gore asagida Sekil
1, 2, 3’de gosterilmistir.

Sekil 1. Kod 1 (Cok iyi), erken blastosist (ok isareti) ve blastosist asamasinda iki adet
embriyo (Kara ve Bekyiirek, 2018).

Sekil 2. Kod 1 (Cok lyi), blastosist (¢izgili 0k) ve “expanded blastosist” asamasindaki
embriyolar (siyah oklar) (Kara ve Bekyiirek, 2018).
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Sekil 3. Kod 1 (Cok Iyi) Erken blastosist (siyah ok) ve kompakt morula (¢izgili ok)
asamasinda embriyolar (Kara ve Bekyiirek, 2018).

Kod 2: Iyi. Bu embriyolar embriyonik kiitlenin genel sekli ve goriiniimiinde, bireysel
hiicrelerin  yogunlugu, rengi ve boyutlarinda orta diizeyde diizensizliklere sahiptir.
Embriyonik kiitlenin en az % 50’si bozulmamis ve canli hiicrelerden olusmaktadir (B6 ve
Mapletoft, 2013). Bu embriyolarin dondurma/¢ozdiirme prosediirlerine dayanikliligi grade 1
embriyolardan daha diisiiktiir, fakat embriyolar uygun alicilara taze olarak nakledilirse gebelik
oranlar1 yeterli diizeydedir. Bu yiizden bu embriyolar genellikle transfer edilebilir olarak
adlandirilir buna karsilik dondurulabilir degildirler (B6 ve Mapletoft, 2013). Cok iyi ve iyi

kalitede embriyolar farkli gelisim asamalarina gore asagida Sekil 4 ve 5’de gosterilmistir.

122



Sekil 4. Kod 1(Cok iyi) Blastosist (beyaz ok) ve kompakt morula (¢izgili ok), Kod 2
(Iyi):Kompakt morula (siyah ok) asamasinda ii¢c adet embriyo (Kara ve Bekyiirek, 2018).

Sekil 5. Kod 1 (Cok lyi) Blastosist (siyah oklar), expanded blastosist (cizgili oklar) ve
hatching blastosist (beyaz ok) asamasinda embriyolar (Kara ve Bekyiirek, 2018).

Kod 3: Zayif, sagliksiz. Bu embriyolar embriyonik kiitlenin genel sekli ve
goriinlimiinde, bireysel hiicrelerin yogunlugu, rengi ve boyutlarinda Onemli diizeyde

diizensizliklere sahiptir. Embriyonik kiitlenin en az % 25’si bozulmamis ve canli hiicrelerden
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olugmaktadir (B6 ve Mapletoft, 2013). Bu embriyolar dondurma/cézdiirme prosediirlerinde
saglam kalamazlar, eger uygun alicilara taze transfer edilirse gebelik oranlar1 kod 2

embriyolarinkinden daha diisiiktiir (B6 ve Mapletoft, 2013).

Kod 4: Olii veya dejenere. Cok sayida bozulmus blastomerler, dejenere hiicreler,
degisken biiyiiklikkte hiicreler ve vezikiiller gibi ciddi problemleri olan embriyolardir
(Kanagawa ve ark., 1995). Bu hiicreler oositler veya bir hiicreli embriyolar olabilir canli
degildirler. Bunlar kullamlabilir degildir ve atilmalidir (B6 ve Mapletoft, 2013). Olii veya

dejenere embriyolar farkli gelisim agamalarina gore asagida Sekil 6°da gosterilmistir.

Sekil 6. Kod 4 (Olii veya Dejenere ) Embriyolar (Kara ve Bekyiirek, 2018).

Unfertilize oositler ile farkli kalite ve gelisim asamalarina gore embriyolar asagida Sekil
7, 8, 9°da gosterilmistir.
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Sekil 7. Unfertilize oositler (UFO) (Kara ve Bekyiirek, 2018). |

N\

Sekil 8. Kod 1 (Cok Iyi) Expanded blastosist (siyah oklar) ve blastosist (¢ift oklar). Kod
3 (Zayif, Sagliksiz) kompakt morula (gizgili ok) ve unfertilize oosit (beyaz ok)
(Kara ve Bekyiirek, 2018).
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Sekil 9. Kod 1 (Cok Iyi) Erken blastosist (siyah ok) ve kompakt morula (¢izgili ok) (Kara ve
Bekyiirek, 2018).

Embriyolarin degerlendirilmesi embriyo transfer uygulamasinin en kritik adimlarindan
biridir. Uluslararast Embriyo Transfer Toplulugu (IETS) el kitabinda embriyolarin geligim
evrelerinin belirlenmesinde 1’den 9’a kadar olan noktali sistemin, embriyo kalitesinin
degerlendirilmesi ise 1 ila 4 arasinda bir sistemin kullanilmas1 gerektigi belirtilmektedir. IETS
el kitabinda embriyolarin goérsel degerlendirmesinin biyolojik bir sistemin subjektif bir
degerlendirmesi oldugu belirtilmektedir. Bu yilizden gebelik oranlart bazi zamanlar alic
kalitesi, uygulayic1 kabiliyeti ve ¢evresel faktorlerden dolayr beklenenden diisiik olabilir.
Genellikle aksi karar alinmadigi siirece uluslararasi ticarette kod 1 embriyolar kullanilmalidir
(B6 ve Mapletoft, 2013).

Stiperovulasyon uygulamasi yapilmis bir inekte dstrus sonrasi herhangi bir donemde
embriyolarin gelisim asamalarinda Onemli diizeyde farkliliklarin olmasi muhtemeldir.
Ostrustan sonraki 7. giinde ayn1 yikamada morula ve hatching blastosistler olabilir. Aym
zamanda miikemmel kalitede embriyolar, fertilize olmamis oositler ve dejenere embriyolar da
goriilebilir. Genellikle embriyo kalitesinde ve embriyolarin gelisim asamasindaki genis
varyasyonlar mevcut embriyolarin normal olmadigir ve gebelik oranlarinin hayal kiriklig
yasatabileceginin isaretleridir (Mapletoft ve Morrow, 1986). Kompakt moruladan blastosist’e
kadar olan gelisim asamasindaki miikemmel veya iyi kalitede embriyolarda en yiiksek gebelik

oranlari elde edilir (Hasler ve ark., 1987).
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Gelisim asamas1 ve morfolojik yapilarma gore degerlendirilen embriyolar ti¢ farkli
sekilde kullanilabilmektedir. Bunlar; taze olarak transfer, dondurularak saklama ve ileri
biyoteknolojik uygulamalar (cinsiyet tayini, splitting v.b.) olarak siralanabilir. Yapilan
degerlendirme sonucu embriyolarda gelisim asamasi ve morfolojik yap1 transfer veya diger
uygulamalar i¢in uygun degilse in vitro kiiltiir ( % 5 CO2 inkiibatérde 38.5°C’de) yapilarak
embriyonun yasama kabiliyeti ve dejenerayonu takip edilebilir.

Birinci kalite embriyolar dondurma/¢ozdiirme prosediirlerine iyi dayanir ve
uluslararasi ticaret icin onerilir. Ikinci ve iigiincii kaliteler uygun alicilara taze transfer
edilmelidir. Dolayistyla bir embriyonun nakil ya da dondurulmasinin uygun olup olmadig:
konusundaki karar degerlendirmeyi yapan kisinin uzmanligina ve tecriibesine dayanmaktadir
(B6 ve Mapletoft, 2013).

Toplama ve degerlendirme sirasinda en fazla dikkat edilmesi gereken konu
embriyolarin transferinden ve dondurulmasindan 6nce herhangi bir hasar verilmemesidir. Bu
nedenle uygulama yapilacak oda uluslararasi standartlarda temiz, eger bu miimkiin degilse
tozdan arindirilmig alan olmalidir. Mikroorganizmalarin kontaminasyonundan kaginmak i¢in
kullanilan tiim malzemeler steril olmalidir.

Embriyo temas edecek her tirlii madde ve kimyasal kontaminasyondan uzak
tutulmalidir. Ozellikle kullamlacak plastik siringalarin pistonlarinda lastik bulunmamasina
0zen gosterilmelidir.

Yikama sivisinda toplanan embriyolarin transfer edilecegi steril soliisyonun 1sis1 37°C
olmalidir. Ultraviyole 1smnlar1 embriyolart olumsuz etkiler, bu nedenle uygulamanin
yapilacagi laboratuar direk giines 1sigindan arindirilmalidir. Pencereler bir film tabakasi ile
kaplanmalidir.

Steril soliisyonlar petriye alindiktan sonra kapaklar1 kapatilmiyorsa kolaylikla

ucabilirler ve konsantrasyonlari degisebilir. Bu gibi degisiklikler de embriyoya zarar verebilir.

2. Sonug¢

Embriyo transferi ¢alismalarinda en 6dnemli asamalardan birisi embriyolarin kalite ve
gelisim evrelerinin belirlenmesidir. Kaliteli embriyolarin se¢imi, dondurulabilir ya da transfer
edilebilir embriyolarin belirlenmesi, gelisme donemlerine ve kalitelerine gére embriyolarin
inkiibasyonda bekletilmesi vb. yapilacak uygulamalar dogrudan kalite degerlendirmesini
yapan uzmana baglidir. Embriyolarin {iretim yontemlerine gore kalite ve morfolojik gelisim

farkliliklar1 g6z onlinde bulundurulmalidir. Embriyo transferi ¢alismalarinda donérlerden
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farkli gelisim evrelerinde olan embriyolar, bos zona ya da zonasi zarar gérmiis embriyolar,
dejenere embriyolar ve oositler bir arada bulunabilmektedir. Farkli kalite ve gelisme
evrelerindeki embriyolarin belirlenmesi, degerlendirmeyi yapacak kisinin uzmanlik deneyimi
calismalarin basarisin1 énemli ol¢iide etkilemektedir. Embriyolarin degerlendirilme kriterleri
transfer edilecek, dondurulacak veya kullanilamayacak embriyolarin belirlenmesi konusunda

standart kararlar alinmasini saglar.
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