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Assisted Reproductive Technologies

Introduction

(ART) /
Yardimci treme
teknolojileri(teknikleri)

* Reproduktif biyoteknolojisi:

ein vivo ve iIn vitro embriyo ve ovum
(oocyte) uretimiyle birlikte

eonlarin  dondurularak  saklanmasi,
embriyo transferi (ET) ve

eileri biyoteknolojik yodntemlerle (in
VIVO veya in vitro) amaclanan yavrularin
(offspring) elde edilmesidir.  Suni
Tohumlama da bu alana aittir.



Introduction

ART son 30-35 yil icerisinde cok biyuk hizla gelisen multidisipliner bir
alandir. Veteriner biyoteknolojisinde su an belirli donatimli merkezlerinde
a;agidaki yontemler kullanilmaktadir:

»>Suni Tohumlama/Artificial Insemination;
»Senkronizasyon/Superovulasyon ve Embriyo Transferi;

>In Vitro Embriyo Produksiyonu - IVP (IVM, IVF, IVC);

»>Sperm cinsiyet ayirimi (X ve Y sperm separasyonu) / Semen
Sorting;

»>Embriyo cinsiyet belirlenmesi / Embryo Sexing;

»Klonlama / Cloning;

> Embriyo Biseksiyonu (embriyo ikiye kesimi)/Embryo Splitting;
» Transgenik Teknoloji;



Introduction

Neden reproduksiyonda biyoteknoloji?

Evcilestirmeden_> Ciftlik yetistiriciligi;
Hayvan ve suru sagligi

Genetik seleksiyonun hizini arttirmak
Genetik seleksiyonun etkisini arttirmak
Uretimi arttirmak

Insan treme modelleri ve arastirmalar olusturma /Infertilite
tedavisi

Irk/Soy tikenmeme uygulamalari/genetik ve gen muhendisligi,
gen tedavisi

Kok hicreler...



Introduction

e ART Tarihcesi:

1890 — Ilk ET uygulamasi, tavsan uzerine (Heape ve ark.)
1932 — Keci ET ve 1933 — Koyun ET (Warwick ve ark.)
1933 — Rat ET (Nicholas ve ark.)

1951 — Domuz ET (Kvansnickii ve ark.)

1951 — Sigir ET — Cerrahi metot (Willet ve ark.)
1959 - 11k in vitro fertilizasyon (tavsanda) / First Animal IVF

1964 — Cerrahi olmayan metodlar: By-pass (Sugi ve ark.) ve
cervical yontem (Mutter ve ark.)

1974 — Embriyo dondurma (DMSO), 1979 — Embryo freezing
(Gliserol)

1974 — Kisrak ET (Oguri ve Tsutsumi)



Introduction

1978 — 11k tiip bebek/First in vitro baby
(Edwards and Steptoe)

1981 —First live calves resulting from IVF
(Bracket et al.)

1987 — S1g1r embriyo vitrifikasyonu (Massip
ve ark.)

1987 — Nukleer transfer (Prather ve ark.)

1992 — Human ICSI( Insan Intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu)
1997 — Koyun klonlama/Dolly cloned

(Somatic cell nuclear transfer into
unfertilized oocyte)

Commercial ET started in the early 1970s, In
North America (focus cattle) and 1974
founded IETS (International Embryo
Transfer Society)



Tarkiye’de ilk Embryo Transfer Prof.Dr. Cetin Kiligoglu tarafindan
(AU Veteriner Fakiiltesi) 1982 yilinda yapilmus ve ikiz yavru
elde edilmistir.



Embryo Transfer (ET)

»Aciklama

Embriyo transferi, verici (donér) hayvanin genital
kanalindan toplanan (in vivo) veya laboratuar
kosullarinda elde edilen embriyolarin (in vitro), tasiyici

(resipient, alic1) hayvanlara nakledilmesidir. (Kanagawa
ve ark.)




Embryo Transfer
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> Ac¢iklama

» Genetik kapasitesi ve verim
diizeyleri belirlenmis olan
elit inek ve elit bogalardan
elde edilen embriyolarin
tasiyici ineklere
nakledilmesi.


http://www.fao.org/docrep/004/x6500e/x6500e03.htm

Embryo Transfer

Aciklama
=MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer)

Genetik seleksiyon surecinde bu teknik superovulasyon
vasitasiyla ylksek genetik potansiyele sahip olan disi
hayvanlarin (ineklerin) verimlilik performansim1 daha fazla
yavruya gecmesini sagliyor. Suni Tohumlama bu slrecte daha
fazla erkek hayvanlarin (bogalarin) genetik 6zellikleri ile ilgilidir.

Donor hayvanlarda birden fazla embriyo olusturuluyor ve
resipient hayvanlara transfer ediliyor.

Embriyolar dondurularak saklanabilir.
Embriyolarla ticaret yapilabilir ve farkli Ulkelere nakledilebilr.



Embryo Transfer

Asamalar:

Embriyo tiretimi ve toplanmasi/Embryo production and
collection

- Invivo embryo production

«  Invitro embryo production (integrated with IVF - IVF/ET)
— oosit toplanmasi ve takiben dis ortamda oositlerin
fertilizasyonu

- Uterus'un yikanmasi ve embriyolarin elde edilmesi /
Embryo flusching

Elde edilen embriyolarda islemler - kiiltivasyon,
degerlendirme, siniflandirma, dondurma / Handling of
recovered embryos

Embriyo Transferi / Transfer of embryos



p Embryo Transfer

In vivo embriyo uretimi ve toplanmasi /In vivo
embryo production and collection

Bu asamada izlenecek prosediirler asagida siralanmistir:
Donor ve resipient hayvanlarin secimi
Donor ve resipient hayvanlarin senkronizasyonu
Donor' larin superovulasyonu
Donor’ larin tohumlanmasi
Donor hayvanlarin bakim ve beslenmesi
Embriyonun gelisimi
Uterusun yikanmasi (Uterine flushing)
Embriyolarin toplanmasi ve degerlendirilmesi

Embriyo transferi / Dondurularak saklanmasi



In vivo embryo = i
o »Donor ve Resipient

hayvanlarin secimi
Donor se¢imiu:

- Kalitsal hastalik tasimayan ve
konjenital bozuklugu olmayan

- Saglikli ve yliiksek verimli
hayvanlar, pazar pay1 yiiksek

- Reprodiiktif gecmisinde
herhangi bir bozuklugu
bulunmayan, normal Ostrus
sikluslarina sahip ve en az 2
siklusunu diizenli araliklarla
gecirmis olmali




n vivo ET

Donor se¢cimi.

* Yasl veya cok gen¢ olmamalidir

- Fertiliteyi etkileyecek hastaliklar
tasimamasi gerekmektedir (BSE,
IBR-IPV, Sap, BVD, Leucosis,
Tuberculosis, Brucellosis.




In vivo ET

< Resipient se¢imi:

- Konjenital bozuklugu
bulunmayan, saglikli hayvanlar
- Reproduktif gecmisinde
herhangi bir bozuklugu

olmayan normal ve dizenli
ostrus siklusuna sahip

» Yagli olmayan

-Beslenme problemi ve
metabolik sorunlari
bulunmayan

*Vicit kondisyonu normal

-Fertilitesini etkileyecek
hastaliklar: tasimayan




e

ET — Ostrus senkronizasyonu

+* Bir siklus cercevesinde folikiler dinamigi (P. L. Senger. Pathways to Pregnancy and Parturition, 2005)

Follicle Diameter (mm)

B -
| 00 0 o 0 '~ 0009
2 H‘O@O OOQ OO OO follicular pool -
/Og QOOOO OO - oC 0
METESTRUS | L
5

Days of the Estrous Cycle

e = Recruitment
@ = Selected
e = Dominant

AT = Atretic

The first two follicular waves occur either during
progesterone elevation (metestrus) or during peak
progesterone production (diestrus). Follicles re-
cruited and selected during these phases of the
cycle will become atretic.

The last follicular wave (occurring after lutealysis)
results in a dominant follicle that will ovulate. Only
those follicles recruited during or after luteolysis
will become eligible for ovulation. Follicles from
any wave that are in the growth phase when lu-
teolysis occurs are capable of ovulation.

Selection = low FSH + moderate LH + low inhibin

Dominance = low FSH + high LH + high inhibin

Atresia = degeneration of follicles

Recruitment = high FSH + low LH + no inhibin + no estradiol

En dnemli konular dan biri
olarak hayvan o6strus sikluslar
kontrol eden mekanizmalar ve
folikiler dinamik hakkinda
kapsamli bilgiye sahip olmak
gerekmektedir.

Superovulasyon -
hormonal indiksiyon sonucu
normalinden daha fazla oosit
maturasyonu ve ovulasyonu
(in stage secondary oocytes)



** ET — Ostrus senkronizasyonu

» Senkronizasyon protokollerinde Progestogen ve PGF2a
kullanimin genel prensipleri

> Ostrus senkronizasyonu icin CIDR® (Controlled Intravaginal Drug Release) 7 giin
vagina da kaliyor ve bununla birlikte 6 °nci giin Lutalyse ® - 5 ml (25 mg prostaglandin
F20) uygulaniyor. Sonugcta aniden progesteron konsantrasyonu diistiigii icin, bunu takiben
GnRH ve gonadotropin (FSH,LH) konsantrasyonlar: yukselip folikil gelisimi
gerceklesiyor. Boylece 2-3 glin icerisinde inekler proestrus ve estrus evrelerine *“girmis “
oluyorlar. Lutalyse — pregnant cows(NB!)

Radiograph showing the CIDR® inside the vagina (V)
with the “wings” expanded to prevent loss after in-
sertion. (CX = cervix; U = uterus).

(Picture from P. L. Senger. Pathways to Pregnancy and Parturition, 2005)




Uterine Horn

Prostaglandin synthesis
by uterine endometrium
is released into the
uterine vein.

Corpus
Luteum

Uterine
Vein

QOvarian
Pedicle

PGF is picked up by the
ovarian artery and delivered
back to the ovary where it

causes lysis of the corpus luteum.

o Ineklerde estrus'un 7 ve 18

gunler aras1 uygulanan PGF.a
enjeksiyonu yaklasik 3 gln
(60-80 saat sonra) kizginhk
gOstermelerine neden oluyor.
Ineklerde corpus luteum, 1°ci

ve 6 Ci gunler arasinda
uygulanan PGF,a
enjeksiyonunu etkisisz
birakiyor,  clnkli  corpus
luteum 1 — 6 gUnler aras:

PGF,a'ya  Karst
degildir.

duyarh
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ET —Ostrus senkronizasyonu

ET amach siklik hayvanlarin Ostrusu senkronize ediliyor. Bunu
basarmak icin genel olarak 0Ostrus siklusunu Prostaglandin F2a
(PGF20) ve Progesteron/progestagen (Pg) preparatlari ile
manipule ediyoruz. Bunlara ilave olarak farkli senkronizasyon
protokollerinde GnRH, FSH, LH ve Estrogen iceren
preparatlar da kullaniliyor.

» Estrus synchronization products and commercial names

Type Commercial name

GnRH Cystorelin®, Factrel®, Fertagyl®, OvaCyst®, Receptal®, Buserelin®
PGF2a estroPLAN®, Estrumate®, In-Synch®, Lutalyse®, ProstaMate®

Pg MGA® (melengesterol acetate), CIDR®, ReguMate®, PRID®

FSH Folligon®, Gestyl®, Metrodin®, Puregon®

LH Chorulon®, Pregnyl®




e ET —Ostrus senkronizasyonu

Embriyo transfer uygulamalarinda en sik uygulanan senkronizasyon
yontemi Ovsynch+Progesteron yontemidir.

Step 1 - GnRH randomize olarak tohumlamaya uygun bulunan sigirlara (fully recovered from
their last parturition) uygulanmyor. Rastgele GnRH enjeksiyonu uygulanan ineklerde
gergeklesecek olan iki olaylardan birine sebep olunuyor:

a) Eger ovarium da dominant folikil mevcut ise (a follicle that is greater than 10mm and has
an adequate population of LH receptors), inek GnRH enjeksiyonu sonucu ovulasyon
gerceklestirecek ve takiben corpus luteum sekillenecek.

b) Eger dominant folikil mevcut degilse (an immature follicle that has few LH receptors),
GnRH enjeksiyonu sonucu surekli folikiler biyimesine neden olacaktir. Bu vakada bir
onceki ovulasyon'da olusan corpus luteum mevcuttur.

Step 2 - PGF,a'nin enjeksiyonu GnRH ten 7 giin sonra uygulanirsa luteolysis gerceklesiyor ve

sigir estrus un folikiler evresine girmis oluyor.

Step 3 - PGF,a enjeksiyonun'dan 48 saat sonra ikinci defa GnRH uygulanirsa ovulasyon

gerceklesiyor(24-32 h sonra).

Step 4 - Bunu takiben (GnRH uygulamasindan 16 saat sonra) inekler sabit zamanda

tohumlanabilir (kizginlik kontrolli yapmaksizin).



: -
Embryo Transfer

Ineklerde superovulasyonun uyarilmasi genellikle siklusun 8-
12 gunlerinde baslamaktadir (ovarium tGzerindeki folikdl
dalgalarinin bu gunlere aktif hale gecmesidir).

Folikller dalga sayisina gore degerlendirelecek olursa en
basarili sonuclarin 3 dalgal: sistemlerde siklusun 9,5 guintinde,

2 dalgal: sistemlerde ise 10,5 glninde elde edilebilecegi
belirtilmektedir.

Iki dalgali sistemlerde sekstel sikluslar 18-20 gtn surerken, tc
dalgal1 sistemlerde bu slre 21-23 gline uzamaktadir.



Embryo Transfer

- Donor management —estrus senkronizasyonu ve superovulasyon
IndUksiyonu, prostaglandin veya progestagen kullanimiyla yapilan
estrus senkronizasyon esnasinda, gonadotropinler ile
gerceklesiyor(sekilleniyor).

Variant I. Oestrus synchronisation in donor
cows with the use of progestagens (Crestar) and
FSH

F5H twice daily, decreasing dose
(80mg, 5B0mg, 40mg, 20mg) Pestiue ohs P e——— i"‘

Day 1 Day 5 U U """ 2 ;.__Ei_h‘lfs._l_ie'te':!alln heat =
___-_'_,“'_:-_.,. Day 14 |Da1,r 15 : Day 18 ]my 19 ‘:‘-,F Day 25
L] ‘ _i KJ Embryo flushing
PGF2 o Progestagen PGF 2z ReEmowve progestagen



http://www.partners-in-reproduction.com/reproduction-cattle/fsh-donors.asp

Embryo Transfer

Donor management

Variant Il — Donor ineklerde Prostaglandin ve FSH ile estrus
senkronizasyonu. Dogal FSH preparatlari domuz ve koyun
menseli olarak piyasada mevcuttur. FSH, nispeten kisa bir yari
omre sahip oldugu icin, genel olarak, 3-4 gin sure ile ginde
IKi defa tatbik edilmektedir.

FSH twice daily, decreasing dose Oestrus observation and Al in
ow

(80mg, 60mg, 40mg, 20mg) cows detected in heat
Heat l-.-fJ k/ I\fl h 4 Lv*'l k_x I\.el l"«f -
|Da"|-'0 — Day 10 Day 11 Day 12 Day 13 Day 14 | _—— |Day 21

Embryo flushing
PGF2ax

Source:
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Embryo Transfer

« Eger PMSG kullanilirsa uzun bir yari-omri oldugu icin tek bir enjeksiyon
yeterlidir. PMSG yuksek dozlarda ovulasyon Uzerinde uzun sureli uyarict negatif
etkiye sahip oldugu icin ikinci bir folikiller dalganin ortaya ¢ikmasima neden
oluyor.

* PMSG =eCG

- 48 Saat PMSG (veya ilk FSH) enjeksiyonundan sonra, corpus luteum regresyonu
bir doz prostaglandin ile induklenir.

Example 1
P Example 2 PCFZa
Supe
ovulation Super
Folligo PGF 2cx Crestar ovulation
3000 10 Flush implant + Folligon remove
Do RoF m. N injection 3000 U implant
e o e gy e e e DO0E AN AL
Da‘,-'[} 1 2 3 4 5 6 ? 8 91[}111213 T415161?18192[}21 ] CRESTAR s Lrus
! oyl Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I
'CRBT&R bt I Da:'.-'[} 1 2 3 4 S 6 ? B 9 l[]]] 12 13 141515]?1819
Recipient . - | CRESTAR estrus
Impblam Recipien
I Crestar FEMOove embnre Implant
implant + injection implant* embryos
8 days before planned inErpT:,llalr4 :‘fn]:uf_
superovulation injection Gl fichacl
* For non-cyclic animals 400-500 1U Folligon at implant removal * For non-cyclic animals 400-500 10 Folligon at implant removal

Source:
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Embryo Transfer (Resipient hayvanlarin senkronizasyonu)

<» Management of the recipient cows

* Direkt transfer ya da dondurulmus embriyo transfer islemine bagh olarak
protokol seciliyor ve alici ineklerin de estrus siklusu buna gére ayarlaniyor
(senkronize ediliyor) ki embriyolarin transferi ovulasyondan sonra 6. — 8.
gunler arasi denk gelsin. 24 saati asan Siklus asenkronisi konsepsiyonu

negatif yonde etkiler.

Example 1

Super
owvulation

Folligon PGF 2ex
3000 10

Flush
o nor Al )
st cestrus

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
|Da1,.-'[} 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14151617 18 19 2021

CRESTAR | e strus.
Recipient
I lant

Crestar SR embryo

implant*

implant + injection
8 days before planned
superovulation

* For non-cyclic animals 400-500 1U Folligon at implant removal

Example 2 PCFZa

Super .
Crestar ovulation
1 +

mpdan Folligon remove
injection 3000 U implant

Flush
Dronor Al Al
T CRESTAR Lt iy
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

| Day 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14151617 18 19
Fam i i e e e e ol o e e e =

| CRESTAR | aestrus
Recipient
Implant

Crestar FEITIOVE embryo
implant irmp lant*
injection

* For non-cyclic animals 400-500 1U Folligon at implant remoyal

Source:
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Embryo Transfer- embriyo verimini etkileyen
faktorler

Siklusun donemi

Superovulasyonun 9. - 13. giinler arasinda uygulandig1 zaman en iyi sonuglar elde ediliyor
/Best results are obtained when superovulation is initiated during the mid-luteal phase (day 9-
13).

Superovulasyon induksiyonu sirasinda foliktler durumu : :

Superovulasyon sirasinda ovarmum’da dommant folikiil mevcut ise indiiksiyon cevabi
distiktiir. /The presence of a large dominant follicle at the time of superovulation reduces the
response

Donor ineklerin yonetimi
> avoiding stress
> nutritional status
> absence of pathology
Sperma ve tohumlama
> Use of high quality semen and Al at 12-24 hours after the onset of standing oestrus
> Repeated inseminations do not appear to give better fertilization rates
> Differences have been reported between bulls



Embryo Transfer — Superovulasyon

Superovulation protocols

Atlar/Horses

» Domuz ve koyun hipofizlerinden tiretilen FSH kisraklarda superovulasyon
indiiklemesinde etkisiz kalryor. / FSH derived from porcine or ovine pituitaries
not reliable to induce superovulation in mares

> At hipofiz FSH (eFSH) ekstresi superovulasyonu basari ile indiikler. / Equine
FSH pituitary extract (eFSH ) succesfully induced superovulation

» Kisraklarin ovarium 6zelligi (fossa ovulationis)? /Anatomical structure of
mare s ovary (fossa ovulationis) — as a reason for single ovulation?

Domuzlar/Sows

» PMSG takiben hCG uygulaniyor (normalde domuzlar ¢oklu ovulasyon
yapiyorlar — daha az etkili)

» Cogu kez estrus senkronizasyonu dogumdan sonra 3.- 4. laktasyon haftasinda
anne domuzlarin aym anda yavrularindan uzaklastirarak uygulaniyor (PGF2a
domuzlarda luteolizisi uyarilmasi i¢in ¢ok daha az etkili oldugu i¢in) /
Synchronization of oestrus is often achieved by simultaneously weaning groups
of sows at 3 to 4 weeks of lactation (PGF2a is much less effective for inducing
luteolysis in pigs)



Embryo Transfer — Superovulation
%+ Superovulation protocols

- Koyun ve keciler/Ewes and goats

» Estrus  senkronizasyonu progesteron
iceren intravajinal singerler(Chrono-
gest®) ile gerceklesiyor.

> GNRH antagonist preparatlar 10 gtn
stre icerisinde 3 defa uygulaniyor ve
boylece  endojen  gonadotropinleri
baskiliyor.

> Both multiple injection of FSH and
single injections of eCG (300-500 Ul in
season).

> Donors are inseminated primarily by a
laparoscopic approach.




/

Embryo Transfer — embriyo toplama

Inekler — embriyolar
Superovulated Ovary estrus’u takiben 6. ve 8.
gunler aras1 toplaniyor.
Superovulasyon uygulanan
Ineklerde toplanan ortalama
Multiple embriyo miktar1 4 ila 7
cLs arasindadir.

Multiple
Follicles

Gecmiste cerrahi ve cerrahi olmayan metodlar sik uygulanirken, son
yillarda sadece cerrahi olmayan yontemler kullaniliyor ve bu yontem embriyo
yikama (“flushing” embryos) yontemi olarak adlandiriliyor.
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/\ Embryo Transfer — embriyo

Epidural
anaesthetic

~r L

Air to Arm in rectum
inflate —
balloon

(" \‘\ Cervix

Flushing .
edirmn Retrieval
of embryos

Foley catheter
in uterus

( Picture from P. L. Senger. Pathways to
Pregnancy and Parturition, 2005)

toplanmasi

Calisma yontemi:
» Toplama proseduriinden dnce rektum

gevsemesi 1¢in epidural anestezi
uygulaniyor.

* 6. — 8. giinler aras1 uterus’a ozel
kateter sokuluyor. Kateter’in 0n
kisminda balon mevcut ve bu balon
yikama sirasinda medium’un disari
cikmasini engelliyor.

* Foley kateterin uygulamasinda — 2
yOntem (corpus uteri ya da cornua
uteri)

* Kateter yerlestirildikten sonra yikama
mediumu uterus’a ilave ediliyor ve
lavaj uygulaniyor ve daha sonra
medium toplama kabina alimiyor.



Embryo Transfer — embryo recovery

» Embryo flushing

Foley Catheters


http://landervet.net/embryo-transfers/

Atlar

Kateter daha buylk ve manset serviks
kanalin icerisinde sabitleniyor.

Bunu takiben uterus’a medium (DPBS ya
da Laktatli Ringer) ilave edilip bir ka¢ defa
doldurup bosaltiliyor ve bunun igin 2 — 6 |
vasat kullaniliyor.

Uterus’tan bosaltilan medium toplama
kaplarina (siselerine) aliniyor ya da embriyo
filtresinden gegciriliyor (ineklerde kullanildigi

gibi).

Embryo Transfer — embriyo toplanmasi

i

Embryo filter (75um of mesh)




Embryo Transfer — embriyo toplanmasi

e Ewes:

_ » Surgical method (mid-line
~ Laparoscopic method

Incision)



https://tahneemanton2012mgysastudytour.files.wordpress.com/2012/08/2012_0803usa60532.jpg
https://tahneemanton2012mgysastudytour.files.wordpress.com/2012/08/2012_0803usa60532.jpg
https://tahneemanton2012mgysastudytour.files.wordpress.com/2012/08/2012_0803usa60532.jpg
http://www.paragonvet.com/breeding-sheep_breeding-embryo_transfer__e_t_
http://www.paragonvet.com/breeding-sheep_breeding-embryo_transfer__e_t_

e

/Embryo Transfer — embriyo toplanmasi

« Laparoscopic method in sheep

Laparoskopik embriyo transferi.

(A) Infundibulum was grasped with
assist forceps, and then inserted into a
polyethylene tube. (B) Insertion of
polyethylene tube into the ampulla via
the infundibulum. (C) Swollen oviduct
after embryo transfer. (D) Preventing
back flow of medium into the
abdominal cavity by grasping the
Infundibulum with assist forceps.


http://synapse.koreamed.org/DOIx.php?id=10.4142/jvs.2008.9.1.103&vmode=PUBREADER
http://synapse.koreamed.org/DOIx.php?id=10.4142/jvs.2008.9.1.103&vmode=PUBREADER

“* Domuzlar/Sows : Cerrahi olmayan metot

Embryo Transfer — embriyo to

Uterine harn

Insertion of the pig embryo transfer
catheter inside a uterine horn. See
the silhouette of the catheterinside
the horn

Internal view of the cervix, where we can
see the cervical wrinkles, and view of the
location of the embryo transfer catheter
after its insertion

Mon-surgical pig
embryos
t transfer catheter

\\

planmas:

» Cerrahi metot
> Linea alba kismindan insizyon

vasitasiyla  anestezi  altinda
uygulaniyor.

»Domuzlarda uterotubal
junction (ovidukt-kornu

baglantis1) uterus’tan yapilan
gert  donUmli  (retrograde)
embriyo elde etmesini
(yikanmasini) engelliyor ve o
ylzden embriyolar ovidukta
takilan bir kandl ile thplere
toplaniyor.


https://www.pig333.com/what_the_experts_say/non-surgical-pig-embryo-transfer-is-a-reality_8308/
https://www.pig333.com/what_the_experts_say/non-surgical-pig-embryo-transfer-is-a-reality_8308/
https://www.pig333.com/what_the_experts_say/non-surgical-pig-embryo-transfer-is-a-reality_8308/
https://www.pig333.com/what_the_experts_say/non-surgical-pig-embryo-transfer-is-a-reality_8308/
https://www.pig333.com/what_the_experts_say/non-surgical-pig-embryo-transfer-is-a-reality_8308/

/Embryo Transfer — embriyo toplama vasatlari

Medium (Uterus yikama vasati)

[sotonic mediumlar kullaniliyor ve bu L
vasatlar Dulbecco's PBS veya Laktath

Ringer bazindadir (Dosage: 0.5 — 1.0 B
|/cornu uteri). o

Antibiyotikler (Penicilin, < Jo=
Streptomicin) arti1 Antimikotik ilave -
edilir.

» Surfactants (BSA ya da polyvinyl
alcohol) — embriyolarin yapiskanligini
onlemek i¢in kullanilir.

» Yikama islemi uygulandiktan sonra
uterus icerisine iyot icerikli antiseptik
(iyot-povidon) solisyon verilmeli ve
PGF2a i.m. uygulanmali.




/

Embriyo islemleri ve degerlendirmeleri

< Erken embriyonik gelisim tablosu

Species  First Second Entryinto  Stage of Loss of  Placental
Cleavage _Cleavage  _Uterus(h) development Zona _Attachment

Cow  20-24 32-36 72-84 8-16 Cell 9-11 (day) 22 (day)
Sheep  16-18 28-32 66-72 8-16 Cell 7-8 15
Pig  14-16 20-24 46-48 4 Cell 6 13

Horse 24 30-36 140-144 Blastocyst 8 37




Hatehing blastocyst Hatched blastocyst Hatchad blastocyst
partally collapsed re-expanding



http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm
http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm
http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm

Embriyo islemleri ve deger

(A) Newly compacted morula recovered seven days after oestrus. Bright-field optics. (B) Compacted morula
recovered seven days after oestrus with several excluded cells; good morphological quality. Nomarski optics. (C)
Compacted morula recovered seven and a half days after oestrus with many large, excluded cells, fair
morphological quality. Bright-field optics. (D) Poor quality morula with many degenerate cells. However, the
small, compacted mass to the lower left has a small chance of developing into a calf. Bright-field optics

Source:


http://www.fao.org/docrep/004/t0117e/T0117E07.htm

A) Normal, early, expanded blastocyst recovered seven days after oestrus. Bright-field optics. (B) Same embryo
as in (A) but Nomarski optics. (C) Normal, expanded blastocyst recovered seven and a half days after oestrus.

Note the thinned zona pellucida. Bright-field optics. (D) Hatching blastocyst typically found nine days after
oestrus. Bright-field optics

Source: http://www.fao.org/docrep/o0o4/tonze/Ton7Eo7.htm#ch7y



http://www.fao.org/docrep/004/t0117e/T0117E07.htm

/Embriyo islemleri ve degerlendirmeleri

Embriyolarin degerlendirilmesi — IETS e goére standart olarak embriyonun gelisim
donemine ve kalitesine gore yapilmaktadir. Gelisme donemi siniflandirilmas: 1 den
(Fertilize olmamis oosit veya 1 hiicreli embriyo) 9'a (Exspanded Hatching blastocyte)

kadar yapilmaktadir.

Gelisim asamasi Uluslar arasi kisaltma

1

2

O o0 NN O 1 K~ W

Fertilize olmamis

2-12 hucreli

Erken morula

Kompakt morula

Erken blastosit

Blastosit

Expanded Blastocyte
Hatched Blastocyte
Expanded hatched Blastocyte

UFO

M

CM

EBI

B

ExpBI
HedBI
ExpHedBI




Embriyo islemleri ve degerlendirmeleri

Embriyo kalitesi de numaralandirarak yapilmakta ve embriyonun
morfolojik  butunlugune gore siiflandirilmaktadir. Morfolojik
yapilarina gore embriyolarda uygulanacak islemler asagidaki tabloda
belirlenmistir:

Morfolojik yapi Yapilacak

1 Cok iyi *(Excellent)  ET veya dondurma

1 Iyi (Good) ET veya dondurma

2 Orta (Fair) Et veya dondurma

3 Sagliksiz (Poor) Kiiltiir sonrast ET veya dondurma
4

Olii veya dejenere**  Kullanilmaz
(Degenerate)

* Her bir blastomer yuvarlak sekilli uniform buyukluk, renk ve yogunluktadir. Bu embriyo,
gelisiminin beklenen asamasi ile tutarlilik gosterir. Hucreler arasindaki duzensizlik cok dusuk
seviyededir ve yasayan embriyonik hucre orani 85% ve uzerindedir.ZP yuvarlak olmali ve konkav
ya da katlanmis bir gorunumu olmamalidir.

** Olu veya dejenere embriyolar, oositler ve 1 hucreli embriyolar canli degillerdir.



Embriyo islemleri ve degerlendirmeleri

“+Gelisim asamasina ve morfolojik yapilarina gore degerlendirilen embriyolar 3 farkl:
sekilde kullanilabilir:

» Taze olarak transfer edilebilir;

» Dondurularak saklInabilir;

~ lleri biyoteknolojik uygulamalarda (cinsiyet tespiti, embryo bissection) kullanilabilir.

(B) Estrus’tan 3 giin sonra toplanan uncompacted morula(kompakt olmayan morula), koyu

(dark) sitoplasma. (D) Estrus’tan 7 giin sonra toplanan agir seviyede dejenere embriyo
(Bright-field optics).
Source:


http://www.fao.org/docrep/004/t0117e/T0117E07.htm

Embryo Transfer

¢ Atlar/Horses

Embryo assesment (orig.)

O
2 N

-

Equine expanded blastocyst (orig.) Equine expanded blastocyst with
well visible inner cell mass(orig.)



RN

Embriyo islemleri ve degerlendirmeleri

Hayvan tiri Embriyolarin alinmasi ve transferi -giin,
estrus sonrasi

Sigir 6-8
At 7-8
Koyun/Keci 6-7
Domuz 5-6

» Toplanan embriyolar yikama sivisindan biran once uzaklastirilmas: gerekir. Sivida
bulunan mukus, kan ve hucre dokintuleri embriyo uzerinde olumsuz etki yaparlar.

» Yikama sivis1 Emcon filtre kullanilarak stizuluyor, filtrede kalan kisim dilue edilerek
piht1 ve kandan uzaklastiriliyor

» Petri kabina alintyor ve daha sonra stereopmikroskop altinda embriyolar araniyor.
Yikama sivisinda belirlenen embriyolar taze hazirlanmis saklama sivisina alinmali ve
burda birkag defa yikanmalidir (CS* 20% + modified D-PBS).

* Calf Serum



Transfer of Embryos

» Amac: Tum resipient hayvanlarda cornu
uteri'lerine yuksek viabilite potansiyeline
sahip embriyo nakliyesi/transferi;

» Nedeni: Resipient hayvanlarda gebelik
elde etmek icin;

» Teknik: Transfer kateteri kullanarak
cornu uteri'ye tek embriyo transfer ediliyor
(in ipsilateral side );

Note that both the donor and recipient
should has CL at similar stages of
leutinization. Thus, the uterine
environment in the donor and recipient are
quite similar.


http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm
http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm
http://www.fao.org/docrep/004/t0120e/t0120e07.htm

In Vitro Production

“* IVP prosedirlerin genel olarak asamalar:

a) Donor cows

b} Osum Pickup
(OPU)

¢} In witro
maturation

d) Fertilization
with sperm

e} Embryo
culture for 7 d

. g) Embryo
freezing

h) Embryo transfer and
birth of calves

f) Blastocyst
collecting

Picture from



http://www.renovalife.com/OPU-IVF_concepts.php
http://www.renovalife.com/OPU-IVF_concepts.php
http://www.renovalife.com/OPU-IVF_concepts.php

i
IVF

In Vitro Embriyo tiretim asamalart:
» Ovaryumlardan oosit eldesi

v Mezbaha materyalinden,
v “Ovum Pick-Up” (OPU) yontemiyle

Oositlerin maturasyonu (IVM)

Spermanin fertilizasyon amaciyla hazirlanmasi
Oositlerin fertilizasyonu (IVF)

Embriyo kiiltira (IVC)

W N



In Vitro embriyo dretimi

In Vitro Embryo Production (IVP): Canli don6r hayvanlarda Ovum Pick-up

(OPU) metodu uygulamalarinda 6nemli hususlar:
Oosit kaynaklari tespit edilebilir / Oocyte source can be identified

Tekrarlanan oosit toplanmasi (kazanimi) miumkin / Repeated oocyte retrieval is

possible

Dondriin fizyolojik statiisti bilinmektedir / Physiological status of donor is

known

Hormonal stimilasyon gerekli degildir /Hormonal stimulation is not necessary

Subfertil hayvanlarda klinik bir yontem olarak da kullanilabilir /Can
be used as a clinical tool in subfertile ani mals



IVF (IVP/OPU) — oosit toplanmasi

» Qositler ineklerde ve kisraklarda ovarium’lardan ultrason kontroliinde

transvajinal aspirasyon yontemi ile toplaniyor. Bu sirada diger el rektum dan
ovarium'u vajinanin forniks duvarina yaklastirarak sabit tutuyor. Kiicuk turlerde
laparoskobik yontem kullanilmasi tercih ediliyor ve boylece folikiller gérunerek

tanimlaniyor ve aspire edilebilir.

Transvaginal Ovum Pick-up &g I'-IS%‘FV
RAASTEYA

Picture from



http://www.slideshare.net/trufflemedia/dr-mark-allen-present-future-bovine-genetic-reproductive-technologies
http://www.slideshare.net/trufflemedia/dr-mark-allen-present-future-bovine-genetic-reproductive-technologies
http://www.slideshare.net/trufflemedia/dr-mark-allen-present-future-bovine-genetic-reproductive-technologies
http://www.slideshare.net/trufflemedia/dr-mark-allen-present-future-bovine-genetic-reproductive-technologies

“IVF (VP/OPUJ- oo

» Oocyte collection through transvaginal ultrasound-guided follicular aspiration

Picrure by Peter E.J. Bols. Biotechnology of reproduction in farm animals. AAP-2010, Leida-
Spain



e IVF

Oosit toplama intervallert:
1. Haftada 2 defa

a) 3 gun arayla
— 8 oosit eldesi / OPU seans

b) 4 gunarayla |

2. Haftada bir defa OPU (5,5 oocytes at each OPU session)

Daha yuksek oosit eldesi ve erken embryo gelisim performansi icin:

>  Donorlari onceden gonadotropin uygulamasi
>  “Coasting period 48-84 h of FSH starvation”(FSH “aclik” suresi )

In a recent, very comprehensive comparison of different OPU intervals with and without FSH,
Chaubal et al. (2006) reported that the most productive protocol in terms of oocyte and embryo
production involved dominant follicle removal, FSH treatment 36 hours later, and OPU 48 hours

after FSH. This treatment was alternated weekly with simple once weekly OPU.



I\VVF - in vitro maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon (IVVF) ve in vitro
kaltdr (IVC) prosedurleri icerir. Bu islemler genellikle in vitro Gretimi

IVE

(IVP) embriyolarin Uretilmesi i¢in sirayla gerceklestirilir.

e IVM - baz1 durumlarda, oositler in vivo olarak olgunlasmaya birakiliyor ve
Graaf foliklllerden ovulasyondan hemen 6nce aspirasyon yoluyla toplaniyor.

e Bunu yapmak icin oosit toplama zamanimi c¢ok hassas bir zamanlama
gerektirir ve ¢gogu durumda, olgunlasmamis oositler toplaniyor ve daha sonra,

in vitro olarak olgunlastirilir.
e Bunu takiben oositler CO2 dengelenmis
maturasyon mediumuna plastik ttiplere
yerlestirilir ve 39°C portable inklbator
icerisinde nakledilebilir.

e |[VM medium: TCM-199 + 5% CS

s =
H

A —

] Red. 1999000010
| TCM 199 Refun®”
TCM 198 malu’a'”_

51 ToM 199 meco

i Prog, Date: 030970
; Buat bafare: § 827
Far Anirrat Lise 07 ™




IVF

< In Vitro Maturasyon (I\VM) — maturasyon silrecinde
kullanilan vasatlar ve sartlar

» Qosit maturasyon surecinde Tissue Culture Medium (TCM - 199)
vasati en sik kullaniliyor . Buna ilave olarak 0.01pug/ml FSH , 0.01pg/ml
LH, %3BSA ve 50 pg/ml gentamycin ekleniyor.

» Daha sonra petri  kabina hazirlanmis olan maturasyon
medium undan (TCM-199) 50 pg mikrodamlalar (microdrop)
damlatiliyor, her damlada 10 oosit olmas: gerekiyor ve bu damlalar
mineral yagi ile dikkatlice kaplaniyor.

» Maturasyon 38.5 C, %5 CO2 20 — 22 saat period icerisinde
inklbator de gerceklesiyor.



® Sperm separasyonu —
en yuksek motilitede
ve fertilizasyon
kapasitesine sahip
spermatozoa secimi

> Swim up teknigi

> Percol gradient
teknigi

Samen processing Ligueafied somen
maadia
Balore procedure Take on drop &
takd out from parioemn semen
28'c & keep al 37c anakyss —_—
for 20-30 minules

i Aspirale upper & midde part

in andthes
caniriuge ube

Caniriluge ai 2000 mpm
for 1 minuto

Dhiscard Supsgrnakan

& boave pallal

Add 0.5 mil semin procassing
miédia & mix will ——

Swim Up Technique

Cantrfugation

Liguefitd Somen samphe : Diacard
1 al 2000 rpen supamatan
Equal quantity of meda 15 minutes & leave pellet
Keeg tha bube inclined & 30 Layer 2 ml mada
in incubalor a1 37°C over paliat

lor 45 mingtes

Sample Ready For IUI

Procass somen
Take one drop & periorm analysis

Picture from


http://www.spermprocessor.com/sperm-swim-media.html
http://www.spermprocessor.com/sperm-swim-media.html
http://www.spermprocessor.com/sperm-swim-media.html
http://www.spermprocessor.com/sperm-swim-media.html
http://www.spermprocessor.com/sperm-swim-media.html

Sperm kapasitasyuonu -
spermatozoonlarin oositi dolleyebilme
yetenegi kazanmalar.
Spermatozoonlar disl genital
sistenminde ovidukta dogru hareket
ettikleri sirecte ytzeylerinde bulunan
glikoproteinlerin (decapacitation
factors) yikanmasi, spermlerde
biyokimyasal degisiklikler ve sperm
motilitesinin hizlanmasi ile sekillenir.
Akrozomal reaksiyonun sekillenmesi,
kapasitasyonun tamamlanmis
oldugunun morfolojik gdstergesidir.
Bu yaklasik 6 saat stirmektedir.

I\VF

Kapasitasyon mediumlari:

> S1g1r — heparin ...
» Hazir ticari mediumlar

p_
/

Ref. 10990/0020
TL Medium fiir SPe™

| E TL medium forspefm‘_'_"
S TL medio de capa®

$§ Prod, Date: 03.09-201'3 §
£ Bestbefore: 6 Mont" i
For Animal Use Only. N




“ IVF asamalari

In Vitro Fertilization (IVF)

Picture from http://loved-forever.net/page/4/

Mouse oocytes (orig.)

Denuded mouse oocyte (orig.)

IVF with mouse gametes (orig.)


http://loved-forever.net/page/4/

= I\VF/High-tech assisted reproduction techniques

Sperm sexing: ¢ogu sperm ayirma teknikleri dengesiz sedimantasyon
(nonequilibrium sedimentation — diisme hizina gore) veya yogunluk gradyanina gore
dengeli sedimantasyon (sedimentation to the level where specific gravities of sperm
and the medium are equal) bazindadir.

Medium tlizerinde imobilize edilmis sperm sedimantasyonu

Albumin separasyonu — serum albumin kolonlar tizerine sperm yayildiginda,
kolonlarindan daha fazla Y spermatozoa elde edilir /when semen layered over columns of
serum albumin, increased number of Y sperm are recovered from the albumin layers;

Trofoblast hucre biyopsi ve DNA analizi (PCR, FISH)

12 34 566 7 8

ya da karyotyping;
ol @ O
Imunolojik metodlar ( H-Y Antigens) - ZFx

ZFY

Picture from


http://www.compgene.com/sex.htm

e

I\VVF/High-tech assisted reproduction techniques

“* Flow cytometry —
genel prensip

X- ve Y- kromozom
tasiyan sperm hcrelerin

aralarindaki farklan
kullanarak spermatozoon
ay1rimi yapilabilir.

Ineklerde X- kromozomu
tasiyan spermler %3.8
daha fazla miktarda
DNA tasimaktadir -
bunu kullanarak X ve Y
tastyan spermatozoonlari
ayirabiliriz.

Animation from

1. A piezo electric crystal is
undulated approximatel
90,000 times/second, which
breaks the stream into droplets
at a particular point in time.
The location of the last-attached
ﬂrn||:l¢i in the stream is
highly controllable.



http://www.sexingtechnologies.com/
http://www.sexingtechnologies.com/

Klonlama / Cloning

> Reproduktif klonlama embriyonun

biseksiyonu veya nukleer transfer
sonucunda ayni genetik yapiya

sahip canlilar elde etmektir.

> Nukleer transfer ile gerceklesen
klonlamada genetik materyali
cikarilmis bir oosite, verici
hayvandan alinan somatik hucre
cekirdeginin transferiyle yeni bir

embriyo yaratiimaktadir.

Picture from

el CELL S 2
PO g‘“ NUCLEAR N
TRANSFER cleu:;}mrmmmauobe

Oocyte -
donor i

Mature Oocyte \

Removing the nucleus \
from Oocyte - Enucleation

ﬂ;ﬂ SOMATIC f%" -

*EZ of)
ells cultured for
ransfer
)

/ Selected Donor cell

Enucleated / Transfer iliftgonor cell
Qoeye \ the enucleated oocyte
@ Fusion of the cell
with the enucleated
1 ococyte
SCNT Embryo i) L N
A —~ ransfer of the cloned

embryo

g’ . ﬁ{‘ﬁ
B|rthof: )% ., =
done 4 % PR ]

)
e (2
reproduction



http://web.oie.int/eng/normes/mcode/en_chapitre_1.4.11.htm

I\VVF/High-tech assisted reproduction technigues

<+ Transgenic animals — klonlanmig genlerin somatik hiicreler ya da embriyo

hicrelerine nakledilmesi, takiben nukleuslarina entegre olmalar1 ve sonugta
bu genlerin ekspresyonu (cloned genes introduced into somatic cells or embryos)

a Pro-nuclear injection
Famals recipient —__ Man- JEII'IE-QE!I'IIC u:rrfsp mg :;:jrr]i%?nuc
Fartilized - R !- :_, ~, —

| ego é\; o §ox
T

DA
construct -"’ﬁ
TOSTVLTR
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genatic modifications

b Embryonic stem cells

Famale Chimaera with

- Host I'EL:IF_: ent germ-cell
ES cells 3 hhqm-:-y-:; T -;,\ mndlr'catuan
! Y 5,
DMA Gens Fal ' | ¥ "‘\ o c‘&
canstruct addition == —{*{_ < My —>
FoasaR or homologous

recombination Implantation w T[.ﬂ[]bge["(‘ d
mice

€ MNuclear transfer Famale Cloned
Cubured Enucleated reclpient - Iransgenic
somatic . 90_\':.}1& e —T founder

cells N A é" L] '
Dty Gans
mnﬂr ct additicn ’H/ 1r
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MNature Reviews | Genetics

Picture from


http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n10/fig_tab/nrg1183_F1.html
http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n10/fig_tab/nrg1183_F1.html
http://www.nature.com/nrg/journal/v4/n10/fig_tab/nrg1183_F1.html

Erbn i spiioom g Cloning by Embryo Splitting

two half-embryos

Embryos are transferred to an

unrelated surrogate mother mﬁgg tlasy Seep g’s I:i-rl:h
ultrasound identical twins

Picture from

Picture from



http://animalscience.ucdavis.edu/ANIMALBIOTECH/Biotechnology/Cloning/index.htm
http://animalscience.ucdavis.edu/ANIMALBIOTECH/Biotechnology/Cloning/index.htm
http://users.netonecom.net/~mapleview/cattle/biotech.php
http://users.netonecom.net/~mapleview/cattle/biotech.php

I\VVF/High-tech assisted reproduction technigues

<» Micromanipulation of zona pellucida
> Fazla olan pronukleusu ¢ikarilmasi /Removal of excess pronuclei

» Zona pelucida’ nin mekanik yontemle incelmesi /Zona drilling by mechanical
force

> Zona pelucida’ nin punksiyonu /Puncture with acid Tryod, pronase or trypsin
solution with micropipette

» Mekanik yontemle Zona 'nin incelmesi
ve takiben mikroinseminasyon /

PZD - partial opening

: : s ~ F’_ar‘tial zona
using mechanical force S dissection
only, followed by | e—0ZONE

insertion
microinsemination |

Intracytoplasmic
sperm injection
N 7ona pellucida
Picture from

Plasma membrane



http://www.medscape.com/viewarticle/410214_7
http://www.medscape.com/viewarticle/410214_7
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