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SIGIRLARDA EMBRiYO TRANSFERINDE CIDR iLE SENKRONIZE EDILEN
DONORLERE OSTRUS ONCESI GERCEKLESTIRILEN CiFT PGF;a
UYGULAMALARININ ELDE EDIiLEN EMBRiYOLARIN KALITESI VE SAYISI
UZERINE ETKILERIi
OZET

Bu calismada, siZirlarda embriyo transferinde Ostrus oOncesi uygulanan cift PGF,a

uygulamalarinin elde edilen embriyolarin kalitesi ve sayisi lizerine etkileri arastirildi.

Arastirmada, 5-7 yash Holstayn irki, herhangi bir saglik ve reprodiiktif problemi bulunmayan,
sikluslar1 diizenli 20 bas Holstayn inek iki gruba ayrildi (n=10). Dondrlere siiperovulasyon
amaciyla 6strus siklusunun herhangi bir giiniinde CIDR uygulandi. Controlled Internal Drug
Release (CIDR) uygulandiktan sonra yedinci giiniinden baslayarak dort giin siireyle 12 saat
araliklarla azalan dozlarda (80:80 mg, 60:60mg, 40:30 mg, 30:20 mg) toplam 400 mg FSH
kas ici uygulandi. Daha sonra corpus luteumu lize etmek amaciyla Grup I'de 5. FSH
enjeksiyonuyla birlikte tek doz 500 pg Cloprostenol ve Grup II'de 5. ve 6. FSH enjeksiyonuyla
birlikte cift doz toplam 1000 pg kas ici enjekte edildi. Her iki grupta da 6. FSH enjeksiyonuyla
birlikte CIDR uzaklastirildi. Cloprostenol enjeksiyonundan 24 saat sonra giinde ii¢ kez
dondrlerin dstruslar takip edildi ve Ostrus baslangicindan itibaren 12 saat ara ile 0,25 ml’lik
payetlerdeki sperma ile iic kez tohumlandi. Embriyolar tohumlamay: takiben yedinci giiniin

sonunda uterus yikamasi ile toplandu.

Arastirma sonunda, toplam follikiil, toplam corpus luteum, toplam embriyo, transfer edilebilir
embriyo, 1, 2 ve 3. kalite embriyo ve dejenere embriyo ortalama sayilar1 degerlendirildiginde,
Grup 1’de swasiyla 3.00+0.94, 11.90+2.51, 4.40+1.17, 2.70+0.82, 1.90+0.67, 0.90+0.40,
0.60+0.26, ve 1.00+0.39; Grup 2’de swrasiyla 4.60+1.55, 9.30+1.36, 4.70+1.61, 3.60+.1.38,
2.80+£1.19, 0.80+0.24, 0.90+0.31 ve 0.20+0.13 olarak tespit edildi (P >0,05).

Sonug olarak, Istatistiki olarak her iki protokol arasinda énemli bir fark bulunamamustir.. Ancak
donorlere Ostrustan once ¢ift prostaglandin uygulamasinin embriyo sayis1 ve kalitesi iizerine

sayisal olarak olumlu etkisinin oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimler: inek, CIDR, Prostaglandin F,0, Embriyo transferi



THE EFFECT OF DOUBLE PGF2a ADMINIATRATIONSTIONS APPLIED TO
DONOR BEFORE OESTRUS WITH SYNCHRONIZED CIDR ON THE NUMBER AND
QUALITY OF OBTAINED EMBRYOS DURING EMBRYO TRANSFER IN CATTLE

ABSTRACT

In this study, the effect of embryo transfer applications from pre-applied double-PGF2a before

the oestrus period on the number and quality of the embryos in cattle were investigated.

In the study, 20 Holstein cows who aged 5 to 7 and do not have any health and reproductive
problems and had regular cycles were divided into two groups (n = 10). CIDR was performed
donors in order to superovulation in anyone day of estrous cycle. Decreasing FSH doses were
intramuscularly administered after CIDR application by starting from 7th day with 12-hour
intervals for four days (mg / 80:80 mg, 60:60 mg, 40:30 mg, 30:20 mg) which was totally 400
mg. And later, in order to lyses corpus luteum with 5th FSH injections with a single dose 500
ng Cloprostenol and with 5™ and 6™ FSH injections with a double dose (500 pug+500 pg)
Cloprostenol intramuscularly injected to Group I and Group II, respectively. In both Groups,
CIDR was removed at the same time with 6™ FSH injections. Donors’ oestrus were followed
after 24 hours of cloprostenol injection three times a day and from the beginning of estrus with a
12-hours intervals three times inseminated with semen which were in 0.25 ml paillette. Embryos

were collected following at the end of the 7" day insemination by uterus washing (flush).

At the end of the research, the average number of the total follicle, total corpus luteum, total
embryos, transferable embryos, 1st, 2nd and 3rd qrade embryos and degenerated embryos were
evaluated and numbers were found as 3.00+0.94, 11.90+2.51, 4.40+1.17, 2.70+0.82, 1.90+0.67,
0.90+0.40, 0.60+0.26 and 1.00+0.39 in Group I; 4.60£1.55, 9.30£1.36, 4.70+1.61, 3.60+.1.38,
2.80%1.19, 0.80+0.24, 0.90+0.31 and 0.20+0.13 in Group II, respectively (P>0,05).

In conclusion, any statistically significant differences between the two protocols were not
found, but double-prostaglandin applications the donors’ before the oestrus, positive impact on

the quality and number of embryos were found.

Keywords: Cattle, CIDR, Prostaglandin F,a, Embryo transfer
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1. GIRIS VE AMAC

Embriyo transferi iistiin verimli disi ve erkek materyalin kullanimini temel almaktadir.
Giiniimiizde yiiksek verimli hayvan wrklarina sahip gelismis ve gelismekte olan birgok
tilkede kullanilmasina ragmen iilkemizde halen saha sartlarinda uygulama alam
bulamamistir. Uygulamanin maliyeti, iilkemizdeki mevcut hayvancilik isletmelerinin
aile isletmesi diizeyinde kiiciik ve orta 6lgekli isletmeler olmasi ve yeterli sayida biiyiik
siitci  igletmelerin  bulunmamasi1 embriyo transferi uygulamasinin kullanimini

smirlandirmaktadir.

Embriyo transferinin temel amaci birim zamanda yiiksek genetik kapasiteye sahip
donorlerden elde edilecek iistiin verimli yavrularin sayisim artirmaktir. Bu yontem ile
genetik kapasitenin artirilmasi yetistiricilerin elindeki siiriilerin ekonomik degerlerini,

hayvancilik endiistrisinde hayvansal kaliteyi ve kazanci da artirmaktadir.

Genetik ilerlemede en hizli yol siiriiye damizlik degeri yiiksek hayvanlarin dogrudan
katilmasidir. Ulkemizde mevcut populasyonun genetik olarak iistiin hale getirilmesi ya
da istiin verimli wklarin yetistirilmesi talebi hayvan ithalatin1 giindeme getirmistir.
Nakil swrasinda olusacak problemler, yeni cevre kosullarina adaptasyon sirasinda

yasanacak olumsuzluklar, iklim ve cevre sartlarindaki degisiklilerden dolay1 artan
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Olimler, iklim ve c¢evre sartlarina adaptasyondaki problemlerden dolay: ithal edilen
hayvanlardan istenilen verim alinamamasi hayvan ithalatinin olumsuz yonleri olarak
dikkate alimmaldir. Embriyo transferinde ise hastalik transmisyonu daha diisiik
olmakta, ayrica tastyict anneden saglanan pasif immunite ile yavruda bolgeye uygun
bagisiklik olusmaktadir. Ayrica sicaklik stresinin fertilite {izerine olumsuz etkisi
bilinmektedir. Sicaklik stresine maruz kalan hayvanlarda embriyo transferinin fertilite
basarist suni tohumlamadan daha yiiksektir. Sperma ithalati ya da dstiin verimli
bogalarin spermasinin suni tohumlama yoluyla kullanilmas: ile iistiin genler yavruya

ancak % 50 oraninda aktarilabilmektedir.

Hayvan ithalatinin olumsuz yonleri ve yukarida belirtilen husular dikkate alindiginda;
Embriyo transferi ya da dondurulmus embriyo iiretimi igin belirli merkezler
olusturulmalidir. Pedigri kayitlar1 bilinen iistiin verimli donorlerin dondurulmus
embriyolarimin ithal edilmesi ve bunlarin alicilara transferi ile elde edilecek mevcut
iklim ve ¢evre sartlarma adaptasyon problemi olmayan disilerin iilke sartlarinda donor
olarak kullanilmasi hem iistiin verimli genlerin yaygilastirilmas: hem de elde edilen
embriyolarin maliyetinin azaltilmasi nedeniyle embriyo transferinin yayginlastirilmasin

da daha etkili olacag1 goriinmektedir.

Ulkemizde siit verim ortalamasi genis araliklarda dagilim gostermektedir. Bu durumda
cok sayidaki diisiik verimli disilerin tasiyict olarak kullanilmasi ve istiin verimli
disilerin {istiin verimli bogalarin spermalariyla tohumlanmasiyla elde edilen

embriyolarin alicilara transfer edilmesi bahsedilen amaca ulasmada onemli bir husustur.

Embriyo transferi uygulamasi i¢cin devam etmekte olan en biiyiik problem dondrler
arasindaki  siiperovulasyona  cevaptaki  bireysel farkliliklardir.  Donorlerin
siiperovulasyon uygulamalarina cevabimin yiiksek olmasi s6z konusu amaca ulasmada

cok onemlidir.

Siiperovulasyon uygulamalarinin temel amaci, aym1 zamanda maksimum sayida
fertilizasyon ve transfer edilebilir embriyo elde etmektir. Bu amag¢ dogrultusunda
embriyo transferi uygulamasmin onemli asamalarindan birisi de siiperovulasyondur.
Siiperovulasyona cevabin Onceden tam olarak belirlenememesi bu yOntemin
kullanimimnin yayginlastirilmasini smirlandiran en ©6nemli faktordiir. Uygulamanin
yaygin bir kullanim alanmin olmasi nedeniyle siiperovulasyona yaniti etkileyen

faktorler ve ekzojen gonadotropinlere cevap verme yetenegi, oosit kalitesi, LH
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dalgasinin olusumu, ovulasyon oranlari, embriyonik gelisim, kullanilabilir embriyo
sayis1 gibi dogal ve bireysel olarak hayvanlar arasinda 6nemli derecede farkliliklar

bulunan bircok parametre iizerinde arastirmalar yapilmasi gereklidir.

Bazi arastirmacilar siiperovulasyon sirasinda birinci PGF,o uygulamasindan 12-24 saat
sonra uygulanan ikinci PGF,a uygulamasinin embryo sayisini artirdigini bildirmislerdir.
Bu calismada amag, iilke sartlarinda embriyo transferi uygulamasinin ve saha
sartlarinda kullanilabilecek dondurulmus embriyo iiretiminin yayginlastirilmasi,
siiperovulasyon uygulamalarinda maksimum sayida fertilizasyon ve transfer edilebilir
embriyo elde edilmesi icin siiperovulasyona etki eden faktorler ve onem diizeylerinin
belirlenmesi, siiperovulasyon yontemleri arastirilarak embriyo sayis1 ve Kkalitesi
yoniinden en uygun teknigin gelistirilmesi dogrultusunda dondrlere Ostrus ©ncesi
gergeklestirilen ¢ift PGF,a uygulamalariin elde edilen embriyolari kalitesi ve sayisi

izerine etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. EMBRiYO TRANSFERI

D6l veriminin arttirilmasma ve hayvan islahinin gelistirilmesine yonelik c¢alismalarin

basinda suni tohumlama ve embriyo transferi (ET) gelmektedir (1).

Hayvancilik alaninda modern teknolojiler yardimiyla verimi artirmak, kisa siirede
istenen zamanda ve sayida yiiksek genetik kapasiteye sahip yavrular elde edebilmek
icin, suni tohumlama, seksiiel siklus senkronizasyonu, ikizlik oraninin artirilmasi, ET ve
embriyolarin dondurulmasi, mikro maniiplasyonu, invitro fertilizasyon, embriyo ya da
spermada cinsiyet tayini gibi bir takim yontemlerin kullanimi gittikce yayginlasmaya
baslamistir. Birim hayvan basina verimi artirmak ya da mevcut hayvanlarin verimlerinin
stirekliligini saglamak amaciyla kullanilan bu biyolojik yontemlerin temel hedefi iistiin

erkek ya da disi genotiplerin yayginlastiriimasidir (2).

Embriyo transferi; verici disi hayvanlarda ekzojen hormon uygulanarak olusturulan
siiperovulasyon sonrasinda dogal asim ya da suni tohumlama yoluyla fertilizasyonlar1
saglanan ovumlarin implantasyonlar1 sekillenmeden uterustan toplanarak doguma kadar
yasamlarmi siirdiirecekleri dnceden senkronize edilerek hazirlanmis ayni tiirden alici

disilerin uterusuna nakledilmesi olarak tanimlanir (2).
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Bir baska deyisle donor disilerin siiperovulasyonunun baslatilmasi, embriyolarin geri
kazanimi ve onlarin alici disilerin uterusuna transferini igceren bir {ireme

biyoteknolojisidir (3).

Diinyada ilk (ET) calismast 1890 yilinda Walter Heape tarafindan, Cambridge de

angora tavsani ile yapilan caligmadir (4, 5).

Uzun yillar Once uygulandigina dair kayitlar ve caligmalar bilinmesine ragmen
ciftliklerde bu yeni hayvan yetistirme tekniginin ciddi olarak kullanilmasi i¢in uzun bir

stire¢ gerekliydi (4).

Bu yontem sigirlarda ticari olarak uygulanmaya basladigi zamanlardan beri genetik
ilerlemede gittikce artan Onemli bir rol oynadi. II. Diinya Savasindan sonra siit¢ii
sigirlarda genetik ilerlemede ucuz ve etkili bir yol oldugu i¢in suni tohumlamanin
kullaniminin yayginligr giderek artmasma ragmen, bilim adamlar1 damizlik sigir

yetistiriciliginde ET kullanimi olasiligini ciddi sekilde diisiinmeye basladi (4).

Suni tohumlama tamamen genetik olarak {iistiin erkek materyalin kullanimin1 temel alan
bir yontem iken, ET’de hem c¢ok iistiin verimli disi hem de erkek materyalin

kullanilmasini temel alan bir yontemdir (4).

Pincus ve Chang’mm A.B.D.’de, Dowling’in Cambridge’de uygun alict kullanarak
yapmis olduklar1 calismalarda embriyo gelismesi, c¢iftlik hayvanlarinda ozellikle

sigirlarda ET uygulamasi konusundaki umutlar: artirmigtir (4).

Embriyo transferinin uygulamaya baslandig1r ilk yillarda embriyolarm toplanmasi
dondre genel anestezi altinda median hattan uygulanan bir cerrahi yontemle
yapilmaktaydi. Siit¢ii ineklerin memeleri median hattan reprodiiktif kanala erisimi
engellemesi, cerrahi islem sonrasi adhezyonlarin olusumu ve bunlarin bazi zamanlar
fertilite bozuklugu ya da kaybina neden olmasindan dolayr bu donemde ET yaygin

olarak kullanilmamuistir (6).

Embriyo transferi sigirlarda Willet ve ark. (1951) tarafindan ilk defa basarili
transferinden sonra hizli bir gelisme gostermis ve ticari olarak da sahaya aktarilmistir.
Diinyada ilk kez ineklerde cerrahi olmayan yontemle embriyo transferi Sugie tarafindan
(1965) uygulanmistir. Amerika ve Kanada’da ET 1970’ten sonra ticari anlamda

diisiiniilmeye ve 20 farkli merkezde ET ¢aligmalar1 yapilmaya baslanmustir (1).
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Ancak 1976 yilinda birkac arastirmaci grup foley kateterinin kullanildigi nontravmatik,
nongirurjikal etkili bir teknigi bildirdi. Nonsirurjikal flushing tekniginin tanitilmasmi
takiben siit sigir1 yetistiriciliginde ET uygulamasi hizli bir sekilde yayginlagsmaya
baslamustir (7).

Kuzey Amerika’da ET yoluyla elde edilen buzag1 sayist 1979 yilinda 17000 iken, 1999
yilinda 197.886 olmustur (8, 9). Hollanda’nin ET ile tanisma yili olan 1981°de 500 adet
ET yapildigi, 1996 yilinda bu rakamin 30000 ET olarak gerceklestigi bildirilmektedir
(10).

Tiirkiye’de ET caligmalarina ilk olarak; 1981 yilinda tavsanlar (11) ve 1983 yilinda
fareler iizerinde arastirma boyutlu olarak baslanmistir (12). Koyunlarda ET 1984 yilinda
(13) ve 1986 yilinda da ineklerde cerrahi olmayan yontemle ET ¢alismalariyla devam
etmistir (14). Fakat ET uygulamasinin sahaya aktarilmasi1 konusunda giiniimiize degin

bir ilerleme kaydedilememistir (15).
2.1.1. Embriyo Transferinin Yararlar

a) Normal kosullarda bir inekten hayat1 boyunca 5-6 yavru almirken, embriyo transferi

ile y1lda 20 yavru alinmasinin miimkiin olmasi (1),

b) Sigirlarda generasyon araliginin diger tiirlere gore daha uzun ve dol veriminin diisiik
olmas1 gibi nedenlerle ET teknolojisi ile yiiksek genetik kapasiteli donorlerden elde

edilen yavrularm sayisinin artirtlmasi (16),
¢) Bazi infertil hayvanlardan yavru elde edilmesi (2),
d) Ikizlik oranmin artirilmasi ya da siitcii hayvanlardan etgi yavru almabilmesi (2),

e) Embriyolarin dondurularak uzun yillar saklanabilmesi ya da kolaylikla taginabilmesi
(),
f) Arastirma amaciyla identikal yavru elde edilmesi (2),

g) Dogumdan sonra tasiyict analardan lokal immiinitenin kazanilmasi sansi (2),

h) Arzu edilen genlerin, genetik ilerlemenin, degerli damizliklarin yayginlagtirilmasi

(17, 18),

1) Ayrica nesli tilkkenmekte olan tiirlerin ve wrklari genetik korunmas: i¢in 6nemli bir

aractir (19),



Sigirlarda ET caligmalarinda uygulanan temel prosediirler (siiperovulasyon, embriyo
toplama, stoklama/dondurma ve transferi) belirlenmis olmasina ragmen bu teknolojinin
kullaniminin yaygmlastirilmasi i¢in daha bir¢ok bilimsel arastirmaya ihtiya¢ vardir.
Hasler tarafindan 1992 yilinda yapildig1 bildirilen bir gozleme gore standart
siiperovulasyon uygulamasina yanitta belirgin bir degisiklik ve gecen 10-15 sene

icerisinde siiperovulasyon tekniginde kiiciik bir ilerleme kaydedilmistir (4).

Embriyo tarnsferi Tiirkiye’de hayvancilik alaninda kullanilan biyoteknolojik yontemler
arasinda uygulama acisindan en geride kalmis uygulamalardan biri olarak Oniimiize
cikmaktadir (20).

Diinyada suni tohumlama uygulamasina baslayan ikinci iilke olmamiza ragmen; kat
ettigimiz mesafe ve uygulamanm basaris1 bu alanda da memnun edici diizeye
ulasamamuistir (20).

Ancak, iilke geneline bakildiginda Ozellikle siit sigircilign agismmdan Snemli bir
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda kurulan kapasitesi yiiksek
modern ciftliklerin artmasi bu durumu desteklemektedir. Suni tohumlama yolu ile
saglayamadigimiz genetik ilerlemeyi, Ozellikle damizlik tiretim yapacak isletmelerde
ET uygulayarak, kisa zaman igerisinde saglayabiliriz. Bilindigi {izere suni tohumlama
yoluyla bogadan aktarilacak genetik ilerleme %350 diizeyinde kalacaktir. Oysa pedigri
kayitlar1 ¢ok 1yi bilinen bir inegin diinyadaki en iyi sperma ile tohumlanmasi sonucunda
elde edilecek embriyolar ¢cok daha iistiin verimli olacaktir (20).

Yukarida bahsedilen biiytik capli isletme sayisinin artmasmin yani sira, bu tiirden
isletmelerin hastaliklardan ari siiriiler kurma istekleri de géze carpmaktadir. Hastalik
taramas1 gz Oniinde bulunduruldugunda, verim acisindan istenilen diizeyde hayvan
bulmakta biiyiik giiclilk yasanmaktadir. Embriyo transferi uygulamalarinda ise tasiyici
inegin verim Ozelliklerinin ¢ok iyi olmasi 6nem tasimamaktadir. Tasiyicilar i¢cin aranan
en Onemli nitelik tasiyicinin gebe kalmasmi ve gebeligini siirdiirebilmesini dnleyecek
herhangi bir reprodiiktif sorununun bulunmamasidir (20).

Ulkemizde 15 litreden 80 ve iistii litrelerde siit veren ineklere rastlamak miimkiin
olmaktadir. Bu durumda diisiik siit verimine sahip ineklerin tasiyici olarak
kullanilmalar1 daha mantikhidir. Ulkemizde genetik ilerlemeyi kisa zaman icerisinde

saglayabilmek amaciyla, ilk olarak ithal edilen anne ve baba kayitlar1 iyi olan



8

embriyolarin kullanilmasi daha akilc1 bir yol olarak goriilmektedir. Boylece birinci
kusaktan yurt dis1 kayitlar1 bilinen ve anneden kazanilan bagisiklik ile iilkemiz
sartlarina adapte olmus cekirdek bir siirii kurulabilir. Sonraki asamada ise, elde edilen
disiler kendi iilkemizde dondr olarak kullanilabilir ve bdylece maliyetler minimize
edilebilir (20).

Ulkemiz acisndan ET uygulamasmin gelisen siit sigircilik isletmeleri ve bu
isletmelerde en iyi verimi alabilmek i¢in genetik ilerlemenin iyilestirilmesi amaciyla
yakin gelecekte uygulama sansi bulacagi Ongoriisii agirhk kazanmaktadir. Saha
sartlarinda bu tiir uygulamalar1 yapabilecek diizeyde egitimli ve deneyimli veteriner
hekimlere olan talebin artacagi gercegi, sahada biiylikbas calisan ya da caligmayi
planlayan veteriner hekimlerce degerlendirilmesi gereken dnemli bir konu olarak akilda
tutulmalidir (20).

Sigircilik endiistrisinde ET teknolojisi genetik ilerleme icin etkili bir yontem ve bu
yontem ile genetik kapasitenin artirilmasindan dolay1 yetistiricilerin elindeki siiriilerin
ekonomik degerlerinde de bir artig elde edilebilir (21). Yiiksek genotipik ve fenotipik
kapasiteye sahip disi hayvanlardan (donor) elde edilen yavru miktarinin artirilmasi

hayvancilik endiistrisinde hayvansal kalite ve kazanci artirmaktadir (22).
2.2. SUPEROVULASYON

Donér olarak kullanilan disi hayvanlara ekzojen hormon uygulanarak ovaryumlarinda
cok sayida follikiil gelisiminin saglanmast ve ovulasyon olusturulmast seklinde
tanimlanan siiperovulasyon embriyo transferinin onemli asamalarindan biri olup (2),

genetik olarak degerli disilerden yavru elde etmek i¢in etkili bir tekniktir ( 23).

Siiperovulasyon ineklerde ilk kez 1940 yilinda Casida ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir (2, 22). Yetistiricilik ve ET endiistrisi i¢in degerli sigir embriyosu
tiretiminde hala yaygin olarak kullanilmaktadir (24, 25).

Sigirlarda herhangi bir ticari ET programinda acgik ve temel diisiince tahmin edilebilir
yiikksek kaliteli embriyolarin teminini saglayan giivenilir yOntemler olmalidir.
Embriyolar1 elde etmede iki yaklasim kullanilmaktadir; ilki pos-pubertal diivelerde ve
ineklerde bazen buzagilarda siiperovulasyonun hormonal uyarimini igermektedir,
ikincisinde direk olarak ovaryumdan alinan oositin toplanmasi, fertilizasyonu ve

maturasyonunu igermektedir. ilk metod giiniimiize kadar ticari sigir ET uygulayicilari
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tarafindan neredeyse tek yontem olarak kullanilmistir fakat ikinci yaklagimin kullanimi

giderek artmaktadir (4).

Ineklerde siiperovulasyon uygulamalarmin amagclari, ayn1 zamanda maksimum sayida

fertilizasyon ve transfer edilebilir embriyo ile yiiksek gebelik oram elde etmektir (26).

Ineklerde siiperovulasyon ve ET’nin verimli olabilmesi, ¢ok sayida follikiil gelisiminin
uyarilmasi, gelisen follikiillerin yiiksek ovulasyon ve fertilizasyon orani ile ayni
zamanda reprodiiktif kanalda embriyonal gelisim i¢in normal fizyolojik ¢evrenin temin
edilmesi, olusan embriyolarin toplanmasi, transferi, ve alicilarda gebeligin saglanmasi
sonucu bir¢cok buzagi elde edilmesine baghdir. Fakat siiperovulasyona cevabin dnceden
tam olarak belirlenememesi bu yoOntemlerin kullanimmin yaygmlastirilmasini
smirlandiran en Onemli faktordiir ve dondrlerin siiperovulasyon uygulamalarina

cevabmin yiiksek olmasi s6z konusu amaca ulasmada ¢cok onemlidir (27, 28).

Ayrica Embriyo transferinin kullamimini siiperovulasyondan sonra geri kazanilan
embriyo sayismin diisik olmasi ve kryoprezervasyon i¢in uygun olmayan ileri
asamadaki embriyolarin geri alinmasi giiclestirmektedir (29). Yeni dogan bir disi
buzaginin ovaryumlarinda binlerce ovum taslagi olmasma ragmen hayati boyunca
bunlardan ¢ok azi1 gelisme sansi bulmakta ve ovule olmaktadir. Siiperovulasyon,
ovulasyon sanst bulamayan ovumlara bu firsat1 vererek (30), normal bir Ostriis sirasinda
ancak bir embriyo elde edilebilirken bu say1 ortalama 10’a cikarilabilmekte (31) ve
bunun yaklasik %50’sini transfer edilebilir embriyolar olusturmaktadir (32). Dolayisiyla

ET uygulamalarinda en kritik noktalardan birisi de siiperovulasyondur (28).

Siiperovulasyon cevabindaki farkliliklar; yas, ik, mevsim, gonadotropik hormonun
cesidi, dozu, uygulama sayisi, beslenme, siirii yonetimi, hastaliklarin kontrolii, dstrus
siklusunun ve laktasyonun donemi, cevresel faktorler, iklim ve mevsim, ovaryumlarin
mevcut durumu (2, 25, 30, 33, 34), ozellikle de uygulamanin baslangi¢c zamaninda

ovaryumdaki follikiiler dalganm asamasi gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir (35, 36).

Fertilitenin diisiik oldugu mevsimlerde yapilan caligmalarin siiperovulasyon cevabmi
olumsuz etkiledigi (16), sicaklik stresi nedeniyle kuru madde alimmnin azalmasi sonucu
olusan negatif enerji dengesi nedeniyle insiilin, insiilin benzeri biiyiitme faktorii (IGF-I)
ve plazma glukoz konsantrasyonlarmin azalmasi sonucu oosit kalitesi azalmaktadir.
Ayrica yaz aylarinda follikiil gelisimi iizerine baskilayici etkisi olan prolaktin

konsantrasyonu artmaktadir (37). Elde edilecek embriyo sayisi ve kalitesi iizerine etkili
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faktorlerden biriside beslenmedir (38). Beslenme yetersizliginde ve konsantre yem
tilketiminin artmasinda siiperovulasyona verilen cevap diismektedir. Uzun siiren fazla

miktarda konsantre yem alimlarinda embriyo sayis1 ve kalitesi diismektedir (39).

Son 50 yildir bircok arastirmada amag¢ sigirlarda siiperovulasyonun uyarilmasidir.
Siiperovulasyon iizerine son zamanlarda yapilan arastirmalarin ¢ogu ise siiperovulator
yanitta Follikiil stimulan hormon (FSH) uygulamasmin basitlestirilmesi ve dominant
follikiiliin regresyonunun etkisi ile ilgilidir. Bu teknik sigirlarda kabul edilebilir ET

teknolojisinin gelismesinde her zaman 6nemli bir faktdr olmustur (4).
2.2.1. Siiperovulasyonda Kullanilan Hormonlar

Siiperovulasyon amaciyla yapilan hormon uygulamalarina ovaryumun cevabinin tam ve
giivenilir olmamasi nedeniyle siiperovulasyon bugiin dahi ET teknolojisinin biiyiik
sorunlarindan birini olusturmaktadir (1, 25, 29, 30). Ayrica tiirlerin siiperovulasyon
uygulamalarina cevaplar1 da oldukca farklidir. Ornegin atlarin bahsi gecen hormon
uygulamasma cevabi1 oldukg¢a diisiikkken, inekler i1yi sayilacak bir oranda cevap

gelistirirler (22).

Genellikle ineklerin siiperovulasyonun da iki hormon kullanilir. Bunlar FSH veya Gebe
Kisrak Serum Gonadotropini (PMSG)'dir. Daha az olarak da Human Menepozal
Gonadotropin (hMG) kullanilmaktadir (22, 40, 41).

Gebe kisrak serum gonadotropininin kullanim avantajlari, FSH dan daha ucuz ve kolay
temin edilebilir olmasi, uzun yarillanma Omrii nedeniyle tek uygulamanin yeterli
olmasidir (22, 42-44) Dezavantajlar1 ise, yartlanma Omriiniin uzun olmasmdan dolay1
FSH etkisinin siiperovulasyondan sonrada devami ve follikiilleri sitiimiile ederek kanda
Ostrojen seviyesinin yiiksek kalmasi sonucu uterus ortaminin olumsuz etkilenmesi,
anovulator folllikiiller, endokrin profilin bozulmasi, embriyo sayis1 ve kalitesinde
azalma (22, 43-47), elde edilen embriyo sayisinda ve kalitesinde genis bir varyasyon
olmast ve uygulamadan sonra kalintilar1 nedeniyle tekrar eden uygulamalarda problem

(antikor) olusturabilmesidir (22, 43).

Follikiil situmulan hormon ise, yarilanma Omriiniin kisa olmasi (44, 48, 49),
siiperovulasyondan sonra etkisinin devam etmemesi (50), herhangi bir antikor olusumu
sekillenmediginden tekrarlanan siiperovulasyon uygulamalariin yapilabilmesi (2) gibi

avantajlari, yarilanma Omriiniin kisa olmasi nedeniyle giinde iki kez ve dort-bes giin
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siire ile tekrarlanan dozlarda uygulanmasi, bu uygulamalar swrasinda ineklerde stres

olusumu ve uygulamanin zaman almasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (22, 49, 50).

Hayvanlarin siiperovulasyona verecekleri cevap, yas, ik, mevsim, gonadotropik
hormonun ¢esidi, dozu, uygulama sayisi, beslenme, siirii yonetimi, hastaliklarin
kontrolii, 6strus siklusunun ve laktasyonun donemi, ¢evresel faktorler, iklim ve mevsim,
ovaryumlarin mevcut durumu (2, 25, 30, 33, 34), ozellikle de uygulamanin baslangic
zamaninda ovaryumdaki folllikiiler dalganin asamasi gibi bir¢cok faktorden

etkilenmektedir (35, 36).

Genel olarak siit¢ii ineklerin siiperovulasyon uygulamalarina cevabi et¢i wklardan daha
diisiiktiir. Holstayn’lara gore diger sigir iwrklari siiperovulasyona daha 1yi cevap
vermektedirler. On yasindan sonra, ineklerde siiperovulasyona verilen cevap da
diismektedir (25, 30). Bu nedenle daha cok reprodiiktif problemi olmayan diiveler tercih
edilmelidir (22).

Tablo 2.1. Siiperovulasyonda kullanilan hormonlar (30)

Hormon ad1 Kisa yazihs1 | Elde edildigi yer Fonksiyonu

Follikiil uyarict hormon | FSH Hipofiz bezi Follikiiler biiyiime uyarimi
Gebe k1§rfc1k Serum | pvres oG | Gebe kisrak kan serumu Birinci derecede FSH ikinci
gonadotropini derecede LH

Insan korionik . Birinci derecede LH ikinci
gonadotropini HCG Gebe kadun idrari derecede FSH

Insan menapozal . Birinci derecede FSH ikinci
gonadotropini hMG Menapoz sonrasi kadin idrar1 derecede LH

Tablo 2.2. Siiperovulasyonda kullanilan baz1 hormonlarin kimyasal yapilar1 (30)

Hormon Biyokimyasal yap1 Molekiil agirh@ (Dalton)
FSH Glikoprotein 29.000-35.000

LH Glikoprotein 29.000

PMSG(eCG) Glikoprotein 53.000-68.000

hCG Glikoprotein 36.700-40.000
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2.2.1.1. Follikiil Stimulan Hormon (FSH)

Bu hormona follikiil stimiile edici hormon, follikiil uyaran hormon da denir ve 6n
hipofizdeki gonadotrop hiicrelerde olusur (22). Ovaryumlarda folllikiiler gelismeyi ve

gelisen follikiillerden 6strojen hormonunun salgilanmasini idare eder (2).

Biiyiikk molekiillii bir glikoprotein olan follikiil uyarict hormon, % 32 oraninda
karbonhidrat igerir. Molekiildeki amino-asitlerin her biri birer peptit zincirinden olusan
iki alt birim halinde diizenlenmistir. Bunlara alfa ve beta alt birimleri denir. Alfa alt
birimlerinde 92 aminoasit, beta alt birimlerinde ise 118 aminoasit bulunmaktadir. FSH,
geligen follikiillerin teka interna ve granuloza hiicrelerinden bagta B-Ostradiol olmak
tizere Ostrojenlerin salimimini uyarir. Follikiillerin Ostrojen salabilmesi i¢cin FSH ve
Luteotropik Hormon (LH) birlikte etkimektedir. Follikiil situmulan hormon ve
ovulasyona olusana kadar sinerjik olarak etki gosterir. Ostrojen hormonu follikiillerin
gelisiminde FSH'ya yardim eder. Ostrojen diizeyi kanda yiikseldikce FSH salinimi
azalir ve LH etkin duruma gecer. Follikiil situmulan hormon genellikle at, domuz ve

koyunlardan elde edilen bir hipofiz gonadotropinidir (22).

En Onemli avantaji tekrarlanan dozlarda antikor sekillenmemesidir (2). Uygulama
dozlar1 inegin canli agirhigina bagl olmak iizere ham hipofiz ekstraktlar1 25 mg ile 50
mg (22, 49), saflastirilmis hipofiz ekstraktlar1 400 mg’dir (49). FSH yarilanma Omrii
cok kisa oldugundan (yaklasik iki saat) Ozellikle siiperovulasyon caligmalarinda
periyodik tekrarlanan dozlar halinde kullanilmalidir. Genel prensip giinde iki kez azalan
dozlarda dort ya da bes giin uygulanmasidir (2, 22, 49, 50). Yapilan ¢alismalara gore en
uygun sonucu sabah ve aksam yapilan uygulamalar vermistir. Arastirmacilar ayni
zamanda ayn1 doz FSH uygulamasi ile azalan dozlar1 da mukayese etmisler ve azalan
dozlarin daha iyi sonug verdigini belirlemislerdir (22). Erkek hayvanlarda ise testislerde

sertoli hiicrelerini ve spermatogenezisi uyarir (2).
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Tablo 2.3. FSH 1n degisik donemler halinde uygulanmalar1 (30)

FSH . Ortalama korpus | Ortalama toplam | Ortalama nakledilebilir
Inek sayis1 . .

uygulamasi luteum sayisi embriyo sayisi embriyo sayisi

3 kez /Giin 12 9.3+4.1* 5.6+4.8" 4.1+4.4°

2 kez /Giin 12 9.94+4.0° 5.7+4.3% 4.3+3.2°

1 kez /Giin 12 7.6£5.3" 44445 2.3+3.3%"

2 giinde bir kez 10 2.5+3.3" 1.0£2.3° 0.6+1.4°

a-b P<0.01; b-c P<0.05; b-d P<0.10

2.2.1.2. Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (PMSG, eCG)

Gebe kisrak serum gonadotropini, PMSG olarak bilinir ancak son zamanlarda
terminolojide daha cok eCG olarak anilmaktadir. Gebe kisraklarin serumlarindan elde
edilen plasenta kaynakli bir gonadotropindir (22, 4).

Gebe kisraklarda endometriyal kaplar olusturan 0©zel trofoblast hiicrelerinden
sentezlenen PMSG hormonu 6nemli oranda FSH benzeri ve az miktarda da LH
aktivitesine sahiptir. Bahsedilen endometriyal formasyonlar gebeligin 36-40. giinlerinde
hafif digbiikey beyaz renkli yapilar olarak gozlemlenir (2, 4). Gebeligin 70. giiniinden
sonra dejenere olmaya baslayan endometriyal kaplar 120-160. giinler arasinda
fonksiyonlarmni tamamen yitirirler. Maternal kan serumundaki PMSG diizeyi de bu
yapilarin formasyonuna paralel olarak 36-40. giinlerde ol¢iilebilir diizeye erisir, 60-65.
giinlerde zirveye ulasir ve sonra giderek azalarak 120-150. giinlerde ol¢iilemeyecek
diizeylere diiser (2). Gebe kisrak serum gonadotropini gebeligin 40. ve 130. Giinleri

arasinda kisraklarin kaninda bulunur (4).

Gebe kisrak serum gonadotropin hormonunun fizyolojik islevi ovaryumlardaki
sekunder follikiillerden 40. giin civarinda, regrese olmaya bagslayan gebelik CL’nun
fonksiyonunu yiiklenecek, sekonder CL’larin olusmasina yardimci olmaktadir.
Endometrial kaplarm formasyonundan sonraki fotal oliimlerde ve corpus luteum
regresyonlarinda PMSG salgis1 yukarida belirtilen giinlere kadar devam eder. ikiz
gebeliklerde PMSG salgis1 daha yiiksektir. Gebe kisrak serum gonadotropininin dozu
ayarlanirken istenilen amaca yoOnelik bir program yapilmalidir. Kiiciikk dozlari

ovaryumlar1 uyarwrken, orta dozlar1 ikizligi uyarmakta, yiikksek dozlar1 ise
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stiperfollikiilasyona sebep olmaktadir. Ayrica istenilen etkiyi saglamak iizere materyalin
ki, ciissesi, siklik durumlari, beslenme, mevsim gibi kalitsal ve cevre ile ilgili

faktorleri de goz Oniinde tutmak gerekir (2).

Gebe kisrak serum gonadotropini ineklerde, 2000 IU ile 4000 IU arasinda degisen
miktarlarda kullanilir (2). Yarilanma Omrii uzun oldugundan tek doz olarak
uygulanmas1 yeterli gelmektedir. Tek doz uygulama ile ineklerde olusabilecek
enjeksiyon stresi de Onlenmis ve is yogunlugu azaltilmis olacaktir (22, 50). Ancak
yaklasik bes giinlik uzun biyolojik yarilanma Omrii ovaryum indiiklenmesinde
siireklilige neden oldugundan siiperovulasyondan sonra bile ovaryumda biiyiik
follikiiller kalabilmekte ve bu follikiillerden salinan 6strojenin periferal kandaki yiiksek
konsantrasyonu gelisen embriyolarin sayis1 ve ozellikle kalitesi iizerine olumsuz etki
yapabilmektedir (22, 43-47). Erken embriyonik gelisim doneminde kan Ostradiol
seviyesinin toplanan embriyo say1 ve Kkalitesi lizerine cok fazla olumsuz etkisi
bulunmazken gec¢ gelisim asamasindaki embriyolar iizerine c¢ekirdek anomalileri
olusturmasi agisindan bazi olumsuz etkileri s6z konusu olmaktadir (1, 30). Bu olumsuz

durum anti-PMSG preparatlar1 kullanilarak giderilebilir (2, 25, 30, 51, 52).
2.2.1.3. insan Menepozal Gonadotropini (hMG)

Human menaposal gonadotropin gebe kadin idrarindan elde edilen yiiksek FSH ve
diisitk LH aktivitesine sahip protein hormondur. Jinekolojide ovulasyonun indiiksiyonu
ve sterilite tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilir (50). Pubertaya erisen bir diside,
gonadotropik hormonlarin etkisi ile follikiil gelisimi olur ve gelisen bu follikiillerden
salman Ostrojenin kandaki miktar: artar. Artan Ostrojen miktarina bagh olarak ise FSH
ve LH salinimi baskilanarak kandaki diizeyleri azalir. Ancak menapoz sonrasi gelisecek
follikiil kalmadigindan dstrojen saliimi da 6nemli 6l¢iide diiser ve FSH ve LH salinimi
baskilanmadigindan, kandaki dolayisiyla idrarla ¢ikarilan miktarlar1 dort-10 kat1 kadar
artar. Bu diislinceden yola ¢ikarak menapoz sonrasindaki bir kadinin idrarindan elde
edilen gonadotropinlerin siiperovulasyon amaciyla kullanilabilecegi diisiiniilmiis ve bu
hormona da hMG adi verilmistir. Human menaposal gonadotropin kullanilarak yapilan
siiperovulasyon caligmalarinda FSH veya PMSG gibi olumlu ve yeterli sonug
allmamamustir. Bazi arastiricilar az sayida hayvan lizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda

siiperovulasyona cevabin PMSG uygulamasi gibi c¢iktigin1 belirtmiglerdir. Fakat
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hMG nin yiiksek dozlarinda bile ovule olmayan follikiil sayisinin 6nemli oranda fazla

oldugunu ifade etmislerdir (22).

Bunun yani sra PMSG ile karsilastirildiginda embriyo sayisi ve kalitesinin daha
uyumlu, siiperovulasyon sonuclarindaki farkliligin daha az oldugu (53), FSH ile yapilan

siiperovulasyonlar ile benzer sonuclarin elde edildigi de bildirilmektedir (54).
2.2.1.4. Human Korionik Gonadotropini (HCG)

Human korionik gonadotropin, gebe kadinlarin plasentalarinin korion villuslarindaki
sinsitiotrofoblast hiicrelerden salinmaktadir. Human korionik gonadotropin alfa ve beta

alt birimlerinden olusmus, % 31 oraninda seker iceren bir glikoproteindir (22).

Human korionik gonadotropin biitiin gebelik siiresi icinde kana verilir ve dollenmeyi
izleyen ii¢-dort hafta icerisinde de idrarla ¢ikarilmaya baglar. Gebeligin 70. giiniinde ise
en yiiksek degere ulasir daha sonra doguma kadar gittikce azalir (22). Daha ¢ok LH
etkisi oldugundan luteotrop etkidedir ve FSH benzeri etkisi azdwr. Follikiillerin
gelismesine ve ovulasyona katkida bulunur. Menstruel korpus luteumlarin gebelik
korpus luteumuna doniismelerini ve bunlarin gebelik siiresince geregi kadar yerlerinde
kalmalarini temin eder (22). Siiperovulasyon uygulanan ineklerde ovulasyonlar 24-48
saat hatta daha genis bir zaman araligina yayilmakta bu da ovumlarin fertilizasyonunda
sorun olusturmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak amaciyla dstrusun baslangicinda

2500-5000 IU hCG intravendz enjeksiyonu yapilmalidir (2).
2.2.2. Siiperovulasyonda Hormonlarla Birlikte Kullanilan Diger Hormonlar
2.2.2.1. Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)

Dogal olarak hipotalamusda arkuatik nukleusda sentezlenen ve aksonlar yoluyla
eminentia medialise tagmnarak burada depo edilen dekapeptid yapida bir
neurohormondur. Beyinden gelen uyarilarla hipotalamus ile hipofiz arasmdaki portal
dolasima verilir ve bdylece adenohipofize ulasan GnRH ganodotropik hormonlarin
(FSH ve LH) sentez ve sekresyonunu uyarir. Gonadotropin releasing hormon uygulanan
hayvanlarda doza da baglh olarak serum FSH ve LH diizeyleri yiikselir. Gonadotropin
releasing hormonun tekrarlanan enjeksiyonlarmin immun sistemi uyarmadigr ya da
anaflaksiye sebep olmadigi saptanmistir. Bu 6zelligi gonadotropik hormonlara kiyasla
tedavide Onemli bir avantaj saglamaktadir. Gonadotropin releasing hormonu

adenohipofizdeki hiicreler tarafindan tamamen kullanilir ve periferik dolasima hemen
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hi¢ gecemediginden diizeyleri assay teknikleri ile belirlenememektedir. Zirveye
ulastiktan alti-yedi saat sonra hipotalamo-hipofizle dolasimda da diizeyleri tespit
edilemez. Bu nedenle rezidiilerine siit ve ette rastlanmaz. Veteriner pratikte GnRH
analoglar1 olan buserelin asetat gonadorelin diasetat, gonarelin ve fertirelin asetat basari

ile yaygin olarak kullanilmaktadir (2).
2.2.2.2. Prostaglandin F,a (PGF,a)

Prostaglandinler doku hormonlar1 olup otocoidler olarak bilinirler. Normal fizyolojik
islevler ve metabolik fonksiyonlar sirasinda cesitli dokulardan salgilanarak lokal
mediator olarak gorev yaparlar. Mekanik, kimyasal, fiziksel veya travmatik her tiirli
uyarida Prostaglandin (PG) formasyonunu hizlandirir. Prostaglandinler ve tiirevleri
prostonaik asit olup yirmi karbon atomlu bir pentagonal halka, iki yan zincir ve
karboksil grubunu icerir. Bu pentagonal halka iizerindeki farkli yapilarla degisik PG
tiirevleri ortaya ¢cikmaktadir. Yapisal ve fonksiyonel olarak dort ana grup PG vardir: A,
B, E ve F. Bunlardan en iyi bilinenler ve muhtemelen dokulardan en ¢ok salgilananlar E
ve F serileridir. Prostaglandinler cabuk metabolize olurlar ve klasik hormon islevlerinin
aksine, lokal bir hormon olarak salgilandiklar1 bir bolgeye veya yakinindaki dokulara
etkili olurlar. Reprodiiksiyon alaninda en onemli grup F serisi (PGF,a) olup, dogal
olarak ineklerde seksiiel siklusun 16-17. giinlerinde uterustan salgilanarak ovaryumdaki
fonksiyonel CL’un morfolojik ve islevsel regresyonuna sebep olur. Gebe ineklerde ise
dogal PG salgis1 inhibe olur, CL etkilenmez ve gebelik devam eder. Dogal veya sentetik
PGF,a ineklerde seksiiel siklusun 5-17. giinleri arasinda enjekte edildiginde CL geriler
ve kiiciiliir, kan progesteron (P4) hormonu diizeyi 12 saat icerisinde belirgin bir sekilde
diiser. Enjeksiyonu izleyen 24. saatte progesteronun diismesinin yani sira dstradiol (E)
orani 48-72. Saatlere kadar giderek artar ve ortalama 72. saatte (+24 saat) Ostrus evresi
baslar. Prostaglandin F,o’'nin liiteolitik etkisi; LH ve prolaktine karsi antagonizm
olusturmasi,  lizozimlerin  fragilitesini  artirmasi,  utero-ovaryen  venalarda
vazokonstriksiyon olusturup ovaryuma kan ulagimini yavaslatmasi, progesteron
prekiisorlerinin ve kolesterol esterlerinin depolanmasini azaltmasi ve esteraz aktivitesini
diisiirmesiyle aciklanmaktadir. Yapilan ¢alismalar ineklerde PG metabolitlerinin 48 saat
icerisinde % 90 oraninda idrar ve gaita ile (2/1 oraninda) viicuttan atildigmi ortaya
koymustur. Eksojen verildiginde en uzun siire enjeksiyon bolgesinde kalan rezidiiler 48-

72 saat sonra elimine edilir. Uygulanan dozun ancak % 0.6’s1 siitte atilmaktadir. Gebe,
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gastrointestinal ve respiratorik sistemlerde akut-subakut bozukluklar bulunan

hayvanlarda PGF,a ve analoglar1 endike degildir (2).
2.2.2.3. Luteotropik Hormon (LH)

Luteinlestirici hormon ya da erkeklerde ICSH (Interstisyel hiicre stimiile edici hormon)
olarak bilinir ve 6n hipofizdeki gonadotrop hiicrelerde olusur ve salmir. Luteotropik
hormon da FSH gibi glikoprotein yapisinda biiyiik molekiillii bir hormondur. ineklerde
normal olarak LH pikinden 24 saat sonra ovulasyon gerceklesir. Kandaki LH
konsantrasyonu bu pikin ardindan yine hizli bir sekilde diiser. Follikiil situmulan
hormon gibi salininminda GnRH rol oynamaktadir. Kabaca disilerde follikiillerin
gelisimi ve olgunlagsmasinda rol oynamaktadir. Bu etkinin gerceklesmesi icin de
onceden FSH etkisi ile follikiillerin uyarilmas: gerekir. Luteinlestirici hormon olgun
follikiiliin ovulasyonunu saglar. Nitekim plazmada LH diizeyi ovulasyondan hemen
once doruk noktasina ulastigi i¢in, luteinlestirici hormon ovulasyonu baslatic1 uyari
olarak kabul edilmektedir. Bu hormonun asil ismini almasii saglayan ise onun

luteinlestirici etkisidir. Yani CL olusumunu saglayan yoniidiir (22).

Luteotropik hormon ovulasyonun uyarilmasi amaciyla Onceleri kullanilirdi ve bazi
arastiricilar elde edilen embriyo say1 ve kalitesini artirdigimi bildirmislerdi (55), artik
kullanim1 terk edilmistir. Zira Ostrusun indiikklenmesi amaciyla prostaglandin
uygulamasini takiben 6n hipofizden yeterli diizeyde endojen LH salindig1 belirlenmistir

(30).
2.2.2.4. Anti-Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (Anti-PMSG)

Hindi, tavsan, koyun ve kec¢i gibi hayvanlardan elde edilebilmekte ve PMSG
rezidiilerinin serumdaki varliginm ortadan kaldirilmas: amaciyla kullanilmaktadir (1,

25, 30).

Siiperovulasyon i¢cin PMSG kullanilan ineklerde residiiel PMSG transfer edilebilir
embriyolarin {izerine olumsuz etkileri vardir. PMSG uygulanan ineklerde rezidiiel
PMSG’nin fertilizasyon ve embriyonik gelisim iizerine bu olumsuz etkileri notralize
etmek i¢in anti-gebe kisrak serum gonadotropini (anti-PMSG) kullanilabilir (2, 51, 52).
Rezidiiel PMSG yi nétralize etmek i¢in dstrus baglangicindan 18-24 saat (2) yada 12-18
saat (51, 52) sonra verilebilir. Ovulasyon oncesi LH yiikselmesinden c¢ok kisa siire sonra

anti-PMSG verilerek ovulasyon ve transfer edilebilir embriyo sayisinda artig
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saglanmaktadir (2). Ayrica anti-PMSG uygulamalar1 ile biiyiikk follikiil ve kist

rastlantilar1 da 6nemli 6l¢iide azalmaktadir (2).

Bu aciklamalara ragmen anti-PMSG kullaniminin siiperovulasyona cevabi artirdigima

dair hi¢cbir kanit bulamadiklarini bildiren arastirmalarda mevcuttur (56).

Tablo 2.4. PMSG ve anti-PMSG kullanilan ineklerden alinan sonuglar (30).

PMSG Anti- Inek Ortalama toplam Ort. fertilize Ort. nakledilebilir
auv) PMSGIU) sayisl embriyo sayis1 embriyo sayis1 embriyo says1
1500 0 12 2.8+0.8 1.7+£0.7 0.4+0.7

1500 1500 10 5.3+1.1 3.5+1.0 2.4+0.8

3000 0 10 2.2+1.1 0.9+0.6 0.3+0.3

3000 3000 11 10.1£1.2 6.2+1.1 3.2+1.0
4500 0 10 5.1£2.4 1.2+1.3 0.6+0.5

4500 4500 11 5.8+1.3 2.1+0.8 0.6+0.3

2.2.2.5. Progesteron (Py)

Progesteron, 21 karbon atomu iceren steroid yapida bir hormondur. Uretimi LH nimn
denetimi altinda gerceklesir (22). Progestagenler veya progestinler dogal P, hormonu da
dahil olmak iizere, P, molekiiliinde modifikasyon yapilarak olusturulmus P4 benzeri etki
yapan yapilar olarak tanimlanabilirler. Progesteron hormonunu bazi hayvan tiirlerinde
plecental ve adrenal bezden de salgilandigi bilinmekle birlikte ana kaynagi CL’u
olusturan luteal hiicrelerdir. Progesteronun en Onemli etkisi gebelik sirasinda olup,
ozellikle erken gebeliklerde diizeyi O©Onemlidir. Progesteron hormonu uterusta
myometrial aktiviteyi azaltir ve embriyonik donemdeki besin kaynagi olarak
endometriyal bezlerden uterus siitiinii salgilatir. Uterus bezleri bu hormonun etkisiyle
derinlesir ve dallanarak sekresyona bagslar. Bu gelismede Ostrojenik hormonun 6n
etkisine gerek vardir. Progesteron hormonu doku reddine neden olan T lenfositleri bloke
ederek immunsupresif bir etki yapar ve fotusteki patternal antijenlerin ana tarafindan
reddini engeller. Progesteron siklik dozlarda adenohipofizden gonadotropinlerin
salimimini inhibe eder. Progesteronun inekte belirlenen yarilanma 6mrii 22-36 dakikadir.

Bu nedenle dolagimdaki standart diizeyi icin devamli salgis1 gerekir. Gebelik yoniinden
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bu denli 6nemine ragmen bu durum ilgingtir. Ozellikle iiremenin kontrolii
uygulamalarinda c¢ogunlukla progestagenler tercih edilmektedir. Oral ve paranteral
uygulanan progestagenlerin hipotalamus ve adenohipofiz lizerinde giiclii negatif geriye

tepki etkisi vardir ve GnRH salinimini, dolayisiyla siklik aktiviteyi inhibe eder (2).

Progestogenik preparatlar kullanilarak siiperovulasyon araliklarini kisaltmak miimkiin

olmaktadir. Bunda iki asil amag sunlardir;

-Endokrinolojik yapiy1 luteal fazdakine esdeger hale getirerek dominant follikiil

olusumunun engellenmesi.

-Progestogenik preparatlarin PG’lerle birlikte kullanimi ile elde edilen iyi kalite

embriyo sayismin artirilmasi (22).
2.2.2.6. Ostrojen

Ovaryumlardan, plecentadan, adrenal korteks’ten ve kismende testislerden salgilanan
steroid yapida hormonlardir. Ovaryumlarda follikiil ¢eperindeki hiicrelerden salgilanan
primer 6srrojen ostradiol’diir. Ostradiol, dstron ve 6striol siklik olarak salgilanirlar.
Fizyolojik olarak Ps’la sinerjik olarak Ostrus swrasmdaki ve psikolojik etkilerin ortaya
cikmasinda, disi genital kanalin gebelige hazirlanmasinda, memelerin gelismesi,

latopoez ve galaktogenez olaylarinda ve dogum siirecinde onemli roller oynarlar (2).

Siiperovulasyon uygulamasi yapilan ineklerde Ostrus ya hi¢ gozlenmemekte ya da zayif
olarak gozlenmektedir. Bu nedenle 10 mg 6stradiol 17-8 beklenen Ostrus giiniinde ya da

bir giin 6nce hayvana enjekte edilebilir (2).
2.3. SUPEROVULASYON TEKNIKLERi

Ticari ET i¢cin devam etmekte olan en biiyiik problem siiperovulasyona cevaptaki
farklhiliklardir (49, 57-61). Teknolojinin yaygmn bir kullanim alanmin olmasi ve
siiperovulasyona yanit1 etkileyen faktorleri arastirmak, siiperovulasyona yanit1 artirmak
icin yapilan girisimlere ragmen ekzojen gonadotropinlere cevap verme yetenegi, 0osit
kalitesi, LH dalgasinin olusumu, ovulasyon oranlari, embriyonik gelisim, kullanilabilir
embriyo sayis1 gibi bircok parametrede dogal ve bireysel olarak hayvanlar arasinda

onemli derecede farkliliklar bulunmaktadir (18, 24, 62-64).
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Ayni kosullar altinda uygulanan siiperovulasyon programindan yikama basina ortalama
alt1 adet transfer edilebilir embriyo kazanilmaktadir. Ancak, yikamalar arasinda biiyiik
farklhiliklar s6z konusu olmaktadir. Genellikle yikanan siiperovule ineklerin % 20-
30’undan hi¢ embriyo kazanilamazken, diger % 20-30’undan bir-ii¢ adet embriyo
kazanilabilmektedir. Ideal embriyo sayis1 olan bes-12 embriyo vericilerin sadece iigte
birinden elde edilebilmektedir. Zaman zamanda ¢ok kiiciik oranda bir donor inekten
20’den fazla sayida transfer edilebilir embriyo kazanilabilirken, ¢ok nadiren de 50’den

fazla sayida embriyo kazanilabilmektedir (20).

Dondrler arasinda CL, ovum/embriyo ve freezing embriyo sayilarinda 6nemli derecede
fark olusmaktadir. Yiiksek verimli Holstayn ineklerde yapilan bir calismada Ostrus
sirasinda ¢apt 8 mm’den biiyiik follikiil sayilar1 ve embriyo toplanmasi sirasinda CL

sayilar1 arasinda bireysel farkliliklarin tespit edildigi bildirilmistir (65).

Donoérlerin - ovaryum yaniti  siiperovulasyon uygulamasmin basladigi zamanda
gonadotropinlere duyarli follikiil sayisina baghh olup bu follikiillerin sayisinin
belirlenmesi siiperovulasyonun etkinligini artiracaktir (23), ayrica donor inekler
arasinda siiperovulasyona yanittaki biiyiik ¢esitlilik ovulasyon zamanindaki folikiillerin
gelisim asamas1 (66) ve PG enjeksiyonu ile LH artiglar1 arasindaki oldukca degisken

zaman ile kismen iligkili olabilir (67).

Bu degiskenlik ve ozellikle LH artisindaki gecikme diisilk sonuglara katkida
bulunabildigi anlamina gelmektedir. LH pikindeki gecikmenin suni tohumlamadan
sonra dollenme orani (68) ve siiperovulasyonu takiben transfer edilebilir embriyo sayisi

izerine olumsuz etkileri bildirilmistir (69).

Geleneksel siiperovulasyon protokollerinde; folikiiler gelisimin optimal zamaninda
siiperovulator uygulamalara baslanilamamasi, suni tohumlama zamaninin belirlenmesi
icin Ostrusun tespitinin gerekliligi, dondr basma embriyo iiretiminde yiiksek farklilik,
donorlerin % 20-30’nun siiperovulasyona yamit vermemesi gibi bazi kisitlamalar

mevcuttur (17).

Bilinen protokollerde gonadotropin uygulamasina siklus ortasinda baslanildigindan
(ovulasyondan sonraki sekiz-12. giinler) bu yaklasimin gonadotropin uygulamaya
baslanmadan ©nce Ostrusun belirlenmesi ve ikinci folikiiler dalganin baslangic
giiniindeki biiyiik bireysel farkliliklar gibi siiperovulator yaniti olumsuz etkileyebilen

zorluklar1 bulunmaktadir (49).
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Daha Onceki donemlerde siiperovulasyon protokollerinde PG kullanilmadig: i¢in bu
amacla PMSG’nin siklusun 16. giiniinde enjekte edildigi bildirilmektedir. Bu yontem
CL’un dogal luteolizisi esasma dayanmaktadir (2, 70). Ostrusun tespit edildigi giin LH
veya hCG uygulamasiyla ovulasyonlar uyarilmaktadir (1).

Bu yontemde sakin kizgimlik, fertilizasyonun sekillenmemesi, ovaryumda follikiiler kist
sekillenmesi, ovaryum cevabinin yeterli olmamast ve elde edilen embriyo sayisinin az

olmasindan dolay1 yontemin kullanimi smirli olmustur (2, 70).

Ovaryumlarin PMSG enjeksiyonlarina karsi cevabini etkileyen en onemli faktor PMSG

enjeksiyonu ile struslarin baglamasi arasindaki degigken siiredir (2).

Giiniimiizde ise PMSG ve PG’ler (2) veya FSH ve PG’lerin birlikte kullanildig: siklus
ortasi stimiilasyon yontemi uygulanmaktadir (28). Luteal faz stimulasyonlarinda PMSG,
Ostrus siklusunun sekiz-14. (mid-luteal faz) giinleri arasinda herhangi bir giinde enjekte
edilebilir ve bunu takiben 48 ya da 72 saat sonra luteolitik doz PG enjeksiyonu ile
siiperovulasyon yapilabilir (2, 4, 28, 43). Birinci PGF,a uygulamasindan 12-24 saat
sonra uygulanan ikinci PGF,a uygulamasinin embriyo sayisini artirdigi bildirilmektedir
(28, 70). Donor ve tasiyict hayvanlar arasindaki senkronizasyonun tam olarak
saglanmasi icin PG’ler tasiyicilara verici hayvanlardan 12-18 saat 6ncesinden uygulanir.
Ciinkii verici hayvanlar siiperovulasyon amaciyla uygulanan hormonlardan dolayr PG

enjeksiyonlaria daha erken cevap verirler (2).

Siiperovulasyon protokollerinde gonadotropin uygulamasi i¢in en uygun zamanin 0striis
siklusunun sekiz-14. giinleri arasi oldugu ve bunun temel nedeninin dondriin
ovaryumunda iyi gelismis bir CL bulunmasi ve folikiiler dalganm siiperovulasyon icin
en uygun durumda olmasidir (2, 22, 71). Bu giinlerden daha dnce veya sonra baglanmasi

durumunda siiperovulasyon cevabinin azalacagi bildirilmektedir (72).

Calismalarda altinci siklus giiniine degin cok erken oldugu yani iki, ii¢, dort, bes, ve
altmc1 gilinlerdeki hormon uygulamalarinda istenilen sonucun alinamadigi, dokuz ve 14.
giinler arasmnda yapilan hormon uygulamalarnda en 1yi cevabin sekillendigi
goriilmiistiir. Bu arastirma sonuclarma gore, dokuz ve 14. giinler arasinda
gerceklestirilen siiperovulasyon uygulamalarinda toplanan embriyo sayi ve kalitesi
bakimmdan bir fark olmadig1 ortaya konulmasma ragmen (1, 25, 30) yapilan bir
caligmada siiperovulasyon amaciyla FSH enjeksiyonuna Ostriisten sonraki sekiz ya da

12. giin baslamislardir. Arastirmacilar sekizinci giin FSH uygulamasina basladiklar:
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grupta ortalama 1.93, 12. giin basladiklar1 grupta ise 4.93 transfer edilebilir embriyo
elde etmislerdir (73).

Ostrus siklusunun herhangi bir zamaninda uygulanan progesteron salan preparatlarin
kullanilmasiyla da  Ostrusun  takibine gerek duyulmadan siiperovulasyon
baslatilabilmektedir (Sekil 2.4.) (20). ineklerde siiperovulasyon amaciyla PMSG tavsiye
edilen dozu 1500-3000 IU olmakla birlikte genellikle 2500 IU dozda kas i¢i
uygulanmaktadir (2, 28, 30, 49, 70).

Gonadotropin uygulamaya baslanildig1 giin folikiiler dalganin asamas1 siiperovulasyona
yanit1 etkileyen en onemli faktorlerden birisidir (65) ve bir¢ok calisma folikiiler
dalganin olusum zamaninda gonadotropin uygulamasina baslamanin Onemini ortaya
koymustur (49). Ostrus siklusunun dominant bir follikiiliin bulunmadig1 asamasinda
gonadotropin uygulamaya baslanmast ya da uygulama zamanmnda bir dominant
follikiilin bulunmamas: siiperovulatdr yanitin etkinligini artirmaktadir (49, 65).
Sitiperovulasyon uygulamasma folikiiler dalganin ortaya ¢iktig1 giin ya da bir giin dnce
baslanilmasinin cevabi artacagi bildirilmektedir (74). Yapilan bir ¢calismada follikiiler
dalganin baslangic giiniinde yapilan gonadotropin uygulamalarinda, folikiiler dalganin
baslangicindan bir ya da iki giin sonra yapilan uygulamalardan daha yiiksek

stiperovulator yanit elde edildigi bildirilmektedir (36).

Folikiiler gelisimi senkronize etmenin yollarindan birisi de ovaryumda bulunan >5 mm
capindaki biitiin follikiillerin transvaginal ultrason esliginde uzaklastirilmasi ve bunu
takiben bir giin sonra FSH uygulamasina baslanmasidir (75, 76). Folikiiler gelisimin
senkronizasyonunda kullanilan bir bagka yol da siiperovulasyondan once porcine LH
(pLH) veya GnRH uygulamasidir. Fakat bu yontemin her zaman iyi sonu¢ vermedigi
bildirilmektedir (76). Ayrica dominant folikiiliin miidahale edilerek uzaklastirilmasi
(ablation) folikiiler dalganin olusum zamanini kisalttig1 (57), dalga olusumuyla ilgili
olarak FSH’nm konsantrasyonunu ve iki giin igerisinde kiiciik follikiillerin sayisini

artirmustr (77).

Siklus ortast1 FSH wuygulamalari sirasinda bir dominant follikiiliin bulunmasi
siiperovulasyona  cevabi azaltigi (21, 71), ayrica dominant follikiiliin
uzaklastirilmasiyla siiperovulasyonla elde edilen embriyo sayisinda artis saglandig: bazi
caligmalarda bildirilirken, dominant folikiiliin aspirasyonunun siiperovulasyon

cevabinda herhangi bir artis olmadigint bildiren ¢alismalarda mevcuttur (5). Bununla



23

birlikte bu uygulamaya verilecek cevabin degisken olabilecegi ve gelisecek follikiillerin

atreziye olabilecekleri veya kistik yapi kazanabilecekleri belirtilmektedir (78).

Siiperovulasyon programlar1 dncesinde folikiiler gelisimin senkronizasyonu amaciyla en
cok tercih edilen yontem ise kontrollii ila¢ (progesteron) salmimi yapan gereclerin
(CIDR) uygulamasi ile birlikte bes mg 0Ostradiol (E)-178 + 100 mg progesteron
enjeksiyonunu takiben dort giin sonra FSH uygulamaya baslanmasidir. Ostriis
siklusunun herhangi bir doneminde baslanabilen bu yontem ile siklusun sekiz—12.
giinlerinde siliperovulasyona baslanan yontemler kadar embriyo elde edilebildigi

bildirilmistir (79).

FSH’nin yarilanma 6mrii kisa (iki saat) oldugundan tekrarlanan dozlar halinde ve yeterli
siiperovulasyon cevabi elde etmek i¢cin bu hormonun 12 saat araliklarla sekiz—10 kez
enjeksiyonu gerekmektedir (2, 22). FSH uygulamalar1 toplam dozun sekiz esit miktarda
enjeksiyonu seklinde yapilabildigi gibi, 5:5,4:4,3:3,2:2 oraninda giinliik azalan
miktarlarda da yapilabilmektedir. FSH’nin giinde iki veya ii¢ kez enjeksiyonu alinan
cevabin, giinde bir veya iki giinde bir uygulanmasindan daha yiiksek oldugunu

bildirilmistir (1) (Tablo 2.3).

Sitiperovulasyon amaciyla kullanilan FSH preparatinin icerdigi FSH/LH oran1 da cevap
tizerinde etkilidir (72). Preparat icinde bir miktar LH nin bulunmas1 gerektigi, yiiksek
LH oraninin ise siiperovulasyon cevabi, fertilizasyon orani ve embriyo kalitesini
olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (75). Mapletoft ve ark. (74) ineklerde yaptiklari
calismalarinda, % 100 (standart FSH-P), % 32 ve % 16 LH iceren ve hi¢ LH i¢cermeyen
FSH preparatlar1 ile siiperovulasyon uygulamiglardir. Arastirmacilar gruplarda inek
basina ortalama corpus luteum sayisini sirasiyla 10.2, 11.1, 15.6 ve 17.2 ve transfer
edilebilir embriyo sayisini ise 4.0, 3.9, 7.7 ve 5.5 olarak saptamislar ve en uygun LH
oranmin % 16 oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte en uygun FSH/LH oram wrklar

arasinda farklilik gosterebilmektedir (80).
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Sekil 2.1. Donérlerde PMSG ile siiperovulasyon programi (15)
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Sekil 2.2. FSH ile yapilan siiperovulasyon programi (82).

Siiperovulasyon uygulamalarinda, ekzojen olarak paranteral ya da intravaginal
progestereon verilerek Ostrus siklusunun herhangi bir asamasinda siiperovulasyona

baslanilmas1 miimkiin olmaktadir. Bu yontemle birim zamanda dondr basina elde edilen
embriyo sayis1 artirilmistir (81).
Folikiiler ~gelisimin  senkronizasyonu sayesinde Ostrus siklusunun evresine

bakilmaksizin siiperovulasyona baslanabilmekle birlikte, siklusun sekiz-12. giinlerini

beklemeye ve Ostriis ve ovulasyon takibine gerek kalmamaktadir (49, 74).
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Sekil 2.4. Ostrus gozlenmeden yapilan siiperovulasyon uygulamast (74).



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma; Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii Arastirma ¢iftliginde Holstayn 1rki
ineklerde 2010 yili nisan ayinda gerceklestirildi. Tez caliymasinda kullanilan dondrler
bes-yedi yash Holstayn ki herhangi bir saglik ve reprodiiktif problemi bulunmayan,

sikluslar1 diizenli ineklerden seg¢ildi.

Calismada 20 bas inek siiperovulasyon amaciyla onarh iki gruba ayrildi (Grup I ve
Grupll). Siiperovulasyon amaciyla donodrlere uygulamanin basinda (0. Giin) CIDR
(Controlled Internal Drug Release,1,38 gr progesteron,pharmacia&Upjohn company
division of pfizer inc. Newyork NY10017) intra vaginal olarak uygulandi. Yedinci
giinden itibaren 12 saat ara ile giinde iki kez sabah ve aksam azalan dozlarda (80:80
mg,60:60mg,40:30 mg,30:20 mg) toplam 400 mg FSH (Folltropin-V, toplam400 mg
NIH-FSH-P1, Bioniche Animal Health Inc.,Ontario, CANADA K8N5J2) dort giin siire
ile kas i¢i uygulandi. Daha sonra CL’i lize etmek amaciyla Grup I’ de besinci FSH
enjeksiyonuyla birlikte tek doz 500ug Cloprostenol (Esrumate ,schering plough/Essex
Animal Health sedelsberger strasse 2,26169 Friesoythe-ALMANYA) ve Grup II'de
besinci ve altinc1 FSH enjeksiyonuyla birlikte ¢ift doz (500 pg+500 pg) kas ici enjekte
edildi. Her iki grupta da altinct FSH enjeksiyonuyla birlikte CIDR uzaklagtirildi.
Cloprostenol enjeksiyonundan 24 saat sonra giinde ii¢ kez dondorlerin Ostruslar takip

edildi ve Ostrus baslangicindan itibaren 12 saat ara ile 0,25 ml payetlerdeki sperma ile
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ic kez tohumlandi. Embriyolar tohumlamay1 takiben yedinci giiniin sonunda uterus
yikamasi ile toplandi. Uterus yikamasi sirasinda ultrason (5 MHz, Honda HS-101V) ile
ovaryum muayeneleri yapilarak mevcut CL ve anovulator follikiil sayilar: tespit edildi.
Yikama soliisyonu olarak % 1 buzagi serumu (Fotal Bovine Serum Sigma F 9665) ve %
0.1 Kanamisin (Kanovet, Vetas Veteriner ve Tarim Ilaglar1 A.S.) iceren 1000 ml’lik
laktath-ringer soliisyonu(Ringer-Fleks,Eczacibasi-Baxter Hastane Uriinleri,Istanbul)
kullanildi .Uterus yikamasma baslamadan O©nce dort-alti ml lokal anestezik
(Adokain,SANOVEL ila¢ San.ve Tic. A.S.Maslak/Istanbul) soliisyonu kullanarak iist
epidural anestezi yapildi. Uterus yikamasi ¢ift yonlii foley kateteri ile yapildi. Kateterin
balonu kornularin bifurkasyon noktasindan yaklasik bes cm igeri girdikten sonra 15-20
ml hava ile sisirilerek sabitlendi. ilk iki yikama sirasinda kornularin yaklasik %70 den
fazlas1 soliisyonla doldurulmadan her defasinda 50-100 ml soliisyon verilerek her bir
kornu bes-alt1 defa yaklasik 500 ml soliisyon kullanilarak yikandi. Alinan uterus yikama
icerigi filtreden gecirildikten sonra petri kutularina konarak stereo mikroskop altinda
embriyolar bulundu. Bulunan embriyolar arama soliisyonuna aktarildi (Viqgro TM
HOLDING Plus Bioniche Animal Health USA INC Pulman WA, USA 509-3354047).

Bu soliisyonda ii¢ kez yikandiktan sonra kaliteleri ve gelisme evreleri belirlendi.
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(0. giin)

|
|
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Sekil 3.1. Grup I’de uygulanan siiperovulasyon protokolii
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Sekil 3.2. Grup II ‘de uygulanan siiperovulsyon protokolii

Embriyolarin kalitelerine gore siiflandirmasi:

Cok lyi (1 kalite): Embriyo kiire seklinde biiyiikliigii rengi ve yapisi tek diize hiicrelere
sahip.

Iyi (2. kalite): Birkac vezikiil, diizensiz sekil ve disariya dogru birkac ¢ikinti gibi

Onemsiz birka¢ kusurlara sahip embriyo.

Orta (3. kalite): Kusurlar1 belirgin ancak fazla degil, blastomerler disariya cikinti

yapmis, vezikiilasyon ve birka¢ adet dejenere hiicre bulunur.

Zayif (dejenere): Kusurlar ¢cok bariz. Cok sayida ¢ikint1 yapan blastomerler, dejenere
olmus hiicreler, ¢ok sayida biiyiik vezikiiller bulunan canli goriiniimlii embriyo kiimesi

(2).



29

Birinci Kalite Morula Ikinci Kalite Morula
Uciincii Kalite Expanded Blastosist Dejenere Blastosist

Sekil 3.3. Kalite siniflarina gére sigir embriyolari

3.1. ISTATISTIK ANALIZ

Calismada iki farkli protokoliin toplam embriyo sayis1 ve kalitesi, toplam follikiil,
toplam CL, transfer edilebilir embriyo sayis1 iizerine etkileri t-testi yapilarak

karsilastirilmistir.



4. BULGULAR

Calismada deneyimli arastirmacilar tarafindan iki farkli grupta toplam 20 adet
siiperovulasyon uygulanmistir. Uterus yikamasinin yapildigi giin rektal muayene ve
ultrasonografik muayenelerle Grup I de 119 adet ve Grup II de ise 93 adet CL tespit
edilmistir. Grup I de iki adet ve Grup II de bir adet dondrden embriyo toplanamamastir.
Calisma sonucu her iki grupta elde edilen bulgular Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de

sunulmustur.

Tablo 4.1. Her iki grupta elde edilen embriyolarin kalitelere gore sayilari

Protokol 1.Kalite 2.Kalite 3.Kalite Dejenere
Grup ITEK PGF, a 19 9 6 10
Grup Il CIFT PG F, a 28 8 9 2

Tablo 4.2. Gruplarda yapilan muayenelerde ovaryum bulgular1 ve elde edilen toplam embriyo sayilari

Protokol CL | Anovulator Follikiil | Toplam Embriyo Unfertilize Ovum
(UFO)

Grup ITEKPGF, a 119 30 44 5

Grup I CIFT PG F, a 93 46 47 3
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Calismada iki farkli protokoliin toplam embriyo sayis1 ve Kkalitesi, toplam folikiil,
toplam CL, transfer edilebilir embriyo sayis1 iizerine etkileri t-testi yapilarak

karsilastirilmistir.

Arastirmada Birinci Protokoliin toplam follikiil, toplam CL, toplam embriyo sayis1 ve
kaliteleri, transfer edilebilir embriyo sayis1 ve dejenere embriyolar iizerine ortalamalari,

standart sapmalar1 ve giiven araliklar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Birinci Protokoliin Toplam Follikiil, Toplam CL, Toplam Embriyo Sayisi ve Kaliteleri,
Transfer Edilebilir Embriyo Sayis1 ve Kaliteleri ve Dejenere Embriyolar Uzerine Tanimlayici Istatistikleri

95% Giiven Arahig:
Ortalama | Standart Hata | Alt Stmr | Ust Smir i
Toplam Fol. 3,00 0,94 0,8672 5,1328
Toplam CL 11,90 2,51 6,2025 17,5975
Toplam Embriyo 4,40 1,17 2,2351 7,5649
Transfer Edilebilir Embriyo 2,70 0,82 0,8514 4,5486
P>0,05

Kalitel 1,90 0,67 0,3750 3,4250
Kalite2 0,90 0,40 -0,0204 1,8204
Kalite3 0,60 0,26 -0,0032 1,2032
Dejenere 1,00 0,39 0,1078 1,8922
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Arastirmada Ikinci Protokoliin toplam follikiil, toplam CL, toplam embriyo sayis1 ve

kaliteleri, transfer edilebilir embriyo sayis1 ve dejenere embriyolar iizerine ortalamalari,

standart sapmalar1 ve giiven araliklar1 Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. ikinci Protokoliin Toplam Follikiil, Toplam CL, Toplam Embriyo Sayisi ve Kaliteleri,
Transfer Edilebilir Embriyo Sayis1 ve Kaliteleri ve Dejenere Embriyolar Uzerine Tanimlayici Istatistikleri

95% Giiven Aralig:

Ortalama | Standart Hata P
Alt Simir Ust Simir
Toplam Fol. 4,60 1,55 1,0761 8,1239
Toplam CL 9,30 1,36 6,2084 12,3916
Toplam Embriyo 4,70 1,61 0,8893 8,9107
Transfer Edilebilir Embriyo 3,60 1,38 0,4691 6,7309
P>0,05
Kalitel 2,80 1,19 0,1064 5,4936
Kalite2 0,80 0,24 0,2357 1,3643
Kalite3 0,90 0,31 0,1886 1,6114
Dejenere 0,20 0,13 -0,1016 0,5016




5. TARTISMA VE SONUC

Denemede elde edilen bulgular degerlendirildiginde protokollerin toplam embriyo
sayis1 ve kalitesi iizerine olan etkisinin istatistiki acidan onemsiz oldugu goriilmiistiir.
Toplam embriyo sayist 1. Protokolde 4.40 ve 2. Protokolde 4.70 olarak bulunmustur.
Siiperovulasyon uygulamast sonucunda ortalama 10 embriyo elde edilebildigi ve bunun

yaklasik %50’sini transfer edilebilir embriyolarin olusturdugu bildirilmektedir (31, 32).

Yaakub ve ark. (83) etci diivelerde rasyonda 3 kg konsantre yem ilave verilen ¢alisma
grubunda toplam 265 mg NM-FSH-PI sekiz esit dozda uygulanmast ve besinci FSH
uygulamasi ile birlikte tek doz prostaglandin uygulayarak yaptiklar1 calisma da ortalama
9.8+40.9 ovum/ embriyo elde etmislerdir. Bizim caligjmamizdaki toplam embriyo
sayismin diisiik olmasimin nedenleri siiperovulasyon protokiiniin farklilig1, gonadotropik
hormonun uygulama sekli, dozu, ilave besleme yapilmamasi olarak diisiiniildii. Novotny
ve ark. (84) ineklerde azalan dozlarda FSH ve cift doz PGF,a uygulayarak tohumlama
sirasinda Progesteron 6lciim sonuglarma gore iki gruba ayrilan caliymada progesteron
diizeyi diisiik grupta sirasiyla toplam embriyo sayis1 ve transfer edilebilir embriyo sayisi
8.8 ve 5.06, progesteron diizeyi yiiksek grupta swrasiyla toplam embriyo sayisi ve
transfer edilebilir embriyo sayist 3.85 ve 1.43 olarak tespit etmiglerdir. Kose ve ark.
(85) toplam 400 mg NM-FSH-PI sekiz azalan dozda uygulanmasi ve besinci FSH
uygulamasi ile birlikte tek doz PG uygulayarak yaptiklari calismada ortalama 8.54+1.69
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ovum/embriyo elde etmislerdir. Bizim ¢aligma gruplarimizin her iki ¢alismadaki toplam
embriyo sayis1 ve transfer edilebilir embriyo sayisindan diisiik olmasinin sebepleri 1k,
mevsim, besleme, siiperovulasyon protokollerinin uygulanmasindaki farkliliklar,
siiperovulasyona baslamadan 6nce Ostrus siklusunun takip edilmemesi, siiperovulasyon

sirasimnda dominant follikiiliin varligmin kontrol edilmemesi olarak diisiiniildii.

Denemede geri kazanim orani ise Grup I' de % 41,1 (49/119) ve Grup II’de %53,7
(50/93) olarak tespit edildi. Sartori ve ark. (86), Holstein ki diivelerde yaptiklari
calismada geri kazanim oranin1 % 63.9 tespit etmislerdir. Kose ve ark. (85) Isvicre
esmeri ineklerde yaptiklari ¢calismada geri kazanim oranini % 74.0 tespit etmislerdir.
Bizim calisgma gruplarimizin her iki caligmadaki geri kazanim oranlarindan diisiik
olmasinmn  sebepleri 1wk, mevsim, besleme, siiperovulasyon protokollerinin
uygulanmasindaki farkliliklar, siiperovulasyona baslamadan 6nce Ostrus siklusunun
takip edilmemesi, siiperovulasyon sirasinda dominant follikiilin varhiginin kontrol

edilmemesi olarak diisiiniildii.

Denemede toplam follikiil sayist protokol tiplerinden etkilenmemis (P>0.05), 1.
protokolde 3.00+0.94 olan follikiil sayisi, 2. protokolde 4.60+1.55 olarak tespit
edilmistir. Yaakub ve ark. (83) yaptiklar1 ¢alismada follikiil sayilar:1 (> 10 mm) 3.5 £0.6
olarak tespit etmislerdir. Bu sonuclar bizim calismamizdaki bulgularla uyum

gostermektedir.

Denemede toplam CL sayist uygulamalardan etkilenmemistir. 1. Protokolde 11.90+2.51
olan bu parametre, 2. Protokolde 9.30+1.36 olarak saptanmistir. Denemede uygulanan
1. Protokoliin istatistiki olarak dnemli olmasa da CL sayisim artirict etki gosterdigi
tespit edilmistir. Nakajima ve ark. (43) iki grup iizerinde 4000 IU PMSG ve ¢ift doz
PGF,0 uygulamasini takiben Ostrusun bagslangicindan 12 saat sonra bir gruba anti-
PMSG serum uygulayarak yaptiklar1 calismada, anti-PMSG serum uyguladiklar1 grupta
ortalama corpus luteum, sayisin1 12.7+£5.2, kontrol grubunda ise ortalama CL sayismni
14.3+6.1 olarak tespit etmislerdir. Kose ve ark. (85) yaptiklar1 ¢caligmada ortalama CL
saylarim1 11.54+1.63 olarak tespit etmislerdir. Bu sonuclarla bizim c¢alismamizdaki

bulgular uyum gostermektedir.
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Denemede transfer edilebilir embriyo sayist 1. protokolde 2.70+0.82; 2. Protokolde
3.60£1.38 olarak tespit edilmis, uygulamalarin transfer edilebilir embriyo sayis1 iizerine

olan etkisi istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (P>0.05).

Siiperovulasyon icin PMSG kullanilan ineklerde residiiel PMSG’nin transfer edilebilir
embriyolarin {izerine olumsuz etkileri vardir. PMSG uygulanan ineklerde rezidiiel
PMSG’nin fertilizasyon ve embiryonik gelisim iizerine bu olumsuz etkileri notralize
etmek icin anti-PMSG kullanilabilir (2, 51, 52). Nakajima ve ark. (43) iki grup iizerinde
4000 TU PMSG ve cift doz PGF,o uygulamasini takiben Ostrusun baslangicindan 12
saat sonra bir gruba anti-PMSG serum uygulayarak yaptiklar1 ¢calismada, anti-PMSG
serum uyguladiklar1 grupta ortalama transfer edilebilir embriyo sayisini 3.3 olarak tespit
etmislerdir. Bu sonug¢ bizim ¢aligmamizdaki bulgularla uyum gostermektedir. Kontrol
grubunda ise ortalama transfer edilebilir embriyo sayisint 2.0 olarak tespit etmislerdir.
Bu sonucun anti-PMSG grubu ve bizim caligma sonuc¢larimiza gore diisiik olmas1 anti-
PMSG uygulanmayan protokollerde PMSG’nin yarilanma Omriiniin uzun olmasindan

dolay1 FSH etkisinin devam etmesi olarak diisiiniildii.

Yaakub ve ark. (83) yaptiklar1 calisma da ortalama 4.8+0.7 transfer edilebilir embriyo
elde etmislerdir. Sugano ve Shinogi (50) 450 IU tek enjeksiyon, 600 IU tek enjeksiyon
ve 600 IU giinde iki kez 3 giin human menaposal gonadotropin ve tek doz
PGF,o uygulayarak yaptiklar1 ¢calisma da ortalama transfer edilebilir embriyo sayilarini
sirastyla 5.442.6, 7.544.5, 6.3£5.2 olarak tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizdaki
transfer edilebilir embriyo sayisinin diisiik olmasinin nedenleri siiperovulasyon
protokiiniin farkliligi, cevresel faktorler, besleme, siiperovulasyon protokollerinin
uygulanmasindaki farkliliklar, LH kullanilmamasi, siiperovulasyona baslamadan &nce
ostrus siklusunun takip edilmemesi, siiperovulasyon sirasinda dominant follikiiliin

varligmin kontrol edilmemesi olarak diisiiniildii.

Lopes da Costa ve ark. (87) toplam 400 mg NM-FSH-PI sekiz esit dozda uygulanmasi
ve 6. FSH uygulamasi ile birlikte tek doz prostaglandin uygulayarak yaptiklar: ¢calisma
da ortalama 6.4+1.2 transfer edilebilir embriyo elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki
transfer edilebilir embriyo sayisinin diisiik olmasinin nedenleri gonadotropik hormonun
uygulama sekli, dozu, cevresel faktorler, besleme, siiperovulasyon protokollerinin

uygulanmasindaki farkliliklar, siiperovulasyona baslamadan 6nce Ostrus siklusunun
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takip edilmemesi, siiperovulasyon sirasinda dominant follikiiliin varliginin kontrol

edilmemesi olarak diisiiniildii.

Denemede 1. ve 2. Kalite embriyo sayis1 1.Protokolde sirasiyla 1.90+0.67 ve 0.90+0.40
ve 2. Protokolde sirasiyla 2.80+1.19 ve 0.80+0.24 olarak bulunmustur. Denemede
uygulanan 2. Protokoliin istatistiki olarak énemli olmasa da 1. Kalite embriyo sayisimi
artirict etki gosterdigi tespit edilmistir. Yaakub ve ark. (83) yaptiklar1 calismada
ortalama 2.7+0.5 1. ve 2. Kalite embriyo elde etmislerdir. Kdse ve ark. (85) yaptiklari
calismada elde ettikleri ortalama 1. Kalite embriyo sayis1 3.23+1.18 ve 2. Kalite
embriyo sayist 1.69+0.47 dir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglarla

uyum gostermektedir.

Sitiperovulasyon amaciyla kullanilan FSH preparatinin icerdigi FSH/LH oran1 da cevap
tizerinde etkilidir (72). Preparat icinde bir miktar LH nin bulunmas1 gerektigi, yiiksek
LH oraninin ise siiperovulasyon cevabi, fertilizasyon orant ve embriyo kalitesini
olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (75). Mapletoft ve ark. ineklerde yaptiklari
caligmalarinda, 400 mg NIH-FSH-P1 ve farkl dozlarda, %100 (standart FSH-P), %32
ve %16 LH iceren ve hic LH icermeyen FSH preparatlar1 ile siiperovulasyon
uygulamiglardir. Arastirmacilar gruplarda inek basina ortalama corpus luteum sayisini
sirastyla 10.2, 11.1, 15.6 ve 17.2 ve transfer edilebilir embriyo sayisini ise 4.0, 3.9, 7.7
ve 5.5 olarak saptamislar ve en uygun LH oranmin %16 oldugunu belirtmislerdir (74).
Bununla birlikte en uygun FSH/LH orani wrklar arasinda farklilik gosterebilmektedir
(80).

Siklus ortast1 FSH wuygulamalari sirasinda bir dominant follikiiliin bulunmasi
siiperovulasyona  cevabi azalthgr (21, 71), ayrica dominant follikiiliin
uzaklastirilmasiyla siiperovulasyonla elde edilen embriyo sayisinda artis saglandig bazi
caligmalarda bildirilmektedir. Kim ve ark. (24) dominant follikiiliin uzaklastirarak
yaptiklar1 siiperovulasyon caligmasinda, dominant follikiiliin uzaklastirildigi grupta
toplam corpus luteum, toplam ovum/embriyo ve transfer edilebilir embriyo sayilarmi
sirastyla9.6 = 1.1, 7.7 = 1.3 ve 4.6 £ 0.9 olarak tespit etmislerdir. Bu sonuglarm bizim
caligmamizda elde edilen sonuclardan yiiksek olmasinin sebebi dominant follikiiliin
uzaklastirilmasini takiben FSH konsantrasyonunda ve kiiciik follikiillerin sayisindaki
artiy ve siiperovulasyonun baslangicinda Ostrus siklusunun takip edilmesi olarak

diistintildii. Kontrol grubunda ise toplam corpus luteum, toplam ovum/embriyo ve
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transfer edilebilir embriyo sayilarini sirastyla 6.1 = 0.9, 3.9 + 1.0 ve 2.3 + 0.8 olarak
tespit etmislerdir. Bu sonuclarin bizim caligma grubunda elde edilen sonuglardan diisiik
olmasinin sebebi dominant follikiiliin varlig1 ve dondrler arasindaki bireysel farkliliklar

olarak diisiiniildii.

Ticari embriyo transferi i¢cin devam etmekte olan en biiylik problem siiperovulasyona
cevaptaki farkliliklardir (49, 57-61). Teknolojinin yaygin bir kullanim alaninin olmasi
ve siiperovulasyona yanit1 etkileyen faktorleri arastirmak, siiperovulasyona yaniti
artrmak icin yapilan girisimlere ragmen ekzojen gonadotropinlere cevap verme
yetenegi, oosit kalitesi, LH dalgasinin olusumu, ovulasyon oranlari, embiryonik gelisim,
kullanilabilir embriyo sayist gibi bircok parametrede dogal ve bireysel olarak hayvanlar

arasimda 6nemli derecede farkliliklar bulunmaktadir (18, 24, 62-64).

Siiperovulasyon cevabindaki farkliliklar; yas, ik, mevsim, gonadotropik hormonun
cesidi, dozu, uygulama sayisi, beslenme, siirii yonetimi, hastaliklarin kontrolii, dstrus
siklusunun ve laktasyonun donemi, cevresel faktorler, iklim ve mevsim, ovaryumlarin
mevcut durumu (2, 25, 30, 33, 34), ozelliklede uygulamanin baslangic zamaninda

ovaryumdaki folikiiler dalganm agamasi gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir (35, 36).

Donér basina elde edilen embriyo sayr ve kalitesi bazi calismalara gore diisiik
bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde kullanilan hormon ve yontem farkliligs,
dozu, uygulama sayis1 ve yontemi, beslenme, 6strus siklusunun ve laktasyonun donemi,
cevresel faktorler, iklim ve mevsim, ovaryumlarmm mevcut durumu, uygulamanin
baslangi¢ zamaninda ovaryumdaki folikiiler dalganm takibinin yapilmamasi, ek besleme
programi uygulanmayist ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Diinyada yaygin olarak kullanilan reprodiiktif biyoteknoloji uygulamalarindan birisi
olan embriyo transferi gelecekte lilkemizde de genetik kapasitesi yiiksek irklarin elde
edilmesinde ve kiiltiir irk1 hayvan varligimizin artirilmasinda, genetik kapasitesi yiiksek
damizliklardan kurulan biiyiik isletmelerin sayisinin artirilmasinda kullanilmasi

kacinilmazdir. Bu uygulamanin en 6nemli agamasindan birisi de siiperovulasyondur.

Bu c¢alismada PG’ler ile iki farkli siiperovulasyon uygulamasinin embriyo sayisi ve
kalitesi iizerine etkisi incelendi. Istatistiki olarak her iki protokol arasinda nemli bir
fark bulunamamis olsa da donorlere Ostrustan 6nce c¢ift PG uygulamasinin embriyo

sayis1 ve kalitesi lizerine sayisal olarak olumlu etkisinin oldugu sonucuna varilmastir.
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Siiperovulasyon uygulamalarindaki en ©Onemli problem dondrlerin cevaplarindaki
bireysel farklilik ve siiperovulasyon cevabinin Onceden belirlenememesidir.
Stiperovulasyona etki eden faktorler ve dnem diizeylerinin belirlenmesi, siiperovulasyon
yontemleri arastirilarak embriyo sayist ve kalitesi yoniinden en uygun ve maksimum
sayida transfer edilebilir embriyo elde edilmesine olanak saglayacak teknigin
gelistirilmesi mevcut iilke sartlarnda embriyo transferinin uygulanmasmda 6nemli

avantaj saglayacaktir.
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