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OZET

Holstayn Irki Ineklerde Aym Siiperovulasyon Protokolii Uzerinde
Uygulanan Iki Farkh Folikiiler Dalga Senkronizasyon Yonteminin
Embriyo Verimi ve Kalitesi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Stiperovulasyon ve embriyo transferi, genetik ilerleme hizini artirma ve arzu edilen
fenotiplerin daha hizli ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilan 6nemli bir hayvansal iiretim
programidir. Bu calismanin amaglari; 1) iki farkl: folikiiler dalga senkronizasyon yonteminin
(GnRH enjeksiyonu ve folikiil aspirasyonu) elde edilen embriyo say1 ve kalitesi iizerine
etkisini karsilastirmak ve 2) stiperstimiilasyon uygulamasinin antimiillerian hormon (AMH)
seviyesine etkisinin aragtirilmasidir.

Calismada her biri 10 Holstayn inekten olusan ii¢ grup hayvan (n=30) kullanild.
Arastirma guruplari; presenkronizasyon + PRID-PG + 7. giin GnRH +48 saat sonra FSH
(grup 1-modifiye GnRH), presenkronizasyon + PRID-PG + 7. giin folikiiler aspirasyon + 48
saat sonra FSH (grup 2-modifiye folikiil aspirasyon), ve PRID-PG + 7. giin GnRH + 36 saat
sonra FSH (grup 3-orijinal GnRH) olarak olusturuldu. Toplam 500 pg FSH azalan dozlarda
12 saat arayla 8 enjeksiyonla yapildi. AMH i¢in kan alimlari, FSH enjeksiyonlarina
baslamadan hemen 6nce (AMHI1) ve siiperstimiilasyon bittikten 24 saat sonra (AMH2)
gerceklestirildi. Grup 1 ve 2’de siliperovulasyona cevabi gosteren CL sayilar1 grup 3’ten
yiiksek bulundu (p<0.05). Grup 2’de fertilize olmamis oosit (UFO) (p<0.05), anovule folikiil
ve 4. kalite embriyo sayilarn (p<0.01) ile 4. kalite embriyo (%) ve UFO (%) degerleri
(p<0.05) grup 1ve 3’ten yliksek bulundu. Grup 1 ve 3’te ise transfer edilebilir embriyo (%)
ve fertilize oosit (%) oranlar1 (p<0.05) grup 2’den yiiksek bulundu. Grup 3’te %71.42+22.91
kompakt morula kazanimi ile grup 1 ve 2’ye gore daha toplu gelisim asamasinda embriyo
elde edildi (p<0.01). Dolasimdaki AMH seviyesi artisinin, FSH enjeksiyonlarina
baslamadan hemen 6nce (AMH]1) ile siiperstimiilasyon sonrast donem (AMH2) arasinda
onemli diizeyde oldugu ortaya konuldu (p<0.05).

Sonug olarak, GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyon yonteminin kullanim kolayligi,
fertilize ve transfer edilebilir embriyo (%) oranlarinin daha yiiksek, 4.kalite (dejenere
embriyo + UFO) embriyo sayist ve (%) oranlarinin daha diisiik olmasindan dolayr folikiil
aspirasyon yonteminden daha iyi oldugu tespit edildi. Siiperstimiilasyon sonrasi dlgiilen
AMH degerlerinin de giivenilir bir indikator olamayabilecegi anlasildi.

Anahtar kelimeler: Siiperovulasyon, GnRH, Folikiil aspirasyonu, Embriyo, AMH
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ABSTRACT

The Effect of Two Different Follicular Wave Synchronization Methods
Applied on The Same Superovulation Protocol on Embryo Yield and
Quality in Holstein Breed Cows

Superovulation and embryo transfer is an important animal production program used
to increase the rate of genetic progress and to reproduce desirable phenotypes faster. The
objectives of this study are; 1) to compare the effect of two different follicular wave
synchronization methods (GnRH injection and follicle aspiration) on the number and quality
of embryos obtained, and 2) to investigate the effect of superstimilation application on the
level of antimullerian hormone (AMH).

Three groups of animals (n=30) each consisting of 10 Holstein cows were used in
the study. The research groups were as follows; presynchronization + PRID-PG + GnRH on
day 7 + FSH after 48 hours (group 1-modified GnRH), presynchronization + PRID-PG +
follicular aspiration on day 7 + FSH after 48 hours (group 2-modified follicular aspiration),
and PRID-PG + GnRh on day 7 + FSH after 36 hours (group 3-original GnRH). A total of
500 pg FSH was administered in 8 injections 12 hours apart in decreasing doses. Blood
sampling for AMH was performed immediately before starting FSH injections (AMH1) and
24 hours after the end of superstimulation (AMH2). CL numbers indicating response to
superovulation were higher in groups 1 and 2 than that of in group 3 (p<0.05). The number
of unfertilized oocytes (UFO) (p<0.05), anovulated follicles and 4th quality embryos
(p<0.01), 4th quality embryos (%) and UFO (%) values (p<0.05) were higher in group 2 than
groups 1 and 3. In groups 1 and 3, transferable embryo (%) and fertilized oocyte (%) rates
(p<0.05) were higher than group 2. In group 3, 71.42+22.91% compact morula and embryos
at a more collective stage of development were obtained compared to groups 1 and 2
(p<0.01). The increase in circulating AMH levels was found to be significant (p<0.05)
between the period just before the start of FSH injections (AMHI1) and the period after
superstimulation (AMH?2).

In conclusion, it was determined that the follicular wave synchronization method
with GnRH was better than the follicle aspiration method due to its ease of use, higher
fertilized and transferable embryo (%) rates, and lower number and (%) of 4th quality
(degenerate embryo + UFO) embryos. It was also understood that AMH values measured
after superstimulation may not be a reliable indicator.

Keywords: Superovulation, GnRH, Follicle aspiration, Embryo, AMH
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasina bagli olarak hayvansal proteine olan talepte glinden
giine artmaktadir. Bunun karsilanabilmesi i¢in hayvansal liretim, birim hayvan basina
verimliligin artirilmasi ve daha hizli genetik ilerleme kazanimi adina, son yillarda ileri iireme
tekniklerinden olan in vivo ve in vitro embriyo tiretim yontemlerinden yararlanilmaktadir.
Glinlimiizde embriyo transfer uygulamalari, sigir yetistiriciliginin sektdrel bir hal aldigi
bircok tilkede listiin genetik Ozellige sahip sigirlara olan talep sayesinde ve daha c¢ok
ekonomik gerekgelerle yaygin bigimde kullamlmaktadir. Ulkemizde embriyo transferinin
pahali oldugu seklinde yanlis bir algi bulunmaktadir. Embriyo transferinin dogru donorlerle
ve dogru amaglarla kullanildiginda ortaya koyacagi avantajlara bakildiginda maliyetlerinin
cok iizerinde faydalar saglayacagi agiktir. Ulkemizin nitelikli damizlik ihtiyac1 bakimindan
disa bagimliliktan kurtulmasindaki en etkin ve hizli yol embriyo transfer uygulamalarinin
yayginlagtirilmasi olacaktir. Embriyo transfer uygulamalarinin maliyetlerini diisiirmek igin;
1) bu ise deger dondr kullanmak, 2) siiperovulasyon basina transfer edilebilir ve

dondurulabilir embriyo sayisin1 artirmak gerekmektedir.

Sigircilikta yardimcr iireme teknolojilerinden suni tohumlama uygulamalarinin
diizenli kullanim1 1936 yilindan sonra baglamis ve suni tohumlama kooperatiflerinin
kurulmasiyla gelisimini siirdiirmiigtiir. Gilinlimiizde kullanilan ileri biyoteknolojik
faaliyetlerin; embriyo transferi (ET), in vitro fertilizasyon (IVF), intra sitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) ve klonlama gibi 6nemli ireme biyoteknolojilerinin birer prosediir haline
gelmesinde katkis1 biiylik olmustur (Herdogan ve ark. 2023). Yardimci iireme
teknolojilerinden embriyo transferi uygulamalarinin siircilik alaninda gelisimi de 1940’11
yillarin sonlarinda olmustur. Giiniimiiz ¢iftlik hayvanlarinda embriyo transfer sektorii iki
grubun 6ncii ¢abalarinin sonucu gelisimini siirdiirmiistiir. Bunlar, ilk baslarda prosediirleri
ve embriyo transfer tekniklerini gelistiren bilim adamlari ile bu teknolojiyi modifiye eden,
sigircilik sektoriine ilk olarak uygulanabilir ve ulagilabilir hale getiren ticari embriyo transfer
uygulayicilart olmustur (Hasler 2014). ABD’de uygulanan bir genetik seleksiyon modeline
gore; mevcut siirliniin en 1yi %5’ inin embriyo transferi donorii olarak kullanilmasi, %45’ inin
genetik degeri yiiksek disi sperma ile tohumlanmasi ve geriye kalanlarin da embriyo transferi
tasiyicisi ya da et¢i sperma ile kullanma melezlemesi yapilmasi onerilmektedir (Sagirkaya

2021).



IETS (Uluslararas1 Embriyo Teknolojileri Toplulugu) 2021 yili verilerine gore in
vitro embriyo iretimi bir dnceki yila gore %31.5 artigla 1.521.018 adet, in vivo embriyo
tiretimi de %6.8 artisla 386.374 adet olmustur (Viana 2022). Giinlimiizde embriyo iiretimi
ve transferi basarisinin artmasina yonelik yapilan yogun bilimsel ¢alismalarin sonucunda,
tiretilen embriyolarin taze ya da donmus-¢ozdiiriilmiis transferlerinin ¢iftliklerde suni
tohumlama benzeri kolay bir sekilde yapilmasina olanak saglamis, bu sayede embriyo
transferi uygulamalar1 endiistri haline gelmistir. Siiperovulasyon yanitlarinda donor bagina
sifir ile elliden fazlaya degisen ¢ok biiyiik varyasyon vardir. Flush bagina ortalama embriyo
kazanimlarinin; 10 oosit-embriyo ve 6 transfer edilebilir embriyo oldugu (Seidel ve ark.
2003) ve bu ortalamalarin giiniimiizde de degismemis oldugu, AETA (Amerika Embriyo
Transfer Dernegi) 2021 verileri ile biiyiik 6l¢iide benzedigi goriilmektedir (Demetrio 2021).
Stiperovulasyon uygulamalarinin basarisi elde edilen transfer edilebilir embriyo sayisina
gore belirlenmektedir. Bu yiizden c¢alismamizin amaci flush basina transfer edilebilir
embriyo sayisini artirmak olacaktir. Embriyo transferi basarisini etkileyen ¢ok fazla etken
bulunmaktadir. In vivo embriyo iiretimi amaciyla bir siiperovulasyon uygulamasindan
maksimum sayida transfer edilebilir embriyo elde etmek i¢cin; AMH (Anti Mullerian
Hormon) diizeyi yiiksek donor kullanmak, siiperstimiilasyona en uygun zamanda baslamak,
besleme ve cevre sartlarinin ideal olmasina dikkat etmek gerekmektedir (Mikkola ve ark.

2020).

Sigirlarda serum AMH konsantrasyonu ile antral folikiil rezervi ve siiperovulasyon
cevabi arasinda dnemli bir iligki oldugu bir¢ok calisma ile gosterilmistir (Souza ve ark. 2015;
Hirayama ve ark. 2017; Abdel Aziz ve ark. 2017). Ayrica sigirlarda serum AMH
konsantrasyonlarinin 6striis siklusu iceresinde c¢ok az degisim gosterdigi, bu nedenle
siklusun herhangi bir giinlinde bir kez alinan kan 6rnegi ile AMH seviyesinin dogru bir

sekilde belirlenebilecegi bildirilmektedir (Mossa ve Ireland 2019).

Sunulan calismada, aynt modifiye siiperovulasyon protokolii {izerinde iki farkli
folikiiler dalga senkronizasyon yontemi (GnRH enjeksiyonu ve folikiil aspirasyonu)
kullanilmasinin, elde edilen embriyo say1 ve kaliteleri {izerine etkilerini belirlemek ayrica
siiperstimiilasyon uygulamalarinin antimiillerian hormon (AMH) seviyeleri {izerine

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oogenezis ve Folikiilogenezis

Oogenezis, digi primordiyal germ hiicresinin biiyiime ve farklilagsmasina yol agan
fizyolojik siireci, folikiilogenezis de folikiillerin olugmasi anlamina gelir. Primordiyal
folikiiller ile baslar, gelisme olgun folikiil (Graaf folikiilii ya da preovulatdr) asamasina kadar
meydana gelebilir (Hafez ve Hafez 2000; Collado-Fernandez ve ark. 2012). Folikiilogenezis
sirasinda oositte birgok morfolojik ve hiicresel olaylar meydana gelir. Bu siire¢ sirasinda
oosit gelisimsel yeterliligini tamamlayarak dollenme ve embriyo asamasina kadar

gelebilecek olgunluga ulasir (Walker ve Biase 2020).

Uterus ortaminda, fetal gelisim asamasinda iken primordiyal germ hiicreleri olusur. Bu
hiicreler vitelllis kesesinden gonadal cikintiya go¢ eder. Burada arka arkaya mitotik
boliinmeler gegirerek oogoniuma doniisiir. Bu asamada mezonefrozdaki somatik hiicreler
oogonyalari ¢evreleyerek kortikal kord ad1 verilen kordon benzeri bir yap1 olusturur. Bundan
sonra primordiyal folikiiller olusur. Dolayisiyla reprodiiktif yasam boyunca kullanilacak

oosit popiilasyonunun bilesimi i¢in mitotik ¢ogalma vazgecilmezdir (Seneda ve ark. 2023).

Yetiskinlikte kullanim i¢in smnirlt sayida oosit vardir. Oogoniyumlarin liretimi ve
apoptozis arasindaki dengeyi memelilerin reprodiiktif yasamlarindaki bu araligin varligi
belirlemektedir (Aitken ve ark. 2011). Art arda mitotik bdliinmeler sonras1 oogoniyumlar
farklilagmis oositlere doniisiir. Mayoz bdliinme stireci baglar. Mayoz 1’in profaz asamasinin
diploten sathasinda bu boéliinme durur. Bu sathaya kadarki gelisme ve boliinmeler dogumdan
kisa bir siire once gerceklesmekte ve pubertaya kadar ovaryumlar {izerindeki tiim folikiiller
iclerindeki primer oositlerle birlikte bu boliinme asamasinda beklemelerini
stirdiirmektedirler (Sonmez 2016; Seneda ve ark. 2023). Ovulasyondan hemen dnceye kadar
primer ya da olgunlagmamis oositin mayoz bdliinmenin profaz 1 asamasindaki beklemesi
siirmektedir. Mayoz siireci FSH ve LH’ya yanit olarak yeniden baslar. Daha sonra mayozun
diger asamalar1 olan metefaz 1, anafaz 1 ve telefaz 1 meydana gelir. Ik polar cisimcik
atilarak mayoz 1 tamamlanmis ve sekonder oosit olusmus olur. Ruminantlarda oositin ilk
olgunlagma boliinmesi ovulasyondan kisa bir siire dnce tamamlanir ve hiicre sekonder oosit

olarak ovule olur. Haploid (n) kromozoma sahip sekonder oositin hiicresel boliinmesi mayoz



2’nin metefaz 2 asamasinda yeniden durur. Bu sekilde ovule olup ovidukta hareket eden
oosit eger fertilize olursa ikinci polar cisimcik de atilarak 2. olgunlagma boliinmesini
tamamlamis olur. Yani oogenesizisin son agamasi fertilizasyonla tamamlanir. Son olarak
hem folikiillogenezis hem de oogenezis siireci, dollenme yetenegine sahip bir disi gamet
hiicresinin olusmasini temin eder. Folikiilogenezis siirecinin sonu olgun folikiiliin ovulasyon
zamaninda meydana gelirken oogenezisin sonu sadece fertilizasyondan sonra son bulur

(Hafez ve Hafez 2000; Sonmez 2016; Seneda ve ark. 2023).

2.2. Ovaryum Folikiil Popiilasyonu

Ovaryum rezervi sigirlarda primordiyal folikiillerin toplam sayisi olarak ifade edilmekte
ve ovaryum rezervi ile fertilite, gebelik oranlari arasinda 6nemli oranda iliski oldugu
bildirilmektedir (Mossa ve ark. 2012; Ribeiro ve ark. 2014). Ovaryumlarin folikiil rezervi
bireysel olarak tiir, irk, genetik, yas, hormon seviyeleri ve reprodiiktif duruma gore
degisebilir. Disi sigirlarin ovaryum folikiil popiilasyonunun dogumda yaklagik 235 000
oldugu ve her ovaryumda 0-720 000 arasinda oldugu bildirilmektedir (Betteridge ve ark.
1989). Diger tiirlerdeki preantral folikiil rezervleri yaklasik olarak koyunlarda 160 000,
kisrakta 30 000-150 000 ve kadinlarda 2000 000 oldugu bildirilmektedir (Seneda ve ark.
2023).

2.3. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum, folikiiler biiyiime ve gelismenin ayn1 anda olmas1 gibi ¢esitli olaylar igeren
dinamik bir yapiya sahiptir. Folikiillerde graniiloza hiicreleriyle ¢evrili bir oosit ile
ovaryumlarin morfo-fonksiyonel birimi olarak kabul edilen teka hiicreleri de bulunur.
Folikiiller endokrin (steroid hormon iiretimi ve salinimi, diger peptidler) ve ekzokrin yani
bir oositin canliligini devam ettirebilmesi i¢in gerekli elementleri kendisinin irettigi,
gametojenik fonksiyona sahiptir. Bu sayede folikiiller olgunlagsmamis oositin biiyiime ve
maturasyonu i¢in ideal bir ortam saglar ve olgun oositin ovulasyona ulagsmasina da imkan

saglar (Gonzalez ve ark. 2017).

Ovaryum folikiil rezervi, preantral ya da non-kaviteli folikiiller (primordiyal, primer

ve sekonder folikiiller) ve antral ya da kaviteli folikiillerden (tersiyer ve preovulator



folikiiller) olugmaktadir. Ovaryum folikiil popiilasyonunun da yaklasik %901 preantral
folikiillerden olugsmakta ve bunlar devamli olarak ovaryumlardaki antral folikiillerin
yenilenmesini tesvik etmektedirler (Sutton ve ark. 2003). Bununla birlikte preantral
folikiillerin yaklasik %99,9'u preovulatdr folikiillere doniisemez, atreziya olarak adlandirilan
bu folikiillerin dejenerasyonu ile karakterize olan bir siirece ugramaktadirlar. Yetiskinlikte
yeni folikiiller olusmadigi i¢in ovaryumlar ¢ok diisiik liretkenlige sahip organlar olarak kabul
edilmekte ve disi memelilerin folikiiler rezervlerinin siirl oldugu bildirilmektedir (Griffin

ve ark. 20006).

2.3.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiiller fotal yasam sirasinda oositi pre-graniiler hiicreler olarak
bilinen tek katmanli diiz somatik hiicrelerin ¢evrelemesiyle olusur. Olusan ilk ve en ilkel
folikiiler asamadir. Daha sonra pre-graniiloza hiicrelerin ¢ogalmasi durgunlasir ve
primordiyal folikiiller uyku donemine girer. Hiicre ¢ogalmasi sadece uyku halindeki
primordiyal folikiillerin biiylimeye baslamasindan sonra devam eder. Bunun olusumu aylar-
yillar arasinda bir donemde gergeklesir. Ovaryumlardaki oositlerin ¢ogu primordiyal
folikiillerde depolanmistir. Bu asamada ¢ok sayida folikiil dejenere olmustur. Kalan
folikiiller ovaryum folikiiler havuzu olusturacaktir. Diizenli sayida folikiiller folikiiler
havuza dahil olmaya tiim reprodiiktif yasam boyunca devam edecektir. Folikiillerin folikiil
havuzuna girme ve aktivasyonu tam olarak anlagilmamuistir. Sigir primordiyal folikiillerinin
preovulator asamaya kadar gelismesinin yaklagik 100 giin kadar siirdigti bildirilmektedir

(Seneda ve ark. 2023).

2.3.2. Primer Folikiiller

Primordiyal folikiillerin biiylime siireci i¢in se¢ilmeleri sonrasi ilk biiyiime asamasi
baslar. Graniiloza hiicrelerinin sayica artmasi ve yasst olan seklinin kiibik sekil almasiyla
primordiyal folikiiller primer folikiille doniigmiis olur. Ikinci biiyiime asamasimin
baslamasiyla birlikte graniiloza hiicrelerinin sayisinda ekstradan artis meydana gelir ve
folikiiller en az 40 graniiloza hiicresine ulastiginda oosit biiyiimeye baslar, ¢ap1 artar buda
zona pellusidanin sekillenmesini uyarir. Zona pellusida, graniiloza hiicrelerinden oositin ve

diger hiicrelerin ayrilmasina imkan tanir. Oosit sadece gerekli olgunlagsma siirecinden



geemekte, biiyiikliigli onemli derecede degismemektedir (Aerts ve Bols 2010; Cox ve Takov
2020).

2.3.3. Sekonder Folikiiller

Sekonder folikiiller daha biiyiik bir oosit, iyi gelismis bir zona pellusida, ilk teka
hiicreleri ve iki veya daha fazla graniiloza hiicre tabakasina sahip olmalar1 seklinde
tanimlanmaktadir. Sekonder folikiil olusumu sirasinda, activin—A, EGF (epidermal growth
factor), ve BMP-15 (bone morphogenetic protein 15) gibi baz1 markirlar bildirilmistir. Bu
asamanin sonunda FSH ve LH nin oynadigi 6nemli roller tespit edilebilir. Oosit ve graniiloza
hiicreleri arasindaki etkilesim, sekonder folikiil ve sonraki asamalarda GAP junction

vasitastyla yapilmaktadir (Seneda ve ark. 2023).

2.3.4. Antral Folikiiller

Antral ya da kaviteli folikiiller, tersiyer ve graaf folikiillerinden olusur. Ayni
zamanda olgun, preovulator ve dominant folikiiller olarak da adlandirilmaktadirlar.
Folikiiller gelisip biiyilidiikce ¢cok katli folikiil epitelleri arasinda yer yer erimeler meydana
gelir. Bunun neticesinde folikiil icerisinde bosluklar olusmaya baglar. Bu asamadaki
folikiillere tersiyer folikiil ad1 verilir. Bir tersiyer folikiil, zona pellusida, bir¢ok graniiloza
hiicre tabakasi, kii¢iik antral kavite, basal membran ve iki tabakali teka hiicre katmani
tarafindan ¢evrilmis bir oositten olusmaktadir (Sonmez 2016; Seneda ve ark. 2023). Graaf
folikiilleri, folikiiler gelismenin son agamasi, en gelismis ve patlamaya hazir folikiillerdir

(Sonmez 2016).

2.4. Antral Folikiil Sayis1 (AFS)

Sigirlarda primordiyalden ovulatér asamaya folikiil gelisiminin 4-6 ay sirdiigi
tahmin edilmektedir (Mihm ve ark. 2002; Fair 2003). Antral folikiiller, serum benzeri
folikiiler siv1 ile dolu olan bir antrum ile karakterize olan ve yaklasik olarak 2-3 mm c¢apa
ulastiklarinda ultrasonografi ile tespit edilebilen folikiillerdir. Sigirlarda her Ostrus

siklusunda FSH ile indiiklenmis iki ya da ii¢ dalgali olan folikiiler dalgalar bu sayede tespit



edilmektedirler. Sigirlarda folikiiler dalga basina alinan <3 mm c¢aptaki antral folikiil
sayisinin, bireysel olarak son derece degiskenlik (8-54) gosterdigi fakat ayni hayvanlarda,
ayni ya da ardisik sikluslarda son derece tekrarlanabilir oldugu bildirilmistir (Burns ve ark.
2005). Antral folikiil sayisiin tekrarlanabilirligi laktasyondaki siit¢ii ineklerde folikiiler
biliylimenin bilinmeyen asamasi ve folikiiler dalga ¢ikma giiniinde (Gobikrushanth ve ark.
2017), Bos taurus, Bos indicus ve et¢i sigirlarda puberteden yillik yasina (Morotti ve ark.
2017), Hereford ve Braford diivelerde, siitten kesimden tohumlama 6ncesi yasa kadar (Santa

Cruz ve ark. 2018) yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.

Bos taurus (Avrupa kokenli kiiltiir irklar1) irki ineklerde, antral folikiil sayisi ile
ovaryum rezervi arasinda direkt iliski oldugu belirtilmektedir. Antral folikiil sayis1 lizerine
gebelik, beslenme, genetik, ortam sartlar1 ve saglik durumu gibi ¢cok sayida etmenin sorumlu

oldugu bildirilmektedir (Ireland ve ark. 2011; Evans ve ark. 2012).

2.4.1. Ovaryum Rezervinin Olusmasi Uzerine Prenatal Yasam Sirasindaki Sartlarin ve

Genetigin Etkisi

Fotal yasam sirasinda karsilagilan sartlar ovaryum folikiil saymi etkileyebilmektedir.
Prenatal hayatin 6zellikle ilk ticte birlik kismindaki maternal beslenme, sicaklik stresi ve

laktasyon gibi faktorlerin etkisi ¢aligmalarla ortaya konmustur.

Mossa ve ark. (2013) gebeligin erken donemindeki disiyi yetersiz enerji kaynagi ile
beslemenin si@ir ovaryum rezerv gelisimini olumsuz olarak etkileyebilecegini
bildirmislerdir. Siit¢ii sigirlarda f6tal ovaryumlarin en yiiksek germ hiicrelere sahip oldugu
fotal yasamin ilk ticte birlik kisminda yiiksek ortam sicakligina maruz kalmanin ovaryum
rezervinin olusmast ile negatif iliskili oldugu belirtilmektedir (Succu ve ark. 2020). Maternal
laktasyon durumunun ovaryum rezerv olusumu iizerine etkisinin olmadigi bildirilmekte
ayrica diivelerin ortalama 15 aylik yasta gebe kalmalari nedeniyle olgun agirliklarinin ancak
%355-60"1na ulagabildigi, gebelikleri sirasinda fetusla birlikte biiylimeye devam ettikleri i¢in
besin ihtiyacinda nispeten fetusla rekabete girdigi ve bu durumun yavrunun ovaryum folikiil
rezervini bozabildigi ifade edilmistir (Scholl ve ark. 1994; Mossa ve ark. 2013; Succu ve

ark. 2020).



Siit¢ii ve etci ineklerde iireme ile ilgili ¢cogu 6zelligin diisiik derecede kalitsal oldugu
bildirilmektedir (Berry ve ark. 2014). Oysa Walsh ve ark. (2014) yaptiklari ¢alismada slit¢ii
inek ve diivelerde AFS (antral folikiil sayisi)’nin kalitsalligini1 orta diizey genetik 6zellik
olarak bulmuslardir. Daha sonraki ¢alismalarda da anti miillerian hormon (AMH) pedigri
bazli kalitsallik ve AMH genomik kalitsallik tahmin ¢aligmalar1 yapilmistir (Nawaz ve ark.
2018; Gobikrushanth ve ark. 2018). Bu tahminler disi sigirdaki herhangi bir tireme ile iliskili
Ozellik bakimindan en yiiksek bulunmustur. Bu nedenle genomik seleksiyonun, siit¢ii

sigirlarda ovaryum rezervinin biiyiikliiglinii artirmada kullanilabilecegi bildirilmektedir

(Berry ve ark. 2014).

2.4.2. AFS ve AMH Konsantrasyonu

Disilerde AMH agirlikli olarak biiyliyen ovaryum folikiillerinin saglikli graniiloza
hiicreleri tarafindan tiretildiginden kadinlarda, sigirlarda, ke¢i ve koyunlarda ovaryum rezerv
biiyiikliigiiniin bir markir1 olarak periferal AMH konsantrasyonunun kullanilabilecegi
bildirilmistir (Bézard ve ark. 1987; La Marca ve ark. 2006; Monniaux ve ark. 2012). AMH
primordiyal ve atretik folikiillerden iiretilmemektedir. Folikiiller gelisim i¢in uyarildiginda
tiretilmeye baslamakta, preantral ve kii¢iik antral asamada pik yapmakta, FSH uyarimi
altinda secilmis folikiil preovulator asamaya dogru biiyiidiikge folikiillerin AMH sentezi
azalmaktadir (Monniaux ve ark. 2008; Veiga-Lopez ve ark. 2012). Ayrica sigirlarda AMH
serum seviyesi ile antral folikiil sayis1 arasinda yliksek diizeyde pozitif iligkili oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle sigirlarda AMH konsantrasyonu ve AFS’nin, toplam saglikli oosit
biiyiikliigiinii tahmin etmede kullanilabilecek indikator oldugu belirtilmistir (Ireland ve ark.
2008; Monniaux ve ark. 2014).

2.5. Anti-Miillerian Hormon (AMH)

AMH ilk kez 1953 yilinda Alfred Jost tarafindan kesfedilmis, Picon tarafindan
tanimlanmis, daha sonra sigir fetiis testis doku sivisinin inkiibasyonundan saflagtirilmistir
(Umer ve ark. 2019). AMH f6tal yasamin sonlarinda disilerin (kadin, si8ir, koyun) graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Doniistiiriicti  biiylime faktorii-beta (TGF-)
familyasinin bir iiyesi olan AMH ayn1 zamanda Miillerian inhibe edici madde (MIS) olarak

da adlandirilmaktadir. AMH dimerik glikoprotein yapida, 140 kDa molekiiler agirlikta ve



yarilanma 6mrii 1,5 giin olan bir hormondur (Cate ve ark. 1986; Josso ve Di Clemente 2003;

Claes ve ark. 2013).

Erkeklerde AMH, testikiiler farklilagmanin baslangicindan puberteye kadar sertoli
hiicreleri tarafindan iiretilmektedir ve miiller kanallarinin uterus, ovidukt ve vajinanin {ist
pargasinin gerilemesinden sorumludur. Erkeklerde serum AMH diizeyi, puberta dncesi testis
islevi i¢in Onemli bir markirdir. Hermofroditizm durumlarini arastirmada da

kullanilmaktadir (Arouche ve ark. 2015).

Anti Miillerian Hormon disilerde, folikiilogenezisin baslangicindan menopoza kadar
biiyliyen folikiillerin graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir (Weenen ve ark. 2004).
AMH ekspirasyonu, primordiyal folikiillerin folikiiler dalga icin aktivasyonundan
baslayarak, primer ve sekonder folikiillerde pik seviyeye c¢ikmakta, dominant folikiil
secildikten sonra azalmakta, atretik ve primordiyal folikiillerde tiretilmemektedir (Umer ve

ark. 2019).

AMH’nin biiyliyen folikiil havuzuna asir1 sayida primordiyal folikiiliin girmesini
engellemesiyle, ovaryum folikiil rezervinin erken tilkenmesini onledigi ve preantral ve
kiiclik antral folikiillerin FSH’ya duyarliligimi azaltmasiyla da folikiiler gelismeyi
diizenledigi bildirilmektedir (Dewailly ve ark. 2014; Mossa ve ark. 2017; Umer ve ark.
2019).

Yapilan ¢alismalarda, dolasimdaki kan AMH konsantrasyonunun fertilite ile baglantili
olan AFS popiilasyon biiyiikliigliniin gilivenilir bir endokrin belirteci oldugu ortaya
konmustur (Monniaux ve ark. 2012; Souza ve ark. 2015). Serumdaki AMH diizeyinin tek
bir dlclimii ile sigirlarda ovaryum folikiil rezervinin biiyiikligii tespit edilebilmektedir.
Ayrica AMH diizeyinin, siiperovulasyon yaniti, toplam elde edilen embriyo sayist ile pozitif
iliskili oldugu bircok calisma ile ortaya konmustur (Souza ve ark. 2015; Abdel Aziz ve ark.
2017; Nabenishi ve ark. 2017).

2.5.1. AMH’1n Tekrarlanabilirligi

Sigirlarda dolasimdaki AMH diizeyleri Ostrus dongiisii icerisinde ¢ok az degisim
gostermektedir. Diivelerde ve siit¢ili ineklerde; ayn1 dstrus siklusunda, iki ayr1 siklusun farkli

giinlerinde (Ireland ve ark. 2008; Rico ve ark. 2009), dogal ve senkronize Ostrus



dongiilerinde (Pfeiffer ve ark. 2014) AMH konsantrasyonundaki giinden giine degisimin
minimal diizeyde kaldig: bildirilmektedir.

Ireland ve ark. (2011) yaptiklar1 bir calismada, 23 adet et¢i diiveden ovulasyondan 4
giin dnce ve 4 giin sonra olacak sekilde toplam 8 giin, AMH konsantrasyonunun tespiti ve
degisiminin takibi amaciyla kan numunesi alinmis ve sonugta alindig1 dstrus siklus giiniine
bakilmaksizin ayni bireydeki tek bir AMH o6l¢limiiniin sekiz giinliik genel ortalama ile
yiiksek diizeyde (r 270.97) iliskili oldugu gosterilmistir. Benzer calisma 12 ayhk siitcii
diivelerde yapilmais, birinci kan 6rnegi strus siklusunun rastgele bir gliniinde yapilan birinci
PG (prostaglandin) enjeksiyonunun hemen ardindan, ikincisi 11 giin sonra ikinci PG
enjeksiyonundan 6nce ve son kan alimi da ikinci PG’den 4 giin sonra yapilmis, sonug olarak
bir 6strus siklusunun rastgele bir gliniindeki tek bir AMH 6l¢limiiniin, i¢ giinlik AMH 6l¢tim

ortalamasi ile son derece iliskili oldugu ortaya konmustur (Ireland ve ark. 2011).

Siit¢li ineklerde antral folikiil sayis1 ve anti miillerian hormonun, folikiiler biiyiimenin
bilinmeyen asamasi ile muhtemel folikiiler dalga ¢ikma zamanlarinda tekrarlanabilirligi
lizerine yapilan bir calismada; hem antral folikiil sayisinin hem de AMH’mn folikiiler
bliylimenin bilinmeyen asamasi ile muhtemel folikiiler dalga ¢ikma giiniinde tekrarlanabilir
oldugu, eger siit¢ii inekler folikiiler biiylimenin bilinmeyen agamasinda taranirsa, AMH nin
periferal konsantrasyonunun reprodiiktif sonuclar ile iliskiyi test etmek i¢in antral folikiil
sayisindan daha uygun bir fenotipik belirte¢ olabilecegi belirtilmistir. Ayrica antral folikiil
sayist ve AMH folikiiler asamaya bakilmaksizin orta derecede iliskilendirilmistir

(Gobikrushanth ve ark. 2017).

Yapilan bir bagka calismada, diizenli 6strus siklusu gosteren 60 bas 11-13 aylik
Holstayn diivelerden siklusun rastgele bir gliniinde (0. giin) kan alinmis ardindan 7, 14 ve
28. giinlerde de kan alinarak AMH 0l¢timleri yapilmistir. Yapilan bu dl¢limler sonucunda,
Ol¢iim gilinlerindeki AMH diizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark

bulunamamaistir (Koca ve ark. 2023).

Tiim bu bulgular sigirlarda siklusun herhangi bir giiniinde tek bir kez alinan kan 6rnegi
ile AMH konsantrasyonlarimin giivenilir bir sekilde belirlenebilecegini gostermektedir
(Mossa ve Ireland 2019). Fakat yas ilerledikce ya da antral folikiil havuzu azaldik¢a serum
AMH seviyeleri de azalmaktadir. Hirayama ve ark. (2017) yaptiklari bir calismada, Japanese
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Black 1rki1 10 inege yaklasik iki ay arayla 6-10 kez siiperovulasyon uygulandiginda AMH

konsantrasyonlarinin {i¢iincii uygulamadan sonra 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir.

2.5.2. Sigirlarda Kan AMH Diizeyleri

Sigirlarda kan AMH diizeyleri 6lgiildiiglinde reprodiiktif donemler igerisinde bireysel
olarak kiiclik degisimler gostermesine ragmen, farkli bireyler arasinda ise 6nemli derecede
degisim gosterdigi bildirilmektedir. 457 Holstayn, 185 jersey ve 621 Holstayn-jersey melezi
toplamda 1263 bas laktasyondaki siit¢ii ineklerin dahil edildigi bir ¢aligmada; plazma AMH
konsantrasyonunun 10-3198 pg/ml arasinda degistigi, 6rnekler siniflandirildiginda en diisiik
% 20’lik AMH diizeyinin 10-140 pg/ml araliginda ve ortalamasinin 85 pg/ml oldugu, orta
diizey AMH konsantrasyonuna sahip olan %60°1ik kisimdakilerin 141-450 pg/ml araliginda
ve 263 pg/ml ortalamaya ve en yiiksek %20’lik dilimdeki olanlarin AMH diizeyleri de 451-
3198 pg/ml ve ortalamalar1 da 631 pg/ml olarak tespit edilmistir (Riberio ve ark. 2014).

Carter ve ark. (2016) farkli sigir wklarmin AMH diizeylerini belirledikleri bir
calismada Zebu, Avrupa 1rki (Bos taurus) ve melez (Zebu-taurus) itk sigirlarin ortalama
AMH konsantrasyonlarini sirastyla; 0.77 £0.09 ng/ml, 0.33+0.24 ng/ml ve 0.63+0.07 ng/ml

olarak bildirmislerdir.

Yapilan bir calismada 105 bas Holstayn ki 12-15 aylik diivelerin, iki yillik bir
periyotta ii¢ farkli donemde; siklik diive, dogum yaptiktan sonraki 5-20. giinler arasi (fresh)
ve postpartum 45-60. giinler aralifinda (siklusta ve tohumlama 6ncesi) AMH diizeylerinin
degisimi incelenmis sonu¢ olarak, {lic zaman noktasindaki ortalama AMH
konsantrasyonlariin diive iken: 313 pg/ml, fresh donemde: 160 pg/ml ve postpartum
tohumlama 6ncesi donem: 183 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Siklik diivelerin dolasimdaki AMH
diizeyinin, ilk laktasyondaki hayvanlar ve yetiskin hayvanlarin AMH konsantrasyonunun
son derece dnemli belirteci oldugu ifade edilmistir. Buzagilama sonrast AMH seviyesi biraz
diismektedir. Fresh donemde diisik AMH kategorisindeki hayvanlar diisiik kategoride
kalmasima ragmen orta ve yiiksek gruptakilerin bir kismi gegici olarak diisiik kategoriye
diisebilmektedir. Bu nedenle plazma-serum Orneklerinin hemen buzagilama sonrasi
donemde alimmasmin hayvanlarin ger¢ek AMH kategorilerinin belirteci olmayabilecegi

ifade edilmektedir. AMH degerlerinin stiriiden siiriiye biiyiik degisim géstermesinden dolay1
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AMH konsantrasyonlart siiriiniin kendi igerisinde kategorize edilmelidir (Alward, Kayla ve

ark. 2021).

2.5.3. Ostrus Siklusu Boyunca Plazma AMH Konsantrasyonundaki Degisim

Insanlarda, ovaryum &strus dongiisii sirassnda AMH endokrin seviyelerini gdsteren
sonuclar tutarl degildir. Bazi ¢aligmalar menstrual siklus boyunca AMH diizeyinde énemli
diizeyde dalgalanma olmadigini sdylerken (Hehenkamp ve ark. 2006; La Marca ve ark.
2006; Streuli ve ark. 2008) digerleri, 6zellikle ortalama yiiksek AMH diizeylerine sahip geng
kadinlarin folikiiler faz sirasinda en yliksek AMH konsantrasyonuna sahip olduklarini

bildirmislerdir (Wunder ve ark. 2008; Sowers ve ark. 2010).

Etci diivelerde AMH konsantrasyonunun, ovulasyondan 4 giin dnce ile ovulasyondan
4 giin sonraya dayanan bir zaman diliminde oldukga statik oldugu ifade edilmektedir (Ireland
ve ark. 2008, 2011). Buna karsilik Rico ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, siitgii
ineklerde AMH nin 6strus siklusu sirasinda belirli bir dinamik profil sergiledigini, Gstrustan
sontra AMH konsantrasyonunda bir azalis oldugunu, siklisun 4-9 giinleri aras1 minimal
degerlere ulasan, sonraki Ostrusa kadar yavas bir artisin oldugunu, bu durumun 6zellikle
yiiksek ortalama AMH konsantrasyonuna sahip olanlarda bariz oldugu ve bu sonuglarin
insanlardaki verilerle (Wunder ve ark. 2008; Sowers ve ark. 2010) uyumlu oldugunu
bildirmiglerdir. Ayn1 zamanda yiiksek AMH {ireten folikiil popiilasyonundaki atreziya
oraninda meydana gelen degisimlerin AMH diizeyinde goriilen degisimlerle baglantist
bilinmemektedir. ilging bir sekilde yiiksek FSH konsantrasyonunun, in vitro sigir graniiloza
hiicreleri tarafindan iiretilen AMH’y1 azalttig1 gosterilmistir (Rico ve ark. 2011; Scheetz ve

ark. 2012).

Sigirlarda, Ostrusta pre ve periovulator FSH salinimina yanit olarak dstrustan sonraki
giinler de AMH’nin endokrin seviyelerindeki azalmanin bu iki art arda FSH salinmasindan
kaynaklanan yiiksek plazma FSH konsantrasyonunun, yiiksek AMH iireten folikiiller olan
kiiclik antral folikiillerin granuloza hiicreleri tarafindan AMH iiretimini azaltabilecegi

sonucu ¢ikarilmistir (Monniaux ve ark. 2012).
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2.5.4. Sigirlarda Siiperovulasyon Yamit1 ile AMH Konsantrasyonu Arasidaki Tliski

Dondr inekler arasinda siiperovulasyon yaniti ve iyi kalite embriyo sayilarindaki
degiskenlik s1g1r embriyo transfer ¢calismalarinda bir sorun teskil etmektedir. Bu degiskenlik
siiperovulasyon uygulamalarimin  baslangicinda, folikiill rezerv  biiyiikliigiindeki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Flush yapilan hayvan basina transfer edilebilir embriyo
sayilari, biiyiik folikiil rezervine sahip donoérlerde, diisiik rezerve sahip olanlardan fazla
olmaktadir (Abdel Aziz ve ark. 2017). Ayrica sigirlarda ovaryum antral folikiil sayilari,
stiperovulasyon yaniti (Kawamata 1994; Ireland ve ark. 2007), in vitro blastosist iiretimi
(Taneja ve ark. 2000; Pontes ve ark. 2009), fertilite ve uzun siirli dmrii gibi fertilitenin dolayli

bir¢ok parametreleri ile pozitif iligkilidir (Oliveira ve ark. 2002; Mossa ve ark. 2012).

Sigirlarda ultrasonografi ile belirlenmis antral folikiil rezerv biylkligi ile
stiperovulasyon cevabi iliskilidir (Singh ve ark. 2004; Ireland ve ark. 2007). Fakat saha
kosullarinda kullanilan ultrasonun tipi, operatdr deneyimi, antral folikiillerin tespit edildigi
Ostrus gilinii gibi kayda deger degiskenler mevcuttur (Singh ve ark. 2004; Monniaux ve ark.
2010). Bu nedenle donér hayvanlarin seciminde giivenli ve basarili serum markir
diizeylerinin belirlenmesi gibi laboratuvar yontemlerinden yararlanilmaktadir. Sigirlarda
dolasimdaki AMH konsantrasyonunun ovaryum folikiil rezervi i¢in en bilgilendirici serum

markir1 oldugu bildirilmektedir (Nelson 2013).

Abdel Aziz ve ark. (2017) Holstayn sagmal inekler kullanilarak, siiperovulasyon
oncesi Olciilen dolasimdaki AMH konsantrasyonu ile siiperovulasyon yaniti arasindaki
iligkiyi aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, énce AMH diizeylerine gore hayvanlari dort gruba
ayirmiglar (Q1, Q2, Q3 ve Q4) sonra da gruplardaki AMH diizeylerine gore Holstayn
ineklerin siiperovulasyon yanitlarina bakmislardir. Ozellikle AMH diizeyi yiiksek olan (Q4)
grubundan elde edilen transfer edilebilir embriyo sayis1 ve 1.kalite embriyo sayisinin, AMH
seviyesi diisiik olan (Q1) gruba gore iki kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Sonug olarak,
Holstayn ineklerde siiperovulasyon programlarina baslamadan once, dondr ineklerin
sirkiilasyondaki AMH diizeylerini belirlemenin, yiiksek siiperovulasyon yanitina sahip
ineklerin tespit edilmesinde kullanilabilecegi bdylece transfer edilebilir embriyo sayisini
gelistirmek icin uygulayicilara olanak saglayabilecegi ve iiretilmis embriyo basina

maliyetleri azaltabilecegi ortaya konmustur.
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Dolagimdaki kan AMH konsantrasyon seviyelerine gore siiperovulasyon yanitlarinin
karsilagtirildigt ve 72 Holstayn inegin kullanildigi bir calismada, AMH diizeylerine gore dort
grup olusturularak siiperovulasyon yanitlar1 karsilastirilmis, stiperovulator yanit bakimindan
AMH gruplar1 arasinda 6nemli diizeyde farkliliklar tespit edilmistir. Q1 (44.9 pg/ml) ve Q4
(243.1 pg/ml) arasinda AMH konsantrasyonu bakimindan 5 kattan fazla farklilik varken, CL
(korpus luteum) sayilart Q1 (12) ve Q4 (25.6) arasinda 2 kattan fazla, elde edilen toplam
ova-embriyo sayilar1 Q4 (14) ile Q1 (5) karsilastirildiginda neredeyse 3 kat fark oldugu
ayrica transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayilarinin da Q4’te Q1’den daha fazla
iken, Q2 ve Q3’te orta diizeyli bulunmustur. Ayrica siiperovulasyona yanitta 15 CL’den daha
fazlasina sahip olan inekler i¢in esik noktasi 123.5 pg/ml olarak belirtilmistir (Souza ve ark.

2015).

Japanese Black sigirlarda, plazmadaki AMH hormon konsantrasyonunun uzun
donemli degisimi ve siiperovulatdr yanit ile iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada; 13 adet
Japanese Black disi buzagidan 2 ayliktan itibaren kan alinarak plazma AMH diizeylerindeki
degisim incelenmis, 2 ayliktan 7. aya kadar devaml bir artis (istatistiksel olarak fark yok),
8. aydan 11. aya kadar azaldig1 ve yaklasik 11. ayda sabitlendigi goriilmiistiir. Japanese Black
sigirlar yaklasik olarak 13. ayda puberteye girmektedir. Bu irklarda embriyo donor aday:
secmek icin en erken AHM 6l¢iimiiniin 11. aydan sonra yapilmasi gerektigi gosterilmistir.
Bu hayvanlara 13-18. aylik yasta siliperovulasyon uygulanmis elde edilen ova-embriyo
sayilarinin 11 aylik yasta Olgiilen plazma AMH diizeyleri ile pozitif iliskili oldugu, yani
yiiksek AMH konsantrasyonuna sahip olanlardan diisiik olanlara kiyasla daha fazla sayida
oosit-embriyo elde edildigi bildirilmisti. Ayni zamanda tekrarli siiperovulasyon
uygulamalarinin plazma AMH diizeyleri ve siiperovulasyon yanitlari {izerine etkisinin
arastirilmas1 amaciyla ortalama 5,6 yasindaki 10 inege 6-10 kez, 2 ay arayla tekrarh
siiperovulasyon yapilmis, ti¢lincii siiperovulasyon uygulamalar1 sonrast plazma AMH

diizeylerinde 6nemli oranda diisiis oldugu ifade edilmistir (Hirayama ve ark. 2017).

Sonraki siiperovulasyon yanit1 ve embriyo verimini tahmin etmede AMH ve antral
folikiil sayisinin degerlendirildigi 79 bas et¢i inegin kullanildigi bir ¢alismada,
stiperovulasyondan dnce ovaryumlardaki 3-5 mm’lik tiim antral folikiillerin sayilmasina es
zamanli olarak AMH i¢in kan alinmasinin ardindan hayvanlar siiperovulasyon protokoliine
alinmis ve siiperovulasyon yanitlar ile basta tespit edilen antral folikiil sayis1 ve plazma

AMH diizeyleri arasindaki iliskiye bakilmistir. Sonu¢ olarak, AMH diizeyinin inek
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ovaryumlarindaki kiigiik antral folikiil sayis1 ile pozitif iliskili oldugu ve siiperovulator yaniti
tahmin etme ya da gelistirmek i¢in siiperovulasyon yontemlerini ayarlamada
kullanilabilecegi gosterilmistir. Siiperovulasyon yanitin1 gelistirmek icin diisiik folikiil
sayisina (ya da AMH) sahip olan bireylerde gonadotropin tedavi siiresini uzatmak tavsiye
edilirken, ayn1 sekilde biiyiik folikiil sayisina (ya da AMH) sahip bireylerde ise siklikla zayif
embriyo kalitesi ile sonuglanan asir1 uyarimdan kag¢inmak icin gonadotropin dozu ya da

uygulama siiresinin azaltilabilecegi onerilmistir (Center ve ark. 2018).

2.6. Sigirlarda Ostrus Siklusu Sirasinda Folikiiler Dalgalar

Sigirlarda folikiiler dalga ¢ikisi, baslangigta ultrasonografi ile tespit edilen 3-4 mm
capmdaki 8-41 kiigiik folikiiliin ani (2-3 giin i¢inde) biiylimesi olarak tanimlanmaktadir
(Pierson ve Ginther 1987; Savio ve ark. 1988; Ginther, Kastelic ve Knopf 1989). Biiyiime
orani dalganin folikiilleri arasinda yaklasik iki giin benzerdir. Sonra bir folikiil biiylimeye
devam etmesi (dominant folikiil) i¢in segilirken digerleri atretik ve regrese (subordinat
folikiiller) olurlar. 1ki ve {i¢ dalgali 6strus sikluslarinda, ilk folikiiler dalganmn ¢ikist
ovulasyon giinii (0. giin) ile uyumlu bir sekilde meydana gelir. ikinci dalganin ¢ikist iki
dalgali sikluslarda 9 ya da 10. giinlerde, {i¢ dalgali sikluslarda 8 ya da 9. giinlerde olurken
liciincli dalga ise 15 ya da 16. giinlerde ortaya cikmaktadir. DiGstrus, gebelik gibi
progesteronun etkisi altindaki ardisik dalgalarin dominant folikiilleri anovulatordiir ve
atreziya ya ugrar (Bergfelt, Kastelic ve Ginther 1991). Luteolizisin basinda var olan
dominant folikiil ovulator folikiil haline gelir. Sonraki dalganin ¢ikisi, takip eden ovulasyon
giintine kadar ertelenir. CL (korpus luteum)’nin regresyonu iki dalgali sikluslularda 16. giin,

ic dalgali olanlarda 19. giin baglamaktadir (Adams ve Singh 2021).

Sigir Ostrus sikluslarinin  ¢ogunlugu (>%95) iki ya da ¢ folikiiler dalgadan
olugmaktadir (Adams 1999; Jaiswal ve ark. 2009). Bos taurus’larda belli bir dalga bigimi
icin 1rk ve yasin 6zel tahmin ediciligi olmadig1 goriilmekte, {i¢ dalgalilarin oraninda bir artis
oldugu ama bu durumun diisiik besleme ve sicaklik stresi ile iligkili oldugu belirtilmistir

(Murphy ve ark. 1991; Badinga ve ark. 1993).

Yapilan 91 ovulasyonlar arasi araligin degerlendirildigi bir ¢alismada, iki dalgali

sikluslarin ii¢ dalgali olanlardan daha kisa oldugu (19.8 = 0.2 ve 22.5 + 0.3 giin) ve dalga
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bicimlerinin ardigik sikluslardaki oranlarinin %70 oraninda degismedigi ve dalga

bicimlerinin biiyiik oranda tekrarlanabilir oldugu gosterilmistir (Jaiswal ve ark. 2009).

2.6.1. Folikiill Havuzuna Girme, Secilme ve Baskinhk

Her biiylime dalgasi, folikiil dalgasina girme, secilme ve baskinlik donemleri olmak
lizere alt boliimlere ayrilabilir. Dalgaya dahil olma, dolasimdaki FSH seviyelerinin artmast
nedeniyle bir antral folikiil grubunun apoptozdan kagtigin1 ima eder. Ineklerde gelismekte
olan bir grup tipik olarak 5-10 folikiilden olusmakta ama 24’e¢ kadar folikiilde
icerebilmektedir (Driancourt 2001). Bir biiyliime dalgasi sirasinda dominant folikiiliin
gerilemesi ya da bir Ostrus siklusunun sonunda meydana gelen ovulasyon, dolasimdaki FSH
seviyesinde gegici bir yiikselmeye sebep olur. Cogu folikiiliin fizyolojik sartlar altinda atretik
dejenerasyon nedeniyle yok oldugu asamada FSH erken antral folikiiller i¢in bir hayatta
kalma faktorii olarak islev goriir. Sonug olarak FSH bir sonraki biiyiime dalgasi i¢in yeni bir

antral folikiil grubunun dalgaya dahil olmasinda esas sorumludur (Chun ve ark. 1996).

Tek ovulasyonlu (monovular) tiirlerde se¢ilim ifadesi, tek bir folikiiliin bir folikiiler
dalganin diger folikiilleri tizerinde fonksiyonel ve morfolojik olarak dominant hale gelmesi
olarak tanimlanmaktadir. Sigirlarda FSH’daki gegici yiikselis bazi folikiillerin LH duyarhilig
kazanmasi icin yeterli folikiil biiyiikliigline ulasmasina imkan tanimaktadir. LH’ya yanit
verme kabiliyeti edinen folikiil de FSH’siz bliylimesine devam etme yeterliligi

kazanmaktadir (Adams ve Singh 2021).

Dominant folikiil se¢imi, dalganin ilk {i¢ glinii boyunca dolasimdaki FSH diizeyinde
azalma ile iligkili olmasina ragmen siire¢ baglangici tam olarak anlagilmamistir (Adams ve
ark. 1993). Dalgaya giren kii¢iik folikiiller (<5 mm) gelisimlerine devam etmek icin
dolasgimdaki artmis FSH konsantrasyonuna bagimlidirlar. FSH’daki salinim sonrasi diisiis
karsisinda, dalganin biiyliyen folikiillerinin ¢ogu durur ve dalga ¢ikisinin iki ile besinci
giinleri arasinda regresyon baslar. Aksine dominant olacak olan folikiilde, hiicre ¢cogalmasi
ve Ostradiol iiretimi, FSH konsantrasyonunun azalmasina ragmen devam etmekte, bu durum
yiiksek FSH reseptorii mRNA ekspresyonunu ve FSH baglanma afinitesini koruyarak ortaya
cikmig gibi goriinen bir yetenek oldugu, sigirlarda tek bir dominant folikiiliin se¢imi igin
FSH’ya baslangicta maruz kalmanin ve dominant folikiilin FSH’dan LH’ya gecis
kabiliyetinin kritik oldugu anlagilmaktadir (Evans ve Fortune. 1997; Gong, Campbell ve
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Webb. 2020). Dominat folikiil dolasimdaki diisiik FSH seviyelerine ragmen varligini devam
ettirebilir ve olgunlasabilir. Bununla birlikte dominantlik siiresince bile FSH bazal seviyeleri
dominantlik i¢in kritik 6neme sahip olmaya devam etmektedir. Yapilan bir caligmada
dolasimdaki FSH’ nin azaltilmasinin ineklerde DF (dominant folikiil) gelisimini sekteye
ugrattigi, diger tlirlerde ise DF regresyonuna neden oldugu bildirilmistir (Turzillo ve Fortune

1993).

En biiylik ve ikinci en biiylik folikiiliin biiyiime profilindeki farklilik, secilim
stirecinin bir bildirgeci ve dalga ¢ikmasindan sonraki 2,5 giine kadar barizdir (Adams ve ark.
1993). Dominant ve subordinat folikiiller arasindaki biiylime oraninda farklilik olarak
tanimlanan folikiil deviasyonu, Holstayn diivelerde gelecek dominant folikiil ortalama 8,5
mm ¢apa ulastiginda, dalga ciktiktan 2,5 giin sonra meydana gelmektedir (Ginther ve ark.
2003). 8 mm esiginin (en biiyiik iki folikiiliin bliylime oranindaki sapma noktas1) Gtesinde
devam eden dominant folikiil gelisimi, bagimliligin FSH’dan LH’ya gecici ile iliskilidir
(Ginther ve ark. 2000-2001). Dominant folikiillerin graniiloza hiicrelerinin subordinatlarla
karsilagtirildiginda gelismis bir LH baglama kabiliyeti edindikleri ve daha fazla LH reseptor
mRNA ekspresiyonuna sahip olduklar1 bildirilmektedir (Bao ve Garverick 1998; Evans ve
ark. 2004).

Memelilerde preovulatér LH salinimlar: folikiiliin olgunlagsmasi ve ovulasyonu i¢in
son derece dnemlidir. Siklusun ilk dominant folikiilii korpus luteum aktif olmasina ragmen
genellikle ortaya ¢ikmaktadir. Progesteron salgilamasi nedeniyle korpus luteum, LH atim
sikligin1 olumsuz olarak etkilemekte, orta luteal fazda diisiik atim sikligi LH’ ya bagimli olan
dominant folikiilde atreziya (gerileme) ile sonuglanmaktadir. ikinci dominant folikiiliin
dominantlik donemi sirasindaki luteolizis, bu folikiiliin ovulasyonu ile sonuglanacaktir.
Ancak CL aktif kalmaya, progesteron salgilamaya devam ederse ve ardindan LH baskis1
ikinci dominant folikiilde de regresyonuna sebep olacaktir. Dominant folikiil sadece
olgunlagmay1 ve sonunda ovulasyonu tesvik edecek olan folikiiler donemdeki artan LH

salinim sikligindan faydalanmaktadir (Mihm ve Austin 2002).

Her iki ovaryum tek bir birim olarak hareket etmektedir. Yani bir ovaryum digerinin
folikiiler dalgasindan bagimsiz degildir. Ovaryumlar, folikiiler dalga dinamiklerini
diizenleyen faktorlere uyum iginde yanit vermektedir. Bu nedenle bir folikiiler dalgada her

iki ovaryumda da ¢oklu folikiil biiyiimesi meydana gelmektedir. Ginther ve ark. (1989)
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folikiiller ve CL arasindaki ovaryumlar arasi iligkiyi agiklayan ¢alismalarinda; dominant
folikiiliin, subordinat ve yeni dalga ¢ikmasini baskilamasinin lokal kanallardan ziyade
sistemik yolla oldugunu, bir ovaryumda bir dominant folikiiliin bulunmasi diger ovaryumda
esit olarak goriilemeyecek bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Bu yiizden 6strus siklusu
boyunca birbirini izleyen dominant folikiillerin bulundugu yerde ovaryumlar arasi iliski
bulunamamis, anovulatér ve ovulator dominant folikiillerin bulundugu tarafin rastlantisal
oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, biiylik folikiile sahip ovaryumun alinmasi kalan
diger ovaryumdaki folikiil gelisiminde artisa yol asmis fakat biiylik folikiillii olmayan
ovaryumun alinmasinin diger ovaryuma bdyle bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (Ginther

ve ark. 1989).

Siit¢tli ineklerde tohumlama dncesi ovaryum folikiiler dalgalarin fertilite ile iliskisinin
arastirildigr 106 siit¢ii inekle yapilan bir ¢aligmada; sonraki dstrus ve ovulasyondan dnce li¢
folikiiler dalgali olanlarin iki dalgali olanlardan daha az oranda (%30 ve %68) oldugu fakat
gebelik oranlarinin ii¢ dalgalilarda daha yiiksek (%81 ve %63) oldugu ifade edilmistir. iki
folikiiler dalgal1 ineklerde daha biiyiik ve yasli ovulatdr folikiil ile daha kisa dstrus siklusu,
tic folikiiler dalgali olanlarda ise luteal fonksiyonun daha uzun siire ve progesteron zirve
konsantrasyonun da daha ge¢ meydana gelmesi ayrica iki dalgali olanlara gore ovulator
folikiil capmnin daha kii¢iik ve genc¢ olmasi, gebelik basarisini etkileyen etmenler oldugu

belirtilmistir (Townson ve ark. 2002).

Siit¢ii ineklerde dominant folikiil ¢api, iki ovulasyon arasi siire ve folikiiler dalgalar
arasindaki iliskinin ultrasonografi ile izlendigi 22 bas Holstayn pospartum 60. giindeki
ineklerin dahil edildigi bir calismada; ineklerin ¢cogunlugunun (%58) iki dalga, %31 nin de
iic dalga bi¢imi gosterdigi sadece %10’ nun bir dalga bigimi sergiledigi bildirilmistir. iki
ovulasyon arasi araligin; lic dalgali olanlarda (22.5+ 1.75), iki (20.144 2.1) ve bir (19£2.5)
dalgali olanlardan daha uzun oldugu, folikiiler dalga sayisi ile inter-ovulator araligin
uzunlugunun artt1g1 ifade edilmektedir. Dominant folikiil biiytikliikleri de {i¢ folikiiler dalgali
olanlarda; 1. dalgada: 10.75 +1.33 mm, 2. dalgada: 9.85 mm, 3. dalgada: 9.9 mm, iki
folikiiler dalgali olanlarda 1. dalga: 12.35 +2.24 mm, 2. dalga: 11.5 mm, bir folikiiler dalgali
olanlarda ise: 13.5 mm maksimum dominant folikiil ¢aplarmin olgiildigi bildirilmistir

(Elkamash ve ark. 2023).
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Kumar (2020) calistigi 18 0Ostrus siklusundaki melez siit¢ii ineklerden 12’sinin
(%66.7) tg¢ folikiiler dalga, kalan 6’sinin (%33.3) iki folikiiler dalga sergiledigini bildirmis,
CL’nin diostrus boyunca genellikle maksimum ¢apa ulasana kadar siirekli bir sekilde
bliytidiigiinii, luteal dominantlik déneminin belirli bir siiresinde dalgal1 bir seyir izledigini
ve siklusun sonuna dogru stirekli gerilemeye basladigini, ii¢ folikiiler dalgal: sikluslarda iki
folikiiler dalgali olanlara gére CL’nin maksimum ¢apa 6nemli bi¢imde daha erken ulagsmakta
oldugunu, dominantlik siiresinin de 6nemli sekilde daha uzun oldugunu bildirmis ve sonug
olarak; luteal dominantlik periyodunun bir dstrus siklusunun folikiiler dalga bi¢imini ve

dolayisiyla sigirlarin fertilitesini belirledigi sonucuna varilabilecegini ifade etmislerdir.
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Sekil 2.1. Ineklerde Folikiiler Dalga (Senger 2003)

2.6.2. Folikiiler Dalga Dinamiklerinin Hormonal Kontrolii

Folikiiler dinamikler konusunda yapilan ilk ¢aligmalar sayesinde dominant folikiillerin
mevcut dalgadaki subordinatlarin biiylimesini ve sonraki folikiil dalgasinin c¢ikisini
baskiladigi ortaya konmustur. Bu durum sigirlarda ovaryum senkronizasyonu ve

stiperstimiilasyonu agisindan yeni bir ¢ag agmistir (Ginther ve ark. 1989; Bo ve ark. 1995).

Bir folikiiler dalganin ortaya ¢ikist ve dominant folikiiliin se¢ilimi, dolagimdaki FSH
konsantrasyonunun yiikselis ve diisiisii ile gecici ve nedensel olarak iligkilidir (Adams ve
ark. 1992). Bir folikiiler dalganin ortaya ¢ikmasindan nce hem spontan hem de uyarilmig
dalgalarda plazmadaki FSH konsantrasyonlarinda bir artis meydana gelmekte, her dalgadan

once gelen FSH salinimlar1 benzer biiyiikliikte olmaktadir. Yani siklus ortasindaki salinimlar
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genlik ve genislik bakimindan preovulatér gonadotropin salinimina benzemektedir (Adams
ve ark. 1992; Sunderland ve ark. 1994). Ozellikle dominant folikiildeki folikiiler iiriinler,
FSH salinnminin ve sonraki folikiil dalgasinin ¢ikisini baskilamaktan sorumludur. FSH
artisina yanit olarak ortaya cikan folikiil sayis1 ile bunu takip eden FSH baskilama derecesi
arasindaki dogrudan iliski, yeni dalganin tiim folikiillerinin FSH baskilanmasina katkida

bulundugunun kanit1 oldugu ifade edilmistir (Burns ve ark. 2005).

Ostradiol, inhibin A ve inhibin B, FSH’nin baskilanmasindan sorumlu baslica
folikiiler iiriinlerdir. Inhibin A, dalganin tiim kiiciik biiyiiyen folikiilleri tarafindan
tiretilmekte, dalganin ¢ikisinin ilk iki giinii boyunca en 6nemli FSH baskilayicist oldugu
bildirilmekte, daha sonrada dominant folikiilden salinan Ostradioliin en 6nemli FSH
baskilayicisi oldugu ifade edilmektedir (Ginther ve ark. 2001; Mihm ve Bleach 2003).
Dolasimdaki FSH en diisiik seviyeye dalganin ortaya ¢ikmasindan dort giin sonra ulasilir ve
seviyeler sonraki iki ila {i¢ giin boyunca diisiikk kalir. Dominantlik déneminin sonunda
(ovulasyon ya da orta siklusun anovulatér dominant folikiilii) FSH nin dolasimdaki seviyesi
sonraki iki glin boyunca ylikselmeye baslar ve gelecek folikiiler dalga ¢ikisindan yaklagik
12-24 saat once en yiiksek seviyeye cikar. Eger mevcut dominant folikiil kaldirilirsa
(folikiiler aspirasyon) FSH’da sonraki 12 saat i¢inde salinim baslar ve sonraki 24 saat i¢in
de de yeni folikiiler dalganin ¢ikmasi ile sonuclanir (Bergfelt ve ark. 1994). FSH’daki
yeniden yiikselis, Ostradioliin iki giin Once azalmasina ragmen ancak inhibin A

konsantrasyonlar1 en diisiik diizeye ulastiginda olmaktadir (Bleach ve ark. 2001).

Yapilan bir ¢aligmada, dolasimdaki progesteron konsantrasyonu ile dominant folikiil
biiyiimesi arasinda olumsuz bir iliski oldugu bildirilmistir. U¢ dalgali dstrus sikluslarinda
maksimum dominant anovulator folikiil capinin dalga 1°de dalga 2’den biiyiik oldugu ayni
sekilde diivelerde yapilan bir ¢alismada da endojen + eksojen (yiiksek progesteron
konsantrasyonu) progesteron islemli diivelerde maksimum anovulatér folikiil biiylimesi
sadece eksojen progesteron uygulananlardan daha kiiciik kalmistir (Adams ve ark. 1992).
Bu durum progesteronun, LH nin salinim siklig1 iizerine negatif geri bildirim vasitasiyla
biliylime donemindeki dominant folikiilii doz-bagimli bir sekilde baskilamakta oldugunu
gostermektedir (Savio ve ark. 1993). Progesteron tedavisi FSH’y1 baskilamadigi icin
dominant folikiil iizerindeki baskilayict etkilere dolasimdaki FSH’nin azalmasinin etkisi
olmamustir. Folikiiler biiyliime sirasindaki yiiksek plazma progesteronu ile daha kii¢iik daha

kisa omiirlii dominant folikiil, gelecek folikiiler dalgadan 6nce salinan FSH’ nin daha erken
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salinmasina ve sonraki folikiiler dalga ¢ikisinin daha hizli olmasi ile sonuglanmistir. Diisiik
progesteron konsantrasyonu ise biiyiik bir persiste dominant folikiil, FSH salinmasinda

gecikme ve sonraki dalga ¢ikisinin gecikmesi ile sonuglanmistir (Adams ve ark. 1992).

2.6.3. Coklu Dominanthk (co-dominant)

Eger ovaryum {izerinde bulunan mevcut dominant folikiil ortadan kaldirilirsa (folikiil
aspirasyonu) ya da folikiiler dalga basindan itibaren eksojen FSH uygulamasi yapilirsa
subordinat folikiiller dominant hale gelebilmektedirler (Adams ve ark. 1993; Gibbons,
Wiltbank ve Ginther 1997). Ovulator dalga sirasinda co-dominantliktan kaynaklanan ¢ift
ovulasyonlar olabilmektedir. Co-dominantlik ve ¢ift ovulasyon siklig1 diivelerde diisiik ya
da sifir (Ko, J ve ark. 1991; Sartori ve ark. 2004), yiiksek verimli siit¢ii ineklerde ise ¢oklu
ovulasyon siklig1 %10-39 oraninda bildirilmistir (Fricke ve Wiltbank. 1999; Vasconcelos ve
ark. 2001). Coklu ovulasyon olan ineklerde tiim ovulator folikiiller ayni1 dalgadan
cikmaktadir. Coklu dominant folikiil gelisen ineklerde deviyasyon siireci, inhibin ve
progesteronun dolasimdaki konsantrasyonun, tek dominant folikiil gelisen ineklere gore
daha diisiik olmas: ile ilgili olarak, beklenilen deviyasyon zamaninda ki FSH ve LH’nin
dolasimdaki ytiksek diizeyi ile tutarli oldugu ve bu durumda dalganin ikinci ve {igiincii en
biiyiik folikiillerinin de biiyiimeye devam ederek coklu dominant folikiillerin gelistigi
bildirilmektedir (Lopez, Sartori ve Wiltbank 2005).

2.6.4. Luteal Dinamikler-Korpus Luteum (CL)

Ostrus siklusu ardigtk dort faza boliinebilir: Prodstrus; CL’nin regresyonu ve bir
ovulator folikiil gelisimi, Ostrus; fonksiyonel bir CL’nin yoklugunda final folikiil
maturasyonu ve ovulasyonun meydana geldigi seksiiel kabul donemini, metdstrus; CL
olusum periyodunu ve didstrus; CL’nin olgun ve aktif olarak progesteron iirettigi donemdir
(Peter ve ark. 2009). Proostrus ve Ostrus folikiiler faz, metdstrus ve didstrus luteal faz olarak
adlandirilmaktadir. Ayn1 zamanda luteal fazda folikiil gelisiminin olmadig1 anlagilmamali
aksine folikiiler dalgalar 6strus siklusunun folikiiler ve luteal faz donemi boyunca ¢ikmaya

devam etmektedir (Adams ve Singh 2021).
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CL’nin o6strus siklusu sirasinda biiyiime ve oOliimi viicuttaki en hizli dinamik
stireglerden biridir. Ovulasyon aninda antral igerikler bosaltilir ve ovulator folikiil duvar
bosalmis antrum i¢ine kivrilarak ¢okmektedir. Ovule olan folikiiliin graniiloza ve teka
hiicreleri daha sonra 6nceki folikiiliin antrumunun hacminin de 6tesinde genislemekte bu
carpict damarlanma ve luteinizasyon sonucu fonksiyonel bir CL olugsmaktadir (S6nmez
2016; Adams ve Singh 2021). Yapilan ¢alismalarla plazma progesteron konsantrasyonunun
CL’nin agirlig1, hacmi, histomorfolojisi ve ultrason morfolojisi ile son derece iligkili oldugu

bildirilmistir (Marciel, Rodriguez ve Gustafsson 1992; Singh, Pierson ve Adams 1997).

Metostrus doneminde kan damari igerikleri CL’nin en biiyiikk hacim yiizdesini
kapsamaktadir. Luteal hiicreler progesteronun en yiiksek diizeyde iiretildigi orta-didstrusta
hipertrofiye ugramaktadir. CL’nin olusum fazi1 doneminde luteal hiicre biiytikliigiinde bir
artig, regresyon fazinda ise azalis, progesteron salgilanmasi da bu duruma paralellik
gostermektedir. Prodstrus fazinda regrese CL’nin agirhi@inda, luteal hiicre hacim
yogunlugunda, kan damar igeriklerinde ve progesteron iiretiminde azalma meydana
gelmektedir. Prodstrusta meydana gelen bu morfolojik degisiklikler, plazma progesteron
konsantrasyonunda asamal1 degisimlere neden olmakta; ovulasyondan sonraki ii¢ giinde <2
ng/ml, alti giin sonra yaklasik 4 ng/ml ve ovulasyon sonrasi 10-14. giinler arasi1 pik
konsantrasyon >6 ng/ml diizeyinde olmaktadir. Luteolizisden dolayr 16. giinden sonra
progesteron seviyesi diismekte, ovulasyon zamaninda <0.50 ng/ml oldugu yapilan

caligmalarla ortaya konmustur (Adams ve ark. 1993; Kayacik ve ark. 2005).

Korpus luteumun ultrasonografi ile saptanmasinin giivenirliligi ve dogrulugu ile
ultrason goriintli 6zellikleri ve CL fonksiyonlar1 arasindaki iligkinin klinik diizenlemelerde
ve siklus agamasinin normalligini degerlendirmede 6nem arz ettigi bildirilmektedir. Yapilan
bir ¢alisma ile CL’nin ultrasonografik tespiti ile acik anatomik ayrimi arasindaki bir
karsilagtirmada; deneyimsiz operatorler %83 dogrulukla, deneyimli olanlar ise %97
diizeyinde CL degerlendirmesini dogru olarak yapmislardir. Ayrica biiyliyen CL’ler 80 Gstrus
siklusunun >%95’da (ovulasyon giinii=0) 2. giine kadar tespit edilmistir ve gerileyen CL’de
sonraki Ostrus siklusuna ortalama 1.4 giin kala tespit edildigi ifade edilmektedir (Ginther

1998).

Normal bir korpus luteumun biiyiik bir kismi1 (%40-70) gelisimleri sirasinda merkezi

bir s1v1 dolu kaviteye sahiptirler, geri kalanlar kat1 yapilardir (Singh, Pierson ve Adams 1997,
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2003). Korpus luteum kavitesi serdz bir transudat ile doludur. CL olgunlastik¢a merkez
kavite daha kiiciik hale gelir genellikle bir siire sonra kaybolmaktadir. Plazma progesteron
konsantrasyonlar1 merkezi kaviteli olanlar ile olmayanlar arasinda farkli bulunmamistir

(Kastelic, Bergfelt ve Ginther 1990).

2.6.5. Luteolizis

Prostaglandinlerin (PGF) ineklerde dogal luteolizis yaptigi ilk olarak 1970’lerde
kesfedilmistir (McCracken 1972; Manns ve Hafs 1976). Kesfedildigi glinden beri sigirlarda
Ostrus senkronizasyonu ve se¢cmeli indiiksiyon uygulamalarinda en yaygin olarak kullanilan
tedavi arac1 haline gelmistir. Uterustan PGF’in pulsatil salinim1 ovulasyondan dort ila alt1
giin once baslayan luteolizisi baslatmakta oldugu bildirilmistir (Kastelic, Knopf ve Ginther
1990). Bu konuda yapilmis ilk calismalarda; PGF uygulama zamanindaki CL’nin
olgunlugunun luteolitik yanit: etkiledigi, PGF’in 6strusun ardindan 5-6 giine kadar etkili bir
sekilde luteolizisi uyaramadigi, yanit eksikliginin olgun olmayan CL’deki PGF reseptor
eksikliginin bir sonucu oldugu disiiniilmiistiir (Momont ve ark. 1984). Fakat daha sonra
yapilan caligmalarda ovulasyondan iki giin sonra korpus luteumda PGF reseptorlerinin
varligl gosterilmistir (Wiltbank ve ark. 1995). PGF’e olgunlasmamis CL’nin direncinin
nedeni belirsizligini korumaktadir. Fakat bazilar1 olgun CL’nin PGF’in endometriyal
salinimini artiran ve luteolizis siirecini devam ettiren, luteal oksitosin ve timor nekrozis
faktorii igeren pozitif geri bildirim dongilistine sahip olabilecegini bildirmisler eger bu fikir
dogru ve olgunlasmamis CL pozitif feedback dongiistine sahip degilse, daha sonra PGF’in
coklu enjeksiyonlarinin erken asamadaki CL’de luteolitik siireci tamamlamasi beklenebilir
denmistir. Buna gére ovaryum siiperstimulasyonunu igeren iki ¢alismada Ostrustan sonraki
dordiincii ya da besinci giinlin sabah ve aksaminda yapilan PGF enjeksiyonlarinin 60
diivenin 56’sinda (%93) luteolizisi ve ovulasyonu indiikledigi gosterilmistir (Nasser ve ark.
1993; Adams ve ark. 1994). Son caligsmalar, endojen LH pulslarinin luteotrofik etkisi ile
PGF’in pulslarinin luteolitik etkisi arasinda belirgin bir neden sonu¢ dengesi oldugunu
gostermektedir. Uterustan tekrarli PGF pulslar1 nihai olarak luteolizisi tamamlamak ig¢in

LH’nin harekete gegirici etkisi ile sonuclanmaktadir (Ginther ve Beg 2012).
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2.6.6. Kiiciik Folikiiler Dalga

Ovaryum folikiilleri, atlarda ve sigirlarda biiyiik ve kiigiik dalgalar seklinde
gelismektedir (Ginther ve Bergfelt 1992; Ginther ve ark. 2002). Biiyiik dalgalarda folikiiller
birkag giin i¢inde biiylir ve en biiyiik folikiil atlarda yaklagik 22 mm’ye, sigirlarda 8.5 mm’ye
ulastiginda dominant ve subordinat folikiillere, deviasyon ile ayrisirlar (Ginther 2000).
Kiicilik dalgalar sirasinda bir dominant folikiiliin gelisimi ve deviasyon meydana gelmez.
Kisraklarda kiiciik dalgalar, ovulatér ve anovulatér donem arasindaki gecis ve gebelik
sirasindaki interovulator aralikta bildirilmistir (Bergfelt ve Ginther 1993). Diivelerde kiigiik
dalgalar, bariz bir sekilde bir interovulator araligin sonuna yakin meydana gelmektedir

(Ginther ve Bergfelt 1992).

Diivelerde ilk calismalarda kiigiik dalga 14 diiveden 7’sinde, ovulasyondan ortalama
5-7 giin 6nce 4 mm folikiillerle ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Ginther ve ark. 2002). En biiyiik
folikiil 5-8.7 mm maksimum ¢apa ulagmakta ve daha sonra regrese olmaktadir. Kiiciik
dalganin ¢ikisinin yedi diivenin besinde bir FSH dalgalanmas ile iliskili oldugu belirtilmekte
fakat FSH konsantrasyonundaki degisimin 6nemli olmadig1 bildirilmektedir. Bir kiiciik FSH
dalgalanmasi interovulator araligin yaklasik %50’sinde meydana gelmekte fakat kiiciik FSH
dalgalanmas1 ile kiiciik folikiiler dalga arasindaki iligki bildirilmemistir (Ginther ve ark.

2014).

Bir dominant folikiiliin ¢ap1 ve dolasimdaki FSH konsantrasyonu iki yolla yakin
etkilesim i¢indedir. Bir FSH artisinin stimiilasyonundan ortaya ¢ikan 1. dalga; folikiil
yaklasik 5 mm’ye ulastiginda salinim zirve yapmakta, 2. FSH dalgalanmasi da hem folikiiler
dalga 2’nin ¢ikmasini uyarmakta hem de 1. dalganin dominant folikiiliiniin final biiylimesine
katki sunmaktadir (Ginther ve ark. 2013). 1. dalganin dominant folikiilii 11 mm ya da daha
biiyiikk oldugunda ostradiol tedavisi ile 2. FSH yiikselmesinin baskilanmasi 1. dalganin
folikiillerinin capinda azalmaya neden olmaktadir. Preovulator folikiiliin interovulator
araligin sonuna yakin kii¢ilk FSH dalgalanmasina yanit verip vermedigi bilinmemektedir

(Ginther ve ark. 2014).

Ginther ve ark. (2014) interovulator araligin sonuna yakin meydana gelen kiiciik FSH
dalgalanmasinin, preovulator folikiille olan iligkisi ve fonksiyonunun anlasilmasi igin
yaptiklar1 ¢alismada; 35 Holstayn diivede 12. giinden (ovulasyon giinii: 0) baslayip

ovulasyon sonuna kadar kandaki FSH konsantrasyonu, folikiiler dalgalar ve folikiillerin

24



capinda meydana gelen degisimleri inceledikleri ¢alismada, kii¢iik FSH dalgalanmasinin
islevinin preovulator folikiiliin bliylime hizini artirmak oldugu ve kiiciik folikiiler dalganin

tesadiifi ve 6nemsiz olabilecegi sonucuna varmiglardir.

2.7. Embriyo Transferi

Embriyo transferi (ET), dondr (verici) hayvanin genital kanalindan toplanan (in vivo)
ya da laboratuvar kosullarinda elde edilen embriyolarin (in vitro), tasiyict hayvanlara
nakledilmesi islemidir (Sonmez 2016; Kaymaz 2019). Embriyo transfer yonteminin nihai
hedefi, iistiin verim 6zelliklerine sahip ineklerden yasami boyunca vereceginin ¢ok {istiine
cikarilarak elde edilecek yavru sayisini katlamaktir. Bu metotla bir inekten yasami boyunca
elde edilebilecek yavru sayisinin en az 5 kati miktarda yavru elde edilebilmektedir (Seidel

ve Seidel 1991).

2.7.1. Embriyo Transferinin Onemi ve Gelisim Siireci

[k basarili embriyo nakli, 1890 yilinda tavsanlar iizerinde Walter Heape tarafindan
gerceklestirilmistir. Warwick ve arkadaslart 1930 ve 1940’lh yillarda koyun ve kegilerde
kayda deger embriyo transfer galigmalari yapmislardir. Ineklerde ilk basarili embriyo
transfer ¢alismas1 Umbaugh tarafindan 1949 yilinda yapilmis fakat elde ettigi dort gebelik
dogumdan 6nce sonlanmistir. 1951 yilinda mezbaha materyalinden iiretilmis 5 giinliik bir
embriyonun cerrahi transferinden sonra Wisconsin de ilk embriyo transfer buzagisi
dogmustur (Betteridge 2003; Mapletoft 2018). Sigirlarda embriyo transferi (ET)
uygulamalar1 1960’11 yillarin ortalarina kadar cerrahi yontemle yapilmaktaydi. Japon
aragtirmact Suggie tarafindan 1964 yilinda, cerrahi olmayan bypass metodu gelistirilerek
basarili bir sekilde uygulanmistir. Giiniimiizde in vivo embriyo iiretimi flushing isleminde
kullandigimiz servikal yontem 1965 yilinda gelistirilmis olan Suggie metodu olarak

bilinmektedir (Kanagawa, Shimohira ve Saitoh 1995; Betteridge 2003).

Bizim bugiin bildigimiz si8ir embriyo transfer endiistrisi 1970’lerde kuzey
Amerika da c¢ikmistir (Betteridge 1981, 2003). Kanada icin c¢ok degerli olan Avrupa
irklariin ithalati uluslararasi saglik ve ticaret kisitlamalari nedeniyle nispeten kitti. Embriyo

transferi bu irklarin sayilarini hizla ¢gogaltmaya imkan vermistir. Ancak ticari kullanim igin
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laboratuvardan sahaya teknolojiyi alan 6zel veteriner hekimler ve ticari sirketler, pratikte
sayisiz zorluklarla karsilastilar ve bunlar1 agmak ve ¢6ziim bulmak icin IETS (Uluslararasi
Embriyo Teknoloji Dernegi)’yi kurdular. IETS 1974 yilinda diinya genelinden
arastirmacilar, akademisyenler, veteriner hekimleri temsil eden 82 6zel iiye ile kuruldu
(Carmichael 1980; Betteridge 1981). Giliniimiizde IETS embriyo transferi ve iligkili
teknolojiler alanindaki tartismalar i¢in bilimsel ve diizenleyici ana form haline gelmistir. Her
yil diizenli bilimsel toplantilar yapmakta olan IETS, 2023 yilinda 49. yillik toplantisini

Peru’da yapmustir.

AETA (Amerikan Embriyo Transfer Dernegi) 1982°de Amerika Birlesik
Devletlerindeki ticari embriyo transfer endiistrisini birlestirmek ve organize etmek ic¢in
kurulmustur. 1984°de Kanada Embriyo Transfer Dernegi (CETA), 1985°te Brezilya Embriyo
Transfer Dernegi (SBTE) ve Avrupa Embriyo Transfer Dernegi (AETE)’de 1986 yilinda
kurulmustur. Bu dernekler IETS gibi uluslararast gruplar ve yetistirici kuruluglari, tiretici
gruplartyla dogrudan baglantilidirlar. Amaglar1 her bir iilke i¢inde, uygulamada standart
saglamak ve uluslararasi olarak embriyo transfer teknolojilerinden yararlanmay1 giivenli
hale getirmektir. Bu baglamda bu kuruluslarin sertifikasyon programlari, embriyo transfer
uygulayicilarinin uluslararasi ticarette kullanilan embriyolarin islenmesinde, teknik ve etik
acidan yetkin olmalarimi saglamanin ayrilmaz bir parcasidirlar (Mapletoft ve Hasler 2005).
Aym amagla iilkemizde ilk olarak 2021 yilinda Prof. Dr. Yavuz OZTURKLER’in
onciligiinde kurulan VEMTED (Veteriner Embriyo Teknoloji Dernegi) IETS nin de partner
tiyeligini almistir. Ulkemizde ikinci olarak 2022 yilinda Prof. Dr. Hakan SAGIRKAYA ’nin
gayretiyle ETTED (Embriyo Transferi ve Teknolojileri Dernegi) kurulmus olup AETE nin
ortak dernek kurulusu olarak kabul edilmis bu vesileyle lilkemizde in vivo ve in vitro liretilen

sigir, koyun embriyolart AETE nin yillik verilerinde yerini almistir (Quinton 2023).

Genetik ilerleme 1970’lerde ticari embriyo transferinin gelismesiyle
hayvanlarda arzu edilen fenotiplerin ¢ogalmasi i¢in en yaygin kullanilan hayvansal tiretim
programi olmustur. Guelph tiniversitesi 1987°de (MOET) Multiple Ovulation and Embriyo
Transferi kavramini ortaya koymustur. Guelph iiniversitesi, MOET programlarinin artan
genetik kazangla neticelenen, artmis seleksiyon yogunlugu ve azalmis jenerasyon aralidi ile
sonuclanabildigini gostermistir (Smith 1988). Cekirdek siiriilerin ve diive yavrularinda
‘geng MOET’ olusturulmasi, geleneksel progeny test yontemiyle elde edilenlerin yaklasik
iki kat1 genetik kazancgla sonu¢landigi gosterilmistir (Mapletoft 2013).

26



Embriyo transferi, en verimli inekler ve kanitlanmis bogalardan suni tohumlama
bogalarinin tiretilmesinde yaygin bir bicimde kullanilmaktadir (Teepker ve Keller 1989).
Ayrica yeni genomik teknikler embriyo dondrlerini ve bogalarin1 segmek icin artan bir
sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel progeny test ile bir bogayr test etmek 5,5 yil
sirmekteyken MOET yontemiyle 3,5 yila diisiirmek miimkiindiir bu sayede jenerasyon
aralig1 kisaltilmig olmaktadir (Seidel 2010; Mapletoft 2013). Giinlimiizde ise genomik degeri
yiiksek olan bogalar daha geng¢ yasta (9-13 ay) belirlenmekte ve suni tohumlama bogasi
olarak kullanilmaktadir (Akther 2023).

Yapilan birka¢ biiyiik ¢alisma ile in vivo lretilen sigir embriyolarin enfeksiyoz
hastaliklar1 bulagtirmadigi, bu konuda IETS hastalik ajanlarini sigir embriyosu tarafindan
bulasma riskine gore kategorize ederek gostermistir (Stringfellow ve Givens 2000;
Mapletoft ve Hasler 2005). Kategori 1 hastaliklar, yeterli kanita sahip olan hastaliklar
icermekte, embriyolar toplama ve transfer sirasinda uygun sekilde muamele edildiginde
bulagma riski 6nemsizdir. Bu zona pellusida’nin 50x biiylitmede incelenmesi ve yikama,
tripsin muamele prosediirlerini igermektedir. Kategori 1 hastaliklar1 arasinda Enzootik Sigir
Lokozu, Sap, Mavi Dil, Brucella Abortus, IBR, BSE yer almaktadir. Kategori 2, 3, 4
hastaliklar daha az arastirma bilgisiyle iiretilmis olanlardir. Sonu¢ olarak embriyo
transferinin bir salginla karsilagildiginda genetigi kurtarmak i¢in kullanilabilecegi ifade

edilmektedir (Wrathall ve ark. 2004).

2.7.2. Giiniimiizde IVD (in vivo) ve IVP (in vitro) Embriyo Uretimi

[ETS nin 2021 y1l1 verilerine gére en bariz embriyo tiretim artis1 sigirlarda olmustur.
2020 yil1 ile kiyaslandiginda %31.5 oraninda bir artis (1,156,422°den 1,521,018’¢) ile 1,5
milyonun {izerinde in vitro iiretilmis (IVP) embriyo kaydedilmistir. Ayn1 zamanda 2020 ile
kiyaslandiginda IVD (in vivo) embriyo iiretiminde de %6.8’lik bir artis kaydedilmistir. Bu
artis 2003’den beri Diinya toplam sigir embriyosu artiginin en biiyiigii olmustur. Toplam
transfer edilebilir sigir embriyolarinin %79.7 ‘si, yillardir embriyo liretiminde st siralarda

olan 10 iilke tarafindan iiretilmistir (Viana 2022).

2022 yilinda diinya genelinde dondurulmus-¢6zdiiriilmiis [IVP embriyolarin transfer
orani %44.2 ile 2021 yilina (%41.3) gore biraz artmistir. Orantisal olarak daha fazla donmus-
eritilmis IVD embriyolar (%64.8), IVP emsallerine gore (%44.2) transfer edilmistir.
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Embriyo verimliligi bir 6nceki yila gore nispeten sabit kalmistir. Diinya genelinde flush

basina ortalama 8.8 oosit-embriyo ile 5.7 transfer edilebilir embriyo elde edilmistir (2021

yilinda sirasiyla; 9.4 ve 5.8 idi). Ayrica siit¢ii irklarin flush’inin %31.9’unda cinsiyeti belli

sperma kullanilmistir (Viana 2023).

Cizelge 2.1. Kitalara gore sigirlarda, 2022-2018 yillar1 arasindaki toplam IVD (in vivo embriyo iiretimi) ve
IVP (in vitro embriyo iiretimi) embriyo liretimi (Viana 2023)

Yil 2022 2021 2020 2019 2018
Kitalar IVD IVP IVD 1VP IVD IVP IVD IVP IVD IVP
Afrika 2,027 7,377 0 5,421 2763 4977 4,413 3,645 6,651 3,741
Asya 1,764 14,733 0 0 0 0 94 0 162 0
Avrupa 137,036 43,749 134,386 42,410 126,491 47,470 124,892 62,009 141,209 61,816
Kuzey 204,682 | 842,064 | 215,745 | 764,650 | 196,704 | 578,995 | 218,929 | 525,078 | 270,187 | 503,718
Amerika
Okyanusya | 12,455 20,633 13,414 17,681 4,211 14,345 0 10,480 4,445 11,997
Giiney 36,545 688,415 22,829 690,856 31,559 500,397 39,444 430,355 47,313 448,128
Amerika
Toplam 394,509 | 1,616,971 | 386,374 | 1,521,018 | 361,728 | 1,156,422 | 387,769 | 1,031,567 | 469,967 | 1,029,400
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Cizelge 2. 2. 2022 Y1l1 Avrupa sigir IVD (in vivo embriyo) embriyo iiretimi (Quinton 2023)

Ulkeler Toplam Flushing ToplamTransfer OrtalamaTransfer
Edilebilir Embriyo Edilebilir Embriyo Sayis1
Sayist
Avusturya 539 3.635 6.7
Belgika 665 2.429 3.7
Cek Cumbhuriyeti 410 2.043 5

Danimarka 823 4.738 5.8
Finlandiya 367 2.563 7.0
Fransa 6.322 33.542 53
Almanya 4.310 28.190 6.5
Yunanistan 4 14 3.5
Macaristan 427 1.754 4.1
Italya 2.257 20.206 9.0
Litvanya 2 5 2.5
Hollanda 2.466 12.879 52
Norveg 380 2.295 6.0
Polonya 238 1.338 5.6
Portekiz 115 524 4.6
Romanya 15 34 2.3
Rusya 1.111 5412 4.9
Slovenya 17 28 1.6
Ispanya 291 1.539 5.3
Isveg 123 655 5.3
Isvigre 441 2.910 7.1
Tiirkiye 315 1791 5.7
Ingiltere 4.044 8.512 2.1
Toplam 25.652 137.036 53

AETE’nin 2023 yilindaki 39. yillik bilimsel toplantisinda iilkelere gore bildirilen
2022 yili toplam IVD si181r embriyo sayilari gizelge 2.2. de gosterilmistir. Ulkemizde iiretilen

embriyo verileri uluslararasi yayinlanan istatistiklerde ilk kez yer almistir (Quinton 2023).

2.8. Sigirlarda Siiperovulasyon

Sigirlarda siiperovulasyonun amaci, gebelik {iretme olasiligi yiiksek transfer
edilebilir kalitede embriyolarin sayisin1 en yiiksek diizeye ¢ikarmaktir (Armstrong 1993).
Stiperovulasyon yanitlarindaki ve embriyo kazanimlarindaki biiylik degiskenlik ticari
embriyo transfer kayitlarinda bildirilmektedir. 2048 et¢ci dondr embriyo toplamasinda
ortalama 11.5 oosit/embriyo ile 6.2 transfer edilebilir embriyo kazanimi bildirilmistir
(Looney 1986). Hem siiperovulasyon yanit1 hem de embriyo kalitesinde ki degiskenlik
onemli diizeyde olmaktadir. Embriyo toplamalarinin %24’tinde uygun embriyo elde

edilememekte, %64°l ortalama transfer edilebilir embriyo sayisindan daha az vermekte,
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tiretilen embriyolarin %70’i dondrlerin %30’undan elde edilmektedir. Siiperovulasyon
yanitindaki yiiksek dereceli tahmin edilemezlik, embriyo transfer programlarinin verimliligi
ve karliligin etkileyerek sorun yaratmaktadir (Sartori ve ark. 2009; B6 ve Mapletoft 2014;
Hasler 2014).

Stiperovulasyona  ovaryum  yanitindaki  degiskenlik,  siiperstimulasyon
uygulamalarindaki farkliliklar ile iligkili bulunmustur bunlar; gonadotropinlerin grubu ve
toplam dozu, siiperovulasyon uygulama zamani ve siiresi, siiperovulator olmayan {lireme
hormonlarinin birlikte kullanimidir. Ayrica siiperovulasyon cevabini etkileyen ve daha
onemli olabilecek ilave etmenler de; hayvan ve cevre ile ilgili olanlar, mevsim, dondriin
besleme ile ilgili durumu, lireme ge¢misi, yas, irk ve uygulama basglama anindaki ovaryum
durumu gibi faktorler siiperovulasyon uygulamalarina yaniti degistirmektedir. Son yillarda
sigir lreme fizyolojisini anlamada Onemli gelismeler kaydedilmis olmasma ragmen
stiperovulasyon yanitint etkileyen donor hayvanlarin dogasinda olan faktdrler heniiz iyi

anlagilmamistir (Jahnke ve Youngs 2021).

2.8.1. Siiperovulasyon I¢in Kullanilan Gonadotropinler

Siiperovulasyon cevabini etkileyen etmenlere, ekzojen gonadotropinlerin elde edilis
kaynagi, igerigi ve biyolojik aktivitesi dahil olmaktadir. Sigirlarda siiperovulasyonu
uyarmada kullanilan ti¢ farkli 6zellikte gonadotropin preparasyonu vardir; domuz ve diger
evcil hayvan hipofizlerinden ekstrakte edilenler (FSH), eCG (equine chorionic
gonadotropini) ayn1 zamanda PMSG yani gebe kisrak serum gonadotropini de denmektedir
ve hCG (human menopausal gonadotropin). Bunlardan insan menopoz gonadotropini (hCG)
sigirlarda herhangi bir avantaj sunmadigindan ticari olarak kullanilmamaktadir (Murphy ve

ark. 1984; Alkemade, Murphy ve Mapletoft 1993; Jahnke ve Youngs 2021).

2.8.1.1. FSH (Folikiil Uyaric1 Hormon)

Hipofiz ekstraklart FSH icermektedir. Sigirlarda FSH’nin biyolojik yarilanma
siiresinin yaklagik bes saat oldugu ifade edilmistir. Bu nedenle basarili bir sekilde
stiperstimiilasyonu uyarmak i¢in 12 saat arayla giinde iki kez enjekte edilmelidir. Klasik FSH

uygulama protokollerinde dort ya da bes giin siireyle, giinde iki kez 28-50 mg ham hipofiz
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ekstrakti ya da 260-400 mg NIH-FSH-PI kismen saflastirilmis hipofiz ekstrakti dozunda kas
ici enjekte edilmektedir. Uygulamanin baslangicindan 48-72 saat sonra PGF2a luteolizisi
uyarmak i¢in yapilmakta, ostrus da 36-48 saat icinde meydana gelmektedir (Bo ve ark. 2006;
Mapletoft ve B6 2012). Giinlimiizde domuz ve koyun hipofizlerinden ekstrakte edilen
saflagtirllmis FSH, sigirlarin sliperovulasyon protokollerinde en sik kullanilan hormondur.
e¢CG’nin uzun yarilanma siiresi (40 saat) ve yiiksek LH aktivitesi uzamis ovaryum uyarimi,
endokrin profillerde sapma, ovule olmamis folikiiller ve embriyo kalitesini tehlikeye atma
gibi baz1 sorunlara sebep olmaktadir. Bu dezavantajlar nedeniyle 1970’lerin sonlarinda
sigirlarin siiperovulasyonu icin standart bir yaklasim olarak eCG’nin yerini FSH almigtir.
Baz1 caligsmalarda diisik LH igerigine sahip saflastirilmis FSH’nin, siiperovulasyon
uygulamalarindaki yiiksek LH igerikli olanlarla kiyaslandiginda embriyo kalitesi i¢in faydali
oldugu bildirilmistir (Bo ve Mapletoft 2014). Kullanilan gonadotropinlerin 6zelligine ilave
olarak, protokol uygulama faktorleri de siiperovulasyon sonuglari {izerine etkiye sahiptir.
Standart yaklasim FSH nin dort-bes giin siireyle uygulanmasidir. Fakat alti-yedi giine kadar
uygulama siiresini uzatmanin faydali oldugunu bildiren ¢alismalarda vardir (Guerra ve ark.

2015; Cirit ve ark. 2019).

Mikkola ve Taponen (2017) sigirlarda siliperovulasyon protokollerinde kullanilan
farkli LH icerigine sahip iki ticari FSH {irlinii olan Folltropin (LH:FSH oran1 yaklasik olarak
0.12) ve Pluset (LH:FSH oran1 1)’in siiperovulasyon sonuglarina etkisini karsilastirdiklari,
2000-2015 yillar1 arasinda yapilmis 3.990 siiperovulasyon calismasin1 kapsayan verileri
analiz ettikleri calismalarinda, esit kalitede transfer edilebilir embriyo sayilar ve esit sayida
gelisimsel asamada embriyo elde edildigini Folltropin ve Pluset i¢in toplamda

karsilastirilabilir sonuglar elde edildigini bildirmislerdir.

Cizelge 2.3. Si8ir siiperovulasyonunda kullanilan Avrupa, Amerika, Fransa ve Japonya da satist yapilan FSH
preparatlar1 (Deguettes ve ark. 2020). (IU:Internasyonel Unite; A.U: Armour Unite)

Preparat Ismi Dozu LH/FSH Igerikleri Elde Edildigi Hayvan
Tiirii
Folltropin-V®(20ml) | Azalan dozlarda 12 saat arayla 700 IU FSH Domuz
(Avrupa ve ABD) 8 enjeksiyon Kas i¢i
Pluset® (20ml) Azalan dozlarda 12 saat arayla | 500 IU FSH, 500 Domuz
(Avrupa) 8 enjeksiyon Kas i¢i 1U LH
Stimufol® (10ml) Azalan dozlarda 12 saat arayla 500 pg FSH, 100 Domuz
(Fransa) 8 enjeksiyon Kas i¢i ug LH
Antrin-R10 AI® (3 Tek enjeksiyon Subkutan 40 A.U FSH Domuz
ml) (Japonya)
Antrin-R10 AI® (25 Azalan dozlarda 12 saat arayla 40 A.U FSH Domuz
ml) (Japonya 8 enjeksiyon Kas i¢i

31



Genellikle basarili bir stiperovulasyon i¢in endojen LH seviyesinin yeterli
olmasindan dolay1 ekzojen LH nin gerekli olmadigina inanilmaktadir. Looney ve ark. (1988)
yaptiklar1 ¢aligma ile rekombinant olarak iiretilmis bFSH’nin ekzojen LH ilave edilmeden
yiiksek siliperovulasyon yanitinit uyardigini, ayrica fertilizasyon oraninin %951, transfer

edilebilir embriyo oraninin da %85°1 astigin1 bildirmislerdir.

Mapletoft ve ark. (2002), Bos taurus sigirlarda eksojen olarak uygulanan LH’ nin
stiperovulasyon yaniti iizerine etkisini belirlemek i¢in; yiiksek LH grubu (%100 ve %32 LH)
ve diisiik LH grubu (%16 ve %2 LH) olmak iizere dort gruptan olusan bir ¢alisma dizayn
etmisler, stiperovulasyon uygulamasi sonrasi, diisiik LH grubunda daha fazla fertilize oosit
olma egilimi, daha fazla ovulasyon ve oosit-embriyo sayisi elde edildigini ayrica bu deneyde
kullanilan dozlar ile oosit-embriyo kalitesi tizerine LH nin etkisinin olmadigini bildirmisler,
sonu¢ olarak da FSH preparatlar1 igerisindeki LH miktarmin siiperovulasyon yanitini
etkiledigini, FSH prepratlar1 icerisinde ki LH’nin maksimum kabul edilebilir seviyesinin

%15 ile %20 arasinda olmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Cizelge 2.4. FSH (400 mg NIH-FSH-P1) ve degisen miktarda LH ile siiperstimiile edilen Bos taurus ineklerin
stiperovulasyon yanitinin karsilastiriimasi (Mapletoft ve ark. 2002).

Gruplar N CL Toplam Oosit-Embriyo Transfer Edilebilir Embriyo
1 (%100 LH) 21 10.2 7.3 4.0
2 (%32 LH) 20 11.1 6.4 3.9
3 (%16 LH) 20 15.6 13.6 7.7
4 (Saf FSH) 20 17.2 13.2 5.5

CL: Korpus luteum

2.8.1.1.1 Siiperovulasyonda Coklu FSH Uygulama Sayilarim1 Azaltma Calismalar:

Ineklerde hipofiz FSH’nin yarilanma oOmrii kisa oldugu icin geleneksel
stiperstimiilasyon uygulama protokolleri dort ya da bes giin boyunca giinliik 12 saat arayla
yapilan iki kas i¢i enjeksiyondan olusmaktadir (Looney ve ark. 1981; Mapletoft 2018). Bu
yaklasim c¢iftlik personeli tarafindan sik1 dikkat gerektirmekte ve uygulama protokollerine
uyulmama nedeniyle basarisizlik ihtimalini artirmaktadir. Ayrica giinliik iki enjeksiyon
uygulamasi, dondr ineklerde asir1 strese sebep olabilmekte, preovulatér LH salinimini
degistirerek azalmis bir siiperovulasyon cevabi ile sonuclanabilmektedir. Basitlestirilmis
protokoller ozellikle hir¢gin hayvanlarda, dondr sigirlarla ugrasi azaltabilmekte ve

siiperovulasyon yanitini gelistirebilmektedir (Bo ve ark. 1994; Tribulo ve ark. 2012).
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Yiiksek viicut kondisyon skoruna sahip (>3, 1 zayif-5 obez) et¢i irk sigirlarda, tek
doz deri alt1i ekzojen FSH enjeksiyonu ile geleneksel giinliik iki uygulama
protokollerindekine denk bir siiperovulasyon yaniti uyarilabilmektedir (Bo ve ark. 1994).
Diisiik viicut kondisyon skoruna, az yag dokuya sahip olan Holstayn ineklerde ayn1 sonug
almamamistir. Fakat bu durum Holstayn ineklerde toplam eksojen FSH dozunun ikiye
boliinmesi; FSH nin %75 nin ilk uygulama giinii deri alt1 ve kalan %25’nin de 48 saat sonra

uygulanmasi ile siiperovulasyon yanit1 gelistirilmistir (Lovie ve ark. 1994).

Tek bir FSH enjeksiyonu ile tutarli bir siiperovulator yaniti uyarabilen alternatif bir
yontem, hormonun birkag giin boyunca yavas bir sekilde salinmasina sebep olan etmenlerle
hipofiz ekstratinin birlestirilmesiyle saglanmistir. Bu etmenler, hayvanlarda kullanimi
kolaylastiran dokularda biyolojik olarak parcalanabilen ve reaktif olmayan polimerler
olmustur (Sutherland 1991). Viicut kondisyon skorunun etkisinden kaginmak igin, %2
hyaluronan ¢dzeltisinde seyreltilmis FSH’ nin tek bir kas i¢i enjeksiyonunun uygulandigi bir
calisma ile geleneksel giinde iki FSH uygulamali protokollerle karsilastirildiginda benzer
oosit-embriyo sayilarinin iiretildigi bildirilmistir (Tribulo ve ark. 2011). Fakat hyaluronan
viskoz (yapigskan) yapida oldugu icin saha sartlarinda karistirmak zordur. Bu nedenle daha
seyreltik hyaluronan preparatlarinin, tek bir uygulama olarak %?2 konsantrasyona gore daha
az etkili olmasina ragmen, kullanimlar1 48 saat arayla iki enjeksiyona boliinerek

gelistirilmistir (Tribulo ve ark. 2012; Hasler ve Hockley 2012).

Boliinmiis kas i¢i uygulama protokolii, %1 ya da %0.5 hyaluronanin 10 ml’si ile
liyofilize toz FSH nin seyreltilmesinden olusmakta ve ilk giin toplam FSH dozunun iicte
ikisinin uygulanmasi ardindan kalan iicte birlik kismin 48 saat sonra uygulanmasi seklinde
tamamlanmaktadir (Tribulo ve ark. 2012). Capraz tasarimla ii¢ kez siliperstimiilasyon
yapilmis et¢i sigirlarda, giinde iki kez uygulama protokolii ile kiyaslandiginda, boliinmiis
enjeksiyon protokoliiyle (%1 hyaluronan: 5.0 £0.9; %0.5 hyaluronan: 6.1 £1.3) kontrol (4.0
+0.89) grubunun transfer edilebilir embriyo sayilar1 farkli bulunmamistir. Elde edilen veriler
gostermistir ki FSH dozunu 48 saat arayla iki kas i¢i enjeksiyona ayirmanin, etci sigirlarda
geleneksel giinde iki kez kas ic¢i enjeksiyon protokolii ile karsilastirilabilir bir
stiperovulasyon cevabi ile neticelendigi bildirilmistir. Ayrica hyaluronanin daha az konsantre

¢Ozeltisini saha sartlarinda FSH ile karistirmak zor olmamistir (Hasler ve Hockley 2012).
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Cizelge 2.5. Dort giin boyunca giinde iki kez kas igi Folltropin-V ile %2 hyaluronanda dilue edilen ve tek bir
kas i¢i enjeksiyon yapilan et¢i dondrlerde ortalama oosit-embriyo iiretimi (Bo ve ark. 2010).

Uygulama N Toplam Oosit- Transfer Edilebilir Transfer Edilebilir Embriyo
Embriyo Embriyo Alimamayan inekler
Giinliik Tki 146 12.1 £0.6 6.7+0.4 12 (%8.2)
Enjeksiyon
Tek Enjeksiyon 146 11.2 +0.8 6.4 £0.5 19 (%13)

Yeni Zelanda AgResearch Ltd. tarafindan, herhangi bir hayvansal {iriiniiniin dahil
edilmedigi ve bir adet 2 ml saline bolus kas i¢i uygulandiktan sonra dolasgimda uzun bir
yarilanma Omriine sahip olan rekombinant ovine FSH (roFSH) gelistirilmistir. Aragtirma
denemeleri gostermektedir ki roFSH’nin tek bir dozunun koyunlarda 60 pg, siyah Angus
sigirlarda 300 pg ile sliperovulasyonu etkili bir sekilde uyardig: bildirilmistir. Rekombinant
teknolojisinde FSH preparatlart LH icermemektedir. Sanderson ve Martinez (2020), uzun
etkili roFSH’ nin tek enjeksiyon uygulamasi ile siiperovulasyona aldig siit¢ii ve etgi Bos
taurus inek ve diivelerde, geleneksel giinliik iki enjeksiyon protokolleriyle benzer sonuglar
alinabildigini, ortalama 11.8 korpus luteum ve 6.1 iyi kalite embriyo topladiklarini ifade

etmislerdir.

2.8.1.1.2. Farkh Uygulama Protokollerinin Ardindan pFSH’min Dolasimdaki

Konsantrasyonlari

Demoustier ve ark. (1988) saflastirilmis hipofiz ekstraktlarinin giinliik iki kez kas i¢i
enjeksiyonlarinin, FSH’nin dolasimdaki seviyelerinin ilk enjeksiyondan sonraki 6 saatte
pike ulastigini daha sonra takip eden 6 saat i¢inde bazal diizeye diistiigiinli bildirmislerdir.
Bu durum siiperstimiilasyonu uyarmak i¢in giinliik iki uygulama gerektigini
desteklemektedir. Ilging bir sekilde FSH’nin dolasgimdaki pik diizeyi, ineklerde folikiiler
dalga cikmasindan 6nce gelen endojen FSH (~1.5 ng/ml) i¢in bildirilen diizeyle benzer
bulunmustur (Bo ve ark. 1994). Dort Holstayn inege giinliik iki kez FSH enjeksiyonu
uygulamasi sonrasi 6lgiilen FSH diizeylerinin, Bo ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismaya benzer

sonuclar verdigi baska bir ¢calismayla da ortaya konmustur (Bo, Rogan ve Mapletoft 2018).

Aliiminyum hidroksitte seyreltilmis FSH nin tek bir kas i¢i enjeksiyonu ile yiiksek
stiperovulator yanit elde edilmistir (Kimura ve ark. 2007). Bu ¢alismada dolasimdaki FSH
1.5 ng/ml diizeyinde pik seviyeye ulagmis ve yaklasik 96 saatte bazal seviyeye diismiistiir.
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Bu ¢alismayla ekzojen FSH’nin tek uygulamasi ile ¢coklu folikiil biiylimesini siirdiirmek igin

ideal bir FSH profiline yakin oldugunun bulundugu ifade edilmistir (B6 ve Mapletoft 2020).

Bo, Rogan ve Mapletoft (2018) orta diizeyden yiiksek diizeye, viicut kondisyon
skoruna sahip et¢i ineklerde, tek bir subkutan pFSH’ nin omuz gerisine (n=25) ve boyun
bolgesine (n=23) enjeksiyonlar1 sonrast FSH konsantrasyonlarini 6lgtiikleri ¢calismalarinda,
dolasimdaki FSH diizeylerinin 12 saatte 1.2 ng/ml ¢iktigini ve 60-72 saatte de bazal diizeye
indigini bildirmisler, bu durum yiiksek siiperovulator yanitla iligkili bulunmustur. Fakat
Holstayn ineklerde, boyun bolgesine (¢ok az yag dokusunun oldugu yer) tek i.m ve s.c olarak
tuzlu su igerisinde pFSH uygulandiginda dolasimdaki FSH profillerinin benzer
bulundugunu, fakat pik diizeye 2.5 ng/ml’de ulastigini ve bu durum da azalmis

stiperovulasyon yaniti ile iliskilendirilmistir.

Ovum pick-up (OPU) i¢in %0.5 hyaluronanda tek i.m enjeksiyon olarak pFSH alan
Holstayn ineklerde, 200 mg pFSH uygulamasi sonrasi1 dolagimdaki FSH seviyesi 6-12 saatte
1.5 ng/ml diizeyinde pike ulastig1 yaklasik 36 saatte bazal diizeye geri dondiigl, 300 mg
uygulandiginda ise 2.5 ng/ml diizeyinde pike ¢iktigi bildirilmistir. Dolasimdaki FSH nin pik
diizeyindeki artis 200 mg doza gore neredeyse iki kat yiiksek olmustur. Bu durum yiiksek

kaliteli oosit sayisinda azalma ile iliskilendirilmistir (Vieira ve ark. 2015).

Ekzojen uygulamalarin ardindan dolasimdaki yiiksek FSH konsantrasyonlari,
uygulama yoluna bakilmaksizin tipki yetersiz FSH diizeylerinin yaptig1 gibi azalmis
siiperovulasyon yanitt ile sonuglanmistir. Bu durumdan sdyle bir sonug ¢ikarilabilir: Bir
hipofiz ekstraktinin ¢ok yiiksek dozu graniiloza hiicreleri tizerindeki FSH reseptorlerinde
doyma ya da duyarsizlagsma ile ya da ovaryum folikiillerinin luteinizasyonuna sebep olan
asir1 LH ile sonuglanabilir. Acik bir sekilde goriilmektedir ki, siiperovulasyonu tetiklemek
icin ineklerde folikiiler dalga ¢ikmasindan hemen 6nce normal olarak goriilmekte olana

yakin dolasimdaki FSH diizeyleri en az 72 saat devam ettirilmelidir (B6 ve Mapletoft 2020).

2.8.1.2. ¢CG (equine chorionic gonadotropini)

Gebe kisrak serum gonadotropini PMSG olarak da bilinmekte, plasental kaynakli
gebe kisraklarin serumlarindan elde edilen bir gonadotropindir. At koryonik gonadotropini

(eCG) hem FSH hem de LH aktivitesine sahip, yaklasik 40 saat yarilanma 6mriine, hayvanin
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dolasiminda 10 giine kadar bulunabilme 06zelligine sahip glikoprotein yapisinda bir
hormondur (Bo, Guerrero ve Adams 2008). Kisraklarda eCG’nin gorevine en iyi yaklagim,
erken gebeligi daha i1yi desteklemek i¢in aksesor korpus luteumun uyarilmasidir. eCG’nin
evcil tiirlerde pubertanin uyarilmasi, andstrusun diizeltilmesi, sliperovulasyon ve son
zamanlarda fertilitenin gelistirilmesi dahil olmak iizere ¢ok sayida uygulamasi vardir
(Murphy 2018). Siiperstimiilasyon amaciyla kullanildiginda, hayvan tiiriine gére degismekle
beraber; 1500, 2500 ve 3000 IU dozlarinda tek bir uygulama seklinde yapilmakta, 48 saat
sonra da PGF uygulanmaktadir. eCG’nin yarilanma dmriiniin uzun olmasi, uzamis ovaryum
stimiilasyonuna, anormal endokrin profillerinin ¢ikmasina, siiperovulasyon sonrasi
anovulator folikiil sayisinda artisa ve embriyo kalitesinde azalmaya neden olmaktadir. Bu
sorunlar siiperovulasyon protokollerinde Ostrusun baslamasindan 12-18 saat sonra ilk
tohumlama sirasinda intravendz anti-PMSG enjeksiyonu yapilmasiyla agilmistir. Bununla
birlikte giiniimiizde ticari bir anti-PMSG antikoru bulunmamaktadir. Bu nedenle eCG sigir
stiperstimiilasyonlarinda nadiren kullanilmaktadir (Dieleman ve ark. 1993; Gonzalez ve ark.

1994),

Baruselli ve ark. (2008)’nin Holstayn siitcii ineklerde eCG nin siiperovulasyon yaniti
tizerine etkisinin degerlendirildigi calismada; toplam 12 bag yiiksek siit verimli inek ¢apraz
deneysel tasarimla 200 mg FSH, 2000 IU eCG ve 2500 IU eCG dozlariin kullanildig: ii¢
gruba ayrilmislardir. Transfer edilebilir embriyo sayilar1 bakimindan gruplar arasinda 6nemli

fark bulunamamstir (FSH: 7.9+ 1.1, 2000 IU: 6.7+1.1, 2500 1U: 8.1+0.7).

eCG’nin embriyo liretimi lizerine ardisik uygulamalarinin etkinligini degerlendirmek
icin 35 giin arayla ardisik dort sliperovulasyon uygulamasinin etkisinin degerlendirildigi,
Baruselli ve ark. (2008)’nin yaptig1 caligmada, ti¢ ardisik siiperovulasyon protokolii boyunca
tekrarli bir sekilde eCG tedavisi alan inekler ile FSH ile siiperovolasyon yapilan inekler
karsilagtirildiginda benzer embriyo kazanimi edinilmistir. Fakat eCG uygulanmig donorlerin
embriyo iiretimi dordiincii siiperovulasyon protokolii sirasinda azalmistir. Bu donoérlerin
baslangictaki embriyo verimini yeniden yakalama basarisin1 degerlendirmek i¢in FSH ile
ekstra bir besinci siiperovolasyon protokoliine alinmislar, eCG uygulanan dondrler FSH
uygulandig1 zaman kontrol grubundakilere benzer embriyo sayilari iiretmislerdir. Bu ¢alisma
ile embriyo liretiminde azalma olmadan ii¢ kez art arda tek doz eCG kullanilarak dondrleri

siiperovulasyona almanin miimkiin oldugu gosterilmistir. Fakat ardisik dordiincii
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stiperovulasyon protokoliinde, embriyo iiretimini ayni sekilde devam ettirebilmek igin

FSH’nin kullanilmasi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.

Siiperovulasyon protokollerinde tek bir kas i¢i eCG enjeksiyon uygulamasi; eCG’nin
dolagimda uzun stire kalmasi, uzamis ovaryum stimiilasyonuna, anovule folikiillere, embriyo
toplama sirasinda biiyiik folikiillerin olmasina ve embriyo kalitesi iizerine zararl etki gibi
istenmeyen durumlara sebep olmaktadir (Dieleman ve ark. 1993; Gonzalez ve ark. 1994).
Stiperovulasyon uygulamalar1 sirasinda dondr ugrasini ve hayvanlar lizerindeki g¢oklu
enjeksiyon uygulamalarindan kaynaklanan stresi en aza indirmek i¢in FSH nin azalan sekiz
doz uygulamasi dort doz seklinde yapilmakta ve besinci doz tek bir eCG enjeksiyonu
seklinde tamamlanmaktadir. Bu amagla Chacon ve ark. (2020). 26 bas Bos taurus x Bos
indicus melez multiparous inekleri embriyo donorii olarak kullanmislar, ii¢ gruptan olusan
calismalarinda; 1) 455 IU Folltropin+400 IU eCG (n=9), 2) 350 IU Folltropin + 600 IU eCG
(n=9) ve 500 IU Pluset + 600 IU eCG (n =8) kullanmislardir. 1. grupta sekiz azalan dozda
folltropin + son 7 ve 8. uygulamada eCG’de yapilmais, 2. ve 3. grupta dort azalan dozda FSH
uygulandiktan sonra 5. uygulama tek doz eCG enjeksiyonu seklinde yapilmistir. Sonug
olarak grup sirasina gére 7.7 £ 1.2, 7.5 + 1.2 ve 7.3 £ 1.3 transfer edilebilir embriyo sayilari
elde edilmistir. Transfer edilebilir embriyo sayilarini azaltmadan, geleneksel sekiz FSH
enjeksiyonlu siiperovulasyon uygulamalarinda ki son dért FSH enjeksiyonun yerine, tek bir
doz eCG’nin yer degistirmesinin Bos taurus x Bos indicus melez ineklerde donér ugrasini

azaltmak i¢in iyi bir alternatif oldugu ifade edilmistir.

Barros ve ark. (2008)’nin Nelore ineklerde yaptiklari ¢alismada, geleneksel dort giin
azalan doz FSH uygulamalariyla, ii¢ giin azalan doz FSH ve son giin de FSH nin yerine iki
enjeksiyon 200 IU eCG uygulamasinin siiperovulasyon yanitina etkisini karsilastirmiglardir.
Sonug olarak, kontrol grubundaki dondrlerle kiyaslandiginda, eCG’nin 6nemli 6l¢iide oosit-
embriyo sayisint ve sayisal olarak da transfer edilebilir embriyo sayisini artirdigini

bildirmislerdir.

Cizelge 2.6. Piyasada Kullanilan Bazi eCG Uriinleri (Cetin, Beceriklisoy ve Ugar. 2015).

Ticari Uriin Ad1 Firma 1 ml’sinde Flakondaki toplam doz
Folligon MSD 200 1U 1.000 IU
Choronogest MSD 200 IU 6.000 TU
Pregnecol Aydin Ilag 200 IU 6.000 TU
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2.8.2. Sigirlarda Siiperovulasyon Basarisim1 Etkileyen Faktorler

Siiperovulasyon ve embriyo kazaniminin sonuglarin1 birka¢i hayvanla iliskili,
cevresel, teknik ve yonetimsel faktorler etkilemektedir. Siiperovulasyonun verimliligi
neredeyse son kirk yildir nispeten sabit kalmigtir. Ortalamada bir dondrden, alti-yedi transfer
edilebilir kalitede embriyo elde edilmekte, embriyo kazanim araligi da 0 ile 50’den daha
fazlasina varan sayida olabilmektedir. Yaklasik olarak tiim embriyo toplamalarinin %15-
20’sinden transfer edilebilir kalitede embriyo elde edilememektedir. Yiiksek bireysel
degiskenlige ilave olarak siiperovulasyon yanitlarindaki diisiik tekrarlanabilirlik teknigin
ozellikleridir ve bugline kadar nispeten sabit kaldigi ifade edilmektedir. Bu gergekler
embriyo popiilasyonunda bir carpikliga neden olmakta, elde edilen embriyolarin iicte
ikisinin siiperovulasyon yapilan dondrlerin {igte birinden alindig: bildirilmektedir (Looney

1986; Hasler 2014; Mikkola, Hasler ve Taponen 2020).

2.8.2.1. Siiperovulasyon Basarisim Etkileyen Hayvanlarla Ilgili Faktorler

2.8.2.1.1. Ostrus Siklus Giinii ve Folikiiler Dalganin Asamasi

[k olarak Phillippo ve Rowson (1975), eCG’nin 6strus siklusunun 8 ve 12. giinleri
arasinda uygulandiginda siklusun diger giinlerinde uygulanmasina gore daha yliksek
siiperovulasyon basarist elde edildigini bildirmislerdir. Daha sonraki ¢aligmalarda, o
giinlerin ovaryumlarda fonksiyonel dominant folikiiliin bulunmadig:, ikinci folikiiler dalga
cikma giinlerine denk geldiginin anlagildigi ifade edilmistir (Ginther ve ark. 1989).
Stiperovulasyona baglarken ovaryum tizerinde fonksiyonel dominant folikiiliin bulunmasi,
dominant folikiiliin hipofiz ve ovaryum {izerine potansiyel inhibitor etkisi nedeniyle ekzojen

FSH’nin etkisiz kalmasina neden olmaktadir (Bo” ve Mapletoft. 2014).

Bir dominant folikiiliin varligi ya da yoklugu dogal olarak subordinat folikiillerin
durumu ile baglantilidir. Fonksiyonel dominantlik sirasinda, subordinat folikiiller regresedir
ve gonadotropin uyarilarina yanitlar1 zayif kalmaktadir. Caligmalarla gosterilmistir ki
siiperovulasyona en iyi yanit, siiperovulasyon uygulamasina folikiiler dalga ¢iktig1 anda
baslanildiginda alinmaktadir. Folikiiler dalga ¢ikmasindan 1 giin 6nce ya da 1 giin sonra

gonadotropin uygulamalarina baglamak, siiperovulasyon yanitlarini, folikiiler dalga ¢ikma
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giinii ile kiyaslandiginda 6nemli 6lciide azaltmaktadir (Nasser ve ark. 1993; Adams ve ark.

1994).

2.8.2.1.2. Gelismekte Olan Folikiillerin Sayisi ve Anti-miillerian Hormon

Glinlimiizde siliperovulasyon sonuglarini etkileyen ana faktoriin, uygulanan tedavi
protokollerinin degil hayvanin kendisi olduguna dair yaygin bir algt mevcuttur. Yanitlardaki
degiskenligin ana kaynagi, FSH uygulamalarinin baslangicindaki folikiillerin sayisidir. Az
sayida biiyliyen kiiciik antral folikiillere sahip ineklerin uygulamaya ovulator yanitlar: diisiik
olmaktadir (Kawamata 1994; Ireland ve ark. 2007). AMH’daki degisimle antral folikiil
sayist ve geng yetiskin sigirlarin ovaryumlarindaki morfolojik olarak saglikli folikiillerin
toplam sayisi ile oositlerin histolojik olarak belirlenmesi arasinda yiiksek pozitif bir iligki
goriilmiistiir (Ireland ve ark. 2008). Ovaryumlarda AMH sadece dis graniiloza ve kiigiik
antral (1-5 mm g¢aptaki) folikiillerin kumulus hiicrelerinde iiretilmektedir (Rico ve ark.

2011).

Kandaki AMH konsantrasyonu ile gonadotropine duyarl folikiillerin sayis: arasinda
giiclii bir iliski vardir. Bu yiizden AMH ineklerdeki ovaryum aktivitesini ve siiperovulasyona
ovaryum yanitinin bir tahmin edicisi olarak giivenli bir markirdir (Rico ve ark. 2009; Souza
ve ark. 2015; Abdel Aziz ve ark. 2017). MOET programlarinda zayif yanit verecek
hayvanlart ¢ikarmak i¢in siiperovulasyon uygulamalarindan o6nce plazma AMH
Olctimlerinden faydalanilabilir. Zayif yanit veren inekleri tespit etmek i¢in AMH nin esik
degerini belirlemek miimkiin olmustur. Gonadotropinlerle uyarilmis inekler, ostrusta 15
biiyiik folikiilden daha az verenler 87 pg/ml, MOET protokollerinde 10 embriyodan daha az
verenler 74 pg/ml plazma AMH konsantrasyonlar1 olarak belirlenmis ve bu degerlerin

altinda olanlarin verimli bir sekilde ¢alismadan ¢ikarilabilecegi gosterilmistir (Rico ve ark.

2012; Souza ve ark. 2015).

2.8.2.1.3. Yas

Gilinlimiizde stiperovulasyon ve embriyo yikamasina alinacak hayvanlarin yas1 ¢cokta
alakali konu degildir. Ciinkii genetik seleksiyon yogunlugundaki artis, yasli dondrlerden

embriyo liretimindeki ilgiyi hizli bir sekilde azaltmistir (Mikkola, Hasler ve Taponen. 2020).
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Soyle ki, iki Iskandinav iilkesi olan Danimarka ve Finlandiya da 2000’lerin baslarinda in
vivo embriyo dondrlerinin yarisi diivelerden olusmaktayken son birkag yildir tiim dondrlerin

%96’s1n1 diive donorler olusturmaktadir (Mikkola, Hasler ve Taponen. 2020).

Diive ve ineklerin embriyo verimlerinin karsilastirildigi ¢alismalarda genel olarak
ineklerin diivelerden fazla embriyo verdigi, Mollo ve ark. (2007)’nin 204 yikamay1 kapsayan
caligmalarinda, toplam elde edilen yapilar diive ve ineklerde sirasiyla 9.2 ve 15.2 olurken
transfer edilebilir embriyo sayisi olarak da 6.0 ve 8.7 olarak bulunmustur. Yine Mikkola’nin
7930 ticari yikamasini igeren ¢alismasinda, toplam yapilar diive ve inekler i¢in sirasiyla 9.9
ve 10.9 olurken transfer edilebilir embriyo sayist bakimindan 6.4 ve 7.3 olmustur (Mikkola,

Hasler ve Taponen. 2020).

Mikkola ve Taponen (2017)’in, diive ve ineklerde konvansiyonel ve sexed sperma
kullanilarak yaptiklar1 siiperovulasyon calismalar1 sonucunda, konvansiyonel sperma ile
diive ve ineklerde sirasiyla 7.6 ve 8.6 transfer edilebilir embriyo elde edilmisken, sexed
sperma ile 6.2 ve 5.4 embriyo elde edildigini, sexed sperma ile siiperovulasyon

caligmalarinda diivelerin sayisal olarak daha fazla embriyo verdiklerini ifade etmislerdir.

Ineklerde 6zellikle 2-14 arasi yasin, siiperovulasyon yaniti ve elde edilen embriyo
sayist lizerine ¢ok az etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Hasler ve ark. 1983). Fakat 10
yasindan biiyiik donorlerde gonadotropinlere yanit veren folikiil sayisinin yasla azalmasi ¢ok
muhtemel goriilmektedir. 56 Teksas Longhorn inegin 144 yikamasini i¢eren bir ¢alismada;
3-9 yas araliginda transfer edilebilir embriyo sayist 6.9 olurken, 10-22 yas araliginda 1.9
olmustur (Donaldson 1984b).

2.8.2.14.Irk

Etci sigir irklarinin siiperovulasyon uygulamalarina daha iyi yanit verdigi ve siitcii
wrklardan daha fazla embriyo irettigi konusunda yaygin bir anlayis vardi. AMH
konsantrasyonu ile ovaryum rezervi ve siiperovulasyon yaniti arasinda giiglii bir baglanti
oldugu bilinmektedir. Buna gore geng yetiskin et¢i Angus ve Charolais diivelerin, AMH
konsantrasyonlarinin siit¢ii Holstayn ve Jersey diivelerden fazla oldugu ifade edilmistir
(Pfeiffer ve ark. 2014). Bu durum dolayli olarak et¢i sigir irklarinin embriyo tiretimindeki

ustiinlligiinii gosterebilir. Fakat 1980’lerde Teksas’ta yaklasik olarak 2300 et¢i irk dondr ile
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710 laktasyonda olmayan Holstayn dondr inegin embriyo verimlerinin karsilastirildigi
calismada uygun embriyo sayilari bakimindan bir farklilik olmadigi bildirilmis, fakat
Holstayn ineklerin laktasyon stresinde olmamasinin bu sonuglari kismen agiklanabilir kildig1

ifade edilmistir (Wilson 1988).

Irk farkliliklarinin siiperovulasyon cevabi ve embriyo iiretim kapasitesine etkisinin
arastirildigl, kontrollii bir sekilde yapilan bazi calismalarda, siitgii sigirlarda Brown
Swiss’lerden Holstayn Frizan’lara gore (9.3 ve 6.8) daha fazla transfer edilebilir embriyo
elde edilmistir (Mollo ve ark. 2007). Et¢i irklarda Simental donorlerden Angus, Charolais ve
Polled Hereford donorlerden daha fazla oosit, embriyo ve transfer edilebilir embriyo elde
edildigi bildirilmektedir (Breuel ve ark. 1991). Steinhauser ve ark. (2018)’nin Wagyu sigir
irkinin Angus, Beefmaster, Brangus, Charolais, Hereford ve Red Brangus irklarina gore
embriyo verimlerini karsilastirdiklar1 calismalarinda; Wagyu: 9.1 ve digerleri sirasiyla: 4.1,

7.9,7.1,5.6, 7.0, 7.0 sonuglarini elde etmislerdir.

2.8.2.1.5. Laktasyon Durumu ve Siit Uretimi

Laktasyon durumunun etc¢i sigirlarin siiperovulasyonunda genellikle 6nemli bir
etmen olmadigi, tarihsel olarak bakildiginda siit¢ii siirlarin laktasyon durumunun da 6nemli
bir sorun teskil etmedigi bildirilmektedir. Ciinkii 1980’lerde inek basina giinliik siit verimi
yaklasik olarak giiniimiizlin yaris1 kadardi. 2018 yilinda Wisconsin’li bir inek tarafindan
yillik siit tiretimi 35.000 L’ nin {istiine ¢ikarak rekor kirilmigtir. Stitcii sigirlarda giinliik ii¢
kez sagim ve rekombinant somatotropin kullanimu siitcii sigirlarda ek stres yapabilmektedir
(Mikkola, Hasler ve Taponen. 2020). Hasler ve ark. (1983), siiperovulasyon zamani giinliik
50 kg kadar degisen miktarlarda siit {ireten ve postpartum en az 60. giinde olan Holstayn

ineklerden embriyo iiretiminde herhangi bir farklilik gézlenmedigini ifade etmislerdir.

2.8.2.2. Siiperovulasyon Basarisim1 Etkileyen Teknik Faktorler
2.8.2.2.1. Gonadotropinler

Modern embriyo transfer sektoriiniin  kuruldugu 1970°li yillarda, sigir

stiperovulasyonu icin eCG kullanilmaktaydi. eCG’nin 40 saatin {izerinde yarilanma
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Omriiniin olmasi1 ve tek doz enjeksiyonunun yeterli olmasi avantajlarindandi fakat devam
eden ovaryum uyarimi, ovulasyonlarda diizensizlik ve basarisizlik, anormal endokrin
profilleri ve oOzellikle tekrarli uygulamalarda immiin yanitt uyarma riskleri gibi
dezavantajlara da sahipti (Murphy ve Martinuk 1991). Bu olumsuz etkilerden dolay1
alternatif arayisinin sonucu olarak domuz hipofizlerinden saflagtirilmis FSH iiretilmesine
baslanilmistir. Bu iiriiniinde 5 saat gibi kisa yarilanma omrii ve bu yiizden sik uygulama
gerektirme gibi dezavantajlari mevcuttu. Fakat kullanimi sig1ir siiperovulasyonunda asamali

bir sekilde standart bir yaklasim haline gelmistir (Demoustier ve ark. 1988).

Giliniimiizde veteriner kullanimi i¢in onay almis ticari FSH preparatlar1 ¢ogunlukla
domuz hipofiz dokusundan iiretilmektedir. Saflastirilmis olmalarina ragmen, bu iiriinler
arasinda LH kontaminasyon seviyeleri degisebilmektedir (Ulloa-Aguirre ve ark. 1995). FSH
tiriinlerindeki yliksek LH igeriginin zararl etkisi bir¢ok ¢aligmayla gosterilmistir (Chupin ve
ark. 1984; Donaldson ve ark. 1986; Tribulo ve ark. 1991; Yamamoto ve ark. 1993). Gegmiste
basarili bir siiperovulasyon i¢in FSH preparatlarinda minimum diizeyde LH igeriginin
gerekli olduguna dair fikir birligi vardi. Fakat gilinlimiizde endojen LH’nin folikiiler
biiylimenin final asamasi i¢in yeterli oldugu ve ekzojen LH nin gerekli olmadigr acgik bir
sekilde gosterilmistir (Kanitz ve ark. 2002). Ekzojen LH’nin pFSH (porcine FSH) ile
basarili siiperovulasyon i¢in gerekli olmadig1 ve rekombinant sigir FSH’s1 (rbFSH) ile LH
olmadan karsilagtirilabilir bir siiperovulasyon yaniti aliabildigi bir¢cok ¢alisma ile

gosterilmistir (Looney ve ark. 1988; Wilson ve ark. 1989; Carvalho ve ark. 2014)

2.8.2.2.2. Siiperovulasyon Protokolleri

Sigirlarin siiperovulasyon basarist ovaryum durumunun oldukga dar bir araliginda
gonadotropin enjeksiyonlarina baslamaya baghdir. Bos taurus disilerde dstrus uzunlugu
yaklasik olarak 17-24 giin aralifinda degismektedir ve ¢ogunlukla iki ya da ii¢ folikiiler
dalgadan olusmaktadir (Adams ve ark. 1992). Siiperovulasyona baslamak i¢in folikiiler
dalga senkronizasyonlarinin yapildigr uygulamalarda, dondr hayvanlarin sikluslariin kag
dalgali oldugunu bilmeye gerek yoktur. Ug farkli folikiiler dalga senkronizasyon yontemi
vardir bunlar; progesteron + 0Ostradiol kullanimi, folikiil aspirasyonu ve GnRH-LH ile
folikiiler dalga senkronizasyonu seklinde yapilmaktadir. Ostrus takibi gerektiren klasik

stiperovulasyon protokoliinde ise siklusun 9-13. giinleri ve arasinda gonadotropin
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uygulamalarina baslama seklinde yapilmaktadir (Mikkola, Hasler ve Taponen. 2020). (bu
konu 2.9. boliimde ayrintili bir sekilde anlatilmistir)

2.8.2.2.3. Tohumlamalar
2.8.2.2.3.1. Siiperovulasyon Yapilan Sigirlarda Fertilizasyon Oram

Tek ovulasyon olan sigirlardaki fertilizasyon oranlar1 genellikle yiiksektir ve %90-
100 arasindadir. Oysa yiiksek verimli siit¢ii ineklerde bu oran kismen azalmistir (Diskin ve
Morris 2008). Siiperovulasyon protokollerinin belli bir standard1 yakaladigi 2000°1i yillardan
sonra, pFSH ile siiperovulasyon yapilan dondrlerde, konvansiyonel ticari dondurulmus
sperma ile standart protokole gore iki kez tohumlamayla, Bos taurus sigirlardaki
fertilizasyon oranlarmin %70-90 aralifinda degistigi ayrica siiperovulasyon i¢in tbFSH’ nin
kullanildig1 baz1 ¢aligmalarda da %91-100’e varan fertilizasyon oranlarinin yakalandig:
bildirilmektedir (Looney ve ark. 1988; Wilson ve ark. 1993; Carvalho ve ark. 2014). pFSH
ile 7930 siiperovulasyondan elde edilen saha verilerine gore siitcii diive ve ineklerde %80
fertilizasyon orani elde edilmistir. Fertilizasyon oranlarinin MOET in (Multiple Ovulation
Embriyo Transfer) ilk yillarmma gore biraz gelistirilmis olmasi, muhtemeldir ki

siiperovulasyon protokollerindeki gelismelerden kaynaklanmaktadir (Mikkola, Hasler ve

Taponen. 2020).

2.8.2.2.3.2. Tohumlama Zamani

Stiperovulasyon yapilan dondrler i¢in en yaygin kullanilan protokol, Ostrusun
baslangicindan sonraki 12 ve 24 saat sonra yiiksek kaliteli sperma ile iki kez tohumlama ya
da ilk PGF enjeksiyonundan sonraki 60 ve 72. saatlerde tohumlama seklinde yapilmaktadir
(Bo ve ark. 2006). Dalton ve ark. (2000) 6strusun basindan sonraki 0, 12 ve 24 saat sonra
yapilan tohumlamalar karsilagtirdig1 ¢calismalarinda en yiiksek fertilizasyon oranlarinin 24

saat sonra bir kez yapilan tohumlamadan elde edildigini bildirmislerdir.
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2.8.2.2.3.3. Sexed Sperma ile Tohumlama

Siiperovulasyon yapilan sigirlarda konvansiyonel sperma yerine sexed sperma
kullanildiginda genellikle embriyo iiretimi diismektedir. Bu durum ineklerde diivelere gore
daha bariz goriilmekte (Sa” Filho ve ark. 2014) ayrica transfer edilebilir embriyolarin elde
edilemedigi daha fazla embriyo toplama basarisizligi ile karsilasilmaktadir (Mikkola ve
Taponen 2017b). Sexed sperma ile yapilan siiperovulasyonlarin basarisinin en O6nemli
gostergesi sadece transfer edilebilir embriyo sayist degil ayni zamanda gebelikler ve sonunda
canli buzag1 dogumu ile sonuglanacak istenilen cinsiyette transfer edilebilir sayida embriyo
elde etmektir. Konvansiyonel ve sexed sperma ile iiretilmis embriyolarin transferinde disi
buzag1 orani sirastyla %50 ve %92 oraninda gerceklesmektedir. 10.697 konvansiyonel ve
1741 sexed embriyo transferinin ardindan gebelik sonuclarmmin karsilastirildigir bir
calismada, konvansiyonelde %44.1 ve sexed sperma ile liretilmis embriyoda %38.8 gebelik
basarisi elde edilmistir. Sexed sperma ile iiretilmis embriyolarin transferinden sonra gebelik
oranlarinin konvansiyonele gore yaklasik %6 daha diisiik ve sexed sperma kullanimu ile elde
edilen transfer edilebilir embriyo sayisinda da azalma goriilmesine ragmen ozellikle
diivelerin siiperovulasyonunda sexed sperma kullanimiin karli olacag: ifade edilmistir

(Mikkola ve ark. 2015).

Doz bas1 10 milyon spermatozoanin esit dozda kullanildig: siiperovulasyon yapilan
Holstayn diivelerde, sexed ve konvansiyonel sperma ile derin kornu uteri tohumlamasinin
karsilastirildigi calismada, sexed sperma kullanilan grubun fertilizasyon oraninda azalma
oldugu ayrica diivelerden toplanan uygun embriyo sayilarimin sexed ile konvansiyonel
sperma karsilastirildiginda daha diisiik oldugu bu durumun sexed spermanin fertilitesinin
daha zayif oldugunun gostergesi oldugu ifade edilmektedir (Schenk, Suh ve Seidel. 2006).
Ayni calismada yiiksek sayida (10 milyon) sexed spermatozoa ile tohumlamayla 40 milyon
konvansiyonel spermatozoa ile tohumlanmig kontrol grubundan daha az embriyo elde
edilmistir. Sexed spermanin yiiksek maliyeti ve payet basi diisiik sayida spermatozoa
icermesi nedeniyle konvansiyonel spermadakine benzer sayilarda spermin ilireme kanalina
birakilmasiin uygun olmayacag ifade edilmektedir. Geleneksel olarak sexed spermanin
ticari olarak mevcut olan dozu yaklasik olarak payet basina 2 milyon spermatozoadir. 2017
de her payette yaklasik olarak 4 milyon spermatozoa igeren bir iiriin gelistirilmistir
(sexedULTRA 4M ™). Bu yeni iiriiniin dncekilerle kiyaslandiginda daha iistiin oldugu
bildirilmistir (Vishwanath ve Moreno 2018). Dell’Eva ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada,
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yiiksek verimli Holstayn ineklerde sexedULTRA 4M ile embriyo toplama basina 4.5’e kadar

transfer edilebilir embriyo elde ettiklerini bildirmislerdir.

Tek ovulasyon olan hayvanlarda sexed sperma ile tohumlamayi, ovulasyona yakin
bir zamana kadar ertelemenin gebelik oranlarini artirdigina dair birgok ¢alisma mevcuttur
(Schenk ve ark. 2009; Sa” Filho ve ark. 2010; Sales ve ark. 2011; Thomas ve ark. 2017).
Stiperovulasyon yapilmis dondrlerde, basarili bir embriyo kazanimi igin Ostrus tespitinden
24 saat sonra yeterli sperma dozu ile tohumlamak ¢ok énemlidir. Siiperovulasyon yapilan
dondrlerde tohumlamanin, Gstriisun basindan sonra 12 ve 24 saat yerine 18 ve 30 saat
sonraya ertelemenin embriyo kazanimini gelistirdigi bildirilmektedir (Sartori ve ark. 2004;
Baruselli ve ark. 2008; Soares ve ark. 2011). Ovulasyon, dstriisun bagindan 30 saat sonra
meydana gelmekte ve cinsiyeti belli spermatozoonlarin disi genital kanalda daha kisa
(yaklasik 2 saat) kapasitasyon siiresine sahip olmasi, sexed sperma ile siliperovulasyon
yapilan dondrlerin striisun basindan sonra 18 ve 30 saatlerde iki ya da 18, 24 ve 30 saatlerde
ic tohumlama yapilmasiyla en iyi embriyo kazaniminin elde edildigi ifade edilmektedir (Lu

ve Seidel 2004; Schenk ve ark. 2009; Arruda ve ark. 2018).

2.8.2.3. Siiperovulasyon Basaris1 Uzerine Beslemenin Etkisi

Sigirlarda yem alimi, enerji, protein kaynagi ve miktari, yag asitleri, vitamin ve mineral
takviyeleri gibi beslenme faktorleri iireme {izerine 6nemli etkilere sahiptirler. Beslenme
faktorlerinin tiimii, enerji ve kuru madde alimi (DMI) siiperovulasyon yapilmis sigirlarda

kilit rol oynamaktadir (Sartori ve ark. 2016).

2.8.2.3.1. Negatif Enerji Dengesi

Laktasyondaki siitcii inekler i¢in fertilite ve sonraki embriyo iiretimini etkileyen en
onemli beslenme faktorii postpartum negatif enerji dengesidir. Embriyo {iretimine
baslanilmadan 6nce donér ineklerde postpartum andstriis ve negatif enerji dengesinin ileri
asamasi gecilmis olmali ve hayvan normal siklus dongiistine donmiis olmalidir. Ciddi negatif
enerji dengesinin iki dnemli sonucu olmaktadir. Birincisi, embriyo iiretim prosediirlerinin
ertelenmesi nedeniyle dondr inegin buzagilama araligi uzamakta ikincisi, oosit kalitesi ve

erken embriyo gelisiminin bozulmasi nedeniyle yetersiz embriyo iiretim riskidir (Mikkola,
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Hasler ve Taponen 2020). Ayrica steroid hormonlarin kandaki diizeylerindeki degisiklikler
oosit kalitesini, fertilizasyonu ve embriyo gelisimini bozabilmektedir. Postpartum siit¢ii
ineklerin yiiksek besin ihtiyaci kuru madde aliminmi ciddi oranda artirmakta, bu durum
progesteron ve Ostradioliin karacigerde metabolize olmasin1 hizlandirarak kandaki

konsantrasyonlarinda azalmaya yol agmaktadir (Wiltbank ve ark. 2006).

2.8.2.3.2. Yiiksek Enerji ve Kuru Madde Alinm

Stiperovulasyon uygulamalarinin ilk yillarinda, yiiksek siit verimli ineklerde embriyo
tiretimini st diizeylere ¢ikarmak i¢in erken laktasyon doneminde negatif enerji dengesini
kontrol etme stratejisi, dondr besleme yonetimi i¢in gerekliydi. Giiniimiizde ise en 6nemli
dondrlerin geng diiveler olmasindan dolay1 zorluk tam tersidir. Pubertenin baglamasini ve
dondr diivelerin erken olgunlasmasini hizlandirmak icin yiikksek bir biliylime oram
arzulanmaktadir. Ancak ¢ok yiiksek enerjiden kaginilmalidir (Mikkola, Hasler ve Taponen.

2020).

In vitro embriyo iiretimi igin folikiil aspirasyonu yapilan inekler ile siiperovulasyona
aliman inek ve diivelerde oosit, embriyo kalitesi ve iiretimi iizerine asir1 enerji aliminin
olumsuz etkisi, orta ile yiiksek viicut kondisyon skoru (BCS >3.0) dl¢eginde iliskili oldugu
bildirilmistir (Leiva ve ark. 2015; Sales ve ark. 2015). Yiiksek enerjili besleme yapilan
donorlerden elde edilen embriyolar ile standart diizeyde enerji ile beslenenlerle
karsilastirildiginda daha diisiik gebelik oranlarina sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sartori ve
ark. 2016).

Anormal enerji aliminin embriyo iiretimine miidahale ettigi mekanizmalar bugiine
kadar tam olarak bilinmemektedir. Artan kan glikoz, insiilin ve insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF) 1 konsantrasyonlar yliksek enerjili beslemenin bir sonucudur (Diskin ve ark.
2003). Yiiksek enerjili beslemenin bir sonucu olarak bozulmus embriyo {iretimini ortaya
c¢ikaran caligmalarin ¢ogu ayni anda yiiksek kan insiilin konsantrasyonlar1 bildirmektedir
(Bender ve ark. 2014; Sartori ve ark. 2016; Mollo ve ark. 2017). Asir1 enerjinin
dezavantajlari, donoriin metabolik durumuna bagli olarak degisebilmekte, diisiik ve orta
BCS (viicut kondisyon skoru)’den ziyade yiiksek BCS’li dondrlerde daha derin olmaktadir.

Asirt BCS’li dondrlerde instilin direnci ifade edilmekte bu durumda hiicrelerin glikoz alimi
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azalmaktadir. Kandaki uzun siireli yiiksek insiilin diizeyi, ovaryumlarin gonadotropinlere
duyarliligini ve oosit kalitesini azaltmaktadir (Adamiak ve ark. 2005; Freret ve ark. 2006).
Bender ve ark. (2014)’min c¢alismasinda, kan insiilin konsantrasyonu ile FSH
preparatlarindaki LH igerigi arasinda bir iliski oldugu bildirilmektedir. Cilinkii insiilin
diizeyleri yiiksek olan ineklerin sliperovulasyon tedavisinde LH’da yiiksek oldugunda,
embriyo {liretimi olumsuz etkilenmekteydi ama diisik LH’ya maruz kaldiginda bu durum
olmamaktaydi. Bu bulgu ekzojen gonadotropinleri ve dondriin metabolik durumunu

yakindan iliskilendirmektedir.

2.8.2.3.3. Besinsel Protein

Yiiksek protein alimmin zararli etkilerinin uterus ortamindan ziyade ovaryum
diizeyinde etki etme olasiliginin daha yiiksek oldugu one siiriilmektedir. Bu hipotez ET nin
tire seviyelerinde farklilik gosteren dondr ve tasiyicilar kullanilarak gergeklestirilen
caligmalarla desteklenmektedir. Yiiksek kan {ire nitrojenli (BUN) donoérlerden elde edilen
embriyolarin, tagtyicilarin BUN konsantrasyonlarina bakilmaksizin, embriyolar yiiksek veya
diistik BUN’lu alicilara transfer edildiginde gebelik oranlarinda diisme goriilmiistiir (Rhoads
ve ark. 2006). Yiiksek iire igerigi ile beslenen tastyicilara 1yi kaliteli embriyolar
nakledildiginde, tasiyicilarda tire takviyeli beslenmenin gebelik oranlar iizerine higbir etkisi

olmadan benzer sonuglar alindig: bildirilmistir (Gath ve ark. 1999, 2012).

2.8.2.4. Siiperovulasyon Basarisim1 Etkileyen Cevresel Faktorler
2.8.2.4.1. Mevsim, iklim ve Hava

Hasler ve ark. (1983) 1977 ve 1982 yillar1 arasinda USA’nin iist kuzey dogu
ceyreginde, yilin dort mevsiminde, siiperovulasyon yapilmis Holstayn inekler arasinda
siiperovulasyon yanitlart bakimindan énemli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir. Fakat
sonraki yillarda stiperovulasyon sonuglarinda birkag istisna olarak sicak yaz sirasinda, ciddi
kar yagis1 ve ani ¢ok diistik sicakliklarin eslik ettigi firtinali kis aylarinda embriyo tiretiminin

azaldig: bildirilmistir.

Giiney-bat1 Brezilya’nin tropikal ikliminde, Holstayn inek ve diivelerde yilin soguk ve

sicak donemlerinde yapilan siiperovulasyon sonuglarinda 6nemli bir farklilik oldugu
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bildirilmistir. Y1lin en soguk dénemini yansitan aylar (11.6 °C- 28.0 °C) ile sicak yaz aylar1
(19.6 °C-37.1°C) karsilastirildiginda soguk donemde dondrlerden daha fazla transfer

edilebilir ve dondurulabilir embriyo elde edilmistir (Vieira ve ark. 2014).

Sicaklik-nem indeksi (THI), cevre sicakligr ile bagil nemin birlesik etkisini
gostermekte ve siitcii sigirlar lizerine sicaklik stresinin etkisini dlgmede kullanilmaktadir.
THI esik degeri asildiginda sigirlarin iireme 6zellikleri iizerine negatif bir etkiye sahiptir.
Stitgli sigirlarda gebelik oranlarinda azalmaya neden olan esik deger 72-73 THI olarak

bildirilmigtir (Morton ve ark. 2007; Schuller ve ark. 2014).

Tohumlama giiniine gore (tohumlamadan 9, 21 ve 42 giin once) 1s1 stresi donemleri
stiresince THI ile siiperovulasyon yaniti1 arasindaki iliskinin incelendigi, 12 siiperovulasyon
yapilmis melez Holstayn ineklerden elde edilen 74 veriye gore Ostrus senkronizasyonu
zamanindan itibaren siiperstimiilasyondan tohumlamaya kadar olan siireler, siiperovulasyon
yanitini etkileyebilecek 1s1 yiikiiniin dikkate alinmasi agisindan Onemli bulunmustur.
Stiperovulasyon cevabindaki diisiistin THI 72’de basladigi ve THI 77°den daha yiiksek
degerlere ciktiginda ise ciddi boyutlara ulastigi bildirilmistir (Ratchamak ve ark. 2021).

2.8.2.4.2. Psikolojik Stres

Preovulator donem sirasinda stresin uyarmis oldugu kortikostereoid artisi, ovulasyon
yetersizligine neden olan gonadotropin salgilanmasini baskilama ve LH saliniminin
engellenmesine yol acabilmektedir. Siiperovulasyon uygulamalar1 sirasinda diivelerin
tasinmasi, kan kortizol diizeylerinde artisa ve ovulasyon oranlarinda da azalisa neden
olmaktadir (Edwards ve ark. 1987). Macedo ve ark. (2011), Nelore sigirlarda
siiperovulasyon uygulamalar1 sirasinda vurma, tekmeleme, kuyrugunu kivirma, bagirma,
hizl1 kol hareketleriyle hayvanlar1 korkutma gibi stres olusturan durumlara maruz birakilan
donorlerde kan kortizol diizeyinin arttigini bu nedenle diisiik kortizol konsantrasyonuna

sahip hayvanlara gore daha diisiik embriyo kalitesine sahip olduklarin bildirmislerdir.

Siiperovulasyon uygulamalar1 sirasinda insan-hayvan etkilesimini ve hayvan
ugrasini en aza indirmek amaciyla klasik sekiz azalan doz FSH enjeksiyonlar1 yerine uzun
etkili tek enjeksiyon ya da 48 saat arayla iki deri altt FSH enjeksiyon uygulamalar1 embriyo

verimini tehlikeye atmadan uygulanmaktadir. Bos taurus dondrlerde ilave ugrasin ve ¢oklu
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FSH enjeksiyonlarinin bir sorun olusturmadig1 ifade edilmistir (Tr1'bulo ve ark. 2012; Hasler

ve Hockley 2012).

Biancucci ve ark. (2016) Marchigiana diivelerinde uyguladiklar1 siiperovulasyon
protokoliinde, sekiz enjeksiyonlu standart protokol ile Pluset FSH’nin 48 saat arayla yapilan
yavas salinimli iki enjeksiyon uygulamasini karsilastirdiklart ¢alismada, en yiiksek
stiperovulator yaniti, iki enjeksiyon uygulanan protokolden aldiklarini bildirmislerdir. Coklu
enjeksiyon grubunda yiikselmis kortizol konsantrasyonunun hayvanlarla ugras sikliginin

sebep oldugu, en yiiksek stres seviyelerini gosterdigi ifade edilmistir.

2.9. Sigirlarda Siiperovulasyon Yontemleri

2.9.1. Geleneksel Yontem

Sigir embriyo transfer uygulamalarinin bagladigi ilk zamanlarda eCG ile
siiperovulasyon uygulamalari, hayvanlarda dogal luteolizisin gerceklestigi (0strus siklisunun
yaklasik 16. giinii) yani lutealden folikiiller asamaya ge¢is sirasinda yapilmaktaydi
(Betteridge 1977). Hafez ve ark. (1963)’nin gelistirdigi bir protokol o zamanlar sigir
siiperovulasyonlarinda kullanilan standart bir protokol haline gelmisti. 1970’11 yillarda
PGF2, ‘nin siiperovulasyon protokollerinde kullanilmaya baslamasiyla, siklusun 16. giinii
yapillan eCG uygulamasi yerine, siklusun herhangi bir giiniinde gonadotropin
uygulamalarina baglanilmasi miimkiin olmustur. Uygulayicilarin ¢ogu orta siklusta
baslamay1 tercih etmislerdir. Phillippo ve Rowson (1975) en yiiksek siiperovulasyon
yanitinin eCG’nin Ostrus siklisunun 8 ve 12. giinleri arasinda uygulandiginda alindigimn
bildirmislerdir. Tiim eCG’li protokollerde gonadotropin tedavilerinden 48 saat sonra PGF2,
enjeksiyonu ile luteolizis indiiklenmektedir. Cogu uygulayici tarafindan eCG’den FSH’ya
gecisin ana sebebi tek bir eCG enjeksiyonundan sonra ovaryumlarin uzamis stimiilasyonu
ile iliskili sorunlardan kaynaklanmaktadir (Mapletoft 2018). FSH’ nin yarilanma 6émriiniin 5
saat ya da daha az oldugu bildirilmekte bu ylizden siiperovulasyonu basarili bir sekilde
uyarabilmek i¢in FSH’y1 giinlilk iki kez kas i¢i olarak 4 ya da 5 gilin uygulamak
gerekmektedir. Kullanilacak FSH dozu, ham hipofiz ekstraklari icin 28-50 mg ya da kismen
saflagtiritlmis hipofiz ekstrakti i¢in 400 mg NIH-FSH-P1 olarak bildirilmistir (Mapletoft ve
Bo 2012; Bo ve Mapletoft 2014; Mapletoft 2018).
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Geleneksel olarak siiperovulasyon uygulamalarina dstrustan 8-12 giin sonra, ikinci
folikiiler dalganin basinda baslanilmaktadir (Lindsell ve ark. 1986). Sigirlarda folikiiler
dalga sayis1 bireysel olarak degismektedir (Genelde 2 ya da 3 dalgali seyir izlemekte). Dalga
sayisina gore ikinci dalganin ¢ikis zamanimi 1-2 glin degistirmektedir. Fakat en iyi
stiperovulator yanit, 1-2 giin dnce ya da sonradan ziyade folikiiler dalganin ortaya ¢iktigi
giin baslanildiginda alinmaktadir (Nasser ve ark. 1993; Adams ve ark. 1994). Bu ylizden
geleneksel protokoliin iki dezavantaji bulunmaktadir: 1) Ostrus tespitini yapacak ve buna
yeterli zamani ayiracak egitimli bir personelin gerekliligi, 2) Ayni1 zamanda siiperovulasyon
islemine baslamak i¢in tiim dondrlerin ayni anda Ostrusta olma zorunlulugu (Bo ve
Mapletoft. 2014). Bu gibi sebeplerden dolay1 strus takibi gerektirmeyen folikiiler dalga

senkronizasyon yontemleri gelistirilmistir.

Stiperstimiilasyon i¢in gonadotropin enjeksiyonlarina baslama aninda ovaryum
tizerinde bulunan dominant folikiiliin gelisimsel asamasi siiperovulasyon sonuglarini
etkilemektedir. iki ve ii¢ dalgaln siklusa sahip sigirlarda rastgele bir giinde, interovulatdr
araliktaki dominant folikiiliin fonksiyonel olarak dominant olmama olasilig1 (ge¢-duragan
ya da gerileme donemi) iki dalgalilar i¢in yaklasik %30 (20 giiniin 6’s1), ii¢ dalgalilar i¢in
%35 (23 giliniin 8’1) dir. Bu yiizden 0Ostrus siklusunun yaklasik olarak sadece %20 (4-5
giin)’si folikiiler dalga ¢ikma zamaninda gonadotropin uygulamalarina baglamak i¢in miisait
olacaktir. Bu yiizden Ostrus siklusunun %80’1 optimal bir sliperovulasyon yanit1 i¢in uygun
goriilmemektedir. Bu nedenle giinlimiizde kullanilan tedavi protokollerinin ¢ogu folikiiler
dalga cikmasinin ekzojen kontroliiniin ardindan siiperstimiilasyon uygulamalarina

baslamay1 icermektedir (Mapletoft ve Bo. 2012).

FSH giinde iki kez, azalan dozlarda

O L Y T |

O.gin [ > 10.gin | 1l.eiin | 12.ein | 13.gin | 14.gin [ » 2l.gin

I Embriyo
Toplama

PGF20

Sekil 2.2. Ornek geleneksel siiperovulasyon protokolii (https://www.hormonuzmani.com).
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2.9.2. Folikiiler Dalga Senkronizasyonu

Folikiiler dalga senkronizasyonu 3 yontem kullanilarak yapilmaktadir.

2.9.2.1. Progesteron ve Ostradiol kullanin

Bu yontemle oOstrus siklusunun asamasina bakilmaksizin ve gonadotropin
uygulamalarina baslamak icin 8-12 giin beklemeye gerek kalmadan etkili bir sekilde
siiperstimiilasyona baglanmaktadir. Siiperstimiilasyon i¢in yeni bir folikiiler dalganin
¢ikmasini senkronize etmek i¢in kullanilan en yaygin protokol; 2.5-5 mg estradiol-17f ya
da 2-2.5 mg estradiol benzoat ile birlikte 100 yada 50 mg progesteronun, vajina ici
progesteron aygitinin yerlestirilmesi aninda kas i¢i enjeksiyon seklinde yapilmasiyla
baslanilmakta, Ostradiol enjeksiyonlar1 progesteronun varliginda FSH salinimini
baskilamakta ve folikiillerde gerilemeye neden olmaktadir. Ostradiol metabolize oldugunda
FSH salinim1 ve yeni folikiiler dalga ¢ikmasi uygulamadan yaklagik 4 giin sonra olmaktadir
(Bo ve Mapletoft 2014). Bu yontemle siiperstimiilasyon sonrasi ineklerde transfer edilebilir
embriyo sayisi, Ostrus tespitinden 8-12 giin sonra baslanan geleneksel yontemden her
zaman daha fazla olmamakta fakat Ostradiol ve progesteron tedavileri sonrasi
siiperstimiilasyon yapilmis ineklerdeki fertilizasyon oranlari, geleneksel yonteme gore
onemli derecede yiiksek bulunmustur (Bo ve ark. 1995). Ostradiol ve progesteron
uygulamasi ile folikiiler dalga senkronizasyonunun sadece siiperstimiilasyon oncesi Ostrus
senkronizasyonu ile kizginlik tespiti gereksinimini ortadan kaldirmadigi ayni zamanda
oosit-embriyo kalitesini de gelistirdigi ifade edilmektedir (Bo ve Mapletoft 2014). Ancak
Ostradioliin  diinyanin bircok yerinde ve {ilkemizde kullaniminin yasaklanmasi
arastirmacilar dstradioliin olmadig1 yeni uygulama girisimlerini gelistirmeye yoneltmistir

(Mapletoft ve ark. 2002; Baruselli ve ark. 2006; Bo ve ark. 2006).
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Sekil 2.3. Ostradiol benzoat+ pr(;gesteron ile yapilan folikiiler dalga senkronizasyonu ve siiperovulasyon
uygulamasi (Bo ve ark. 2004).

2.9.2.2. Folikiil Aspirasyonu

Ostrus siklusunun asamasina bakilmaksizin 5 mm ve daha biiyiik tiim folikiillerin
transvaginal ultrason rehberliginde aspirasyonu, folikiiler dalga senkronizasyonunda
kullanilan en etkili yontemdir (Bergfelt ve ark. 1994; Garcia ve Salaheddine 1998). Bu
uygulamaya alternatif olarak dominant folikiiliin diger folikiiller {izerine baskilayict
etkisini kaldirmak icin transvaginal ultrason rehberliginde iki en biiyiik folikiiliin
aspirasyonundan 1-2 giin sonra siiperovulasyon islemine baslanabilmektedir (Bungartz ve
Niemann 1994; Bergfelt ve ark. 1997). Bu yontemde, aspirasyon isleminden sonra folikiiler
dalga 1-2 giin icinde ¢ikmaktadir. Folikiil aspirasyonunun son derece etkili bir yontem
oldugu gosterilmistir fakat bu yontemin kullanilmasinda ultrason ekipmani ve egitimli
personel gerekliligi nedeniyle embriyo iiretim merkezlerinin kullanimi i¢in daha uygun
oldugu, saha sartlarinda uygulanmasi zor bir yontem oldugu ifade edilmektedir (Bo ve

Mapletoft. 2014).

Folikiil ablasyonu (aspirasyonu) sonrasi baslanan siiperovulasyon protokollerinin
neredeyse tamami Ostrus siklusunun rastgele bir doneminde 5 mm ve iizerindeki tiim
folikiillerin ya da ovaryum iizerindeki iki en biiylik folikiiliin aspirasyonunun ardindan 1 ya
da 2 giin sonra gonadotropin uygulamalarina baglama seklinde yapilmaktadir (Mikkola ve
ark. 2020). Ancak El-Sherry ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢aligmada, siklusun 9 ve 10.
giinlerinde PG (PGF2a) enjeksiyonu uygulandiktan 36 saat sonra folikiil aspirasyonu ve
ardindan 1 giin sonra FSH enjeksiyonlarina baslandiginda siiperovulasyondan aldiklar
sonuclarin  farkli oldugunu bildirmislerdir. Yani her ne kadar folikiiler dalga

senkronizasyonunda, folikiil aspirasyonu yonteminin Ostriis siklusunun rastgele bir giiniinde
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iki en biiyiik folikiiliin aspirasyonundan sonra baslanir dense de El-Sherry ve ark. (2012)’nin
calismasinda oldugu gibi; siklusun 12. giiniinde (aspirasyon zamaninda) mevcut dominant
folikiiliin ¢oktan aktivitesini kaybettigi yeni folikiiler dalganin ¢ikmis oldugu ve yeni
dalgadan gelmis olan ¢ok sayida 5 mm ve daha biiyiik folikiillerin mevcut olacagi ve
bunlarin hepsinin aspirasyonunun zor olabilecegi, aspirasyonu yapilamayan folikiillerden bir
tanesinin dominant hale gelip diger folikiillerin biliylime ve ovulasyonlarin
baskilayabilecegi tezini dogrulamislardir. Siklusun 11. giiniinde yapilan aspirasyondan sonra
daha iyi bir yanitin alinmasini da mevcut dominant folikiiliin hala aktif olmasina, dominant

ve bir subordinant folikiiliin uzaklastirilmasinin ¢cok daha kolay olmasina baglamislardir.

El-Sherry ve ark. (2012) yaptiklar1 baska bir ¢alismada spontan ovulasyondan 1 giin
sonra ile (6nceki calismalarindaki) 11 ve 12. gilinlerde folikiil aspirasyonu sonrasi baglanan
stiperovulasyon protokollerinin sonuglarini karsilastirdiklarinda, her ii¢ protokolde de
dominant folikiil ve CL olmadigr halde spontan ovulasyondan 1 giin sonra baglanan
protokolde folikiiler dalga sonras1 ortaya ¢ikan folikiil sayis1 daha diisiik bulunmustur. Bunu
da FSH’nin salinim profillerinin farkli olmasma baglamislardir. Folikiillerin ovulasyonu
durumunda FSH iki salimmima sahiptir. 1. salinim ovulatér LH salimimu ile iligkili olan
preovulator salinim, 2. salinim ise folikiiler dalga ortaya ¢ikmasi icin olan periovulator
salmimdir. CL’siz folikiil aspirasyonundan sonra ise FSH muhtemeldir ki bir salinima
sahiptir ve bu salinim ovulasyonlu olana gore daha yiiksektir. Folikiil aspirasyonu sonrasi
daha yiiksek salinan endojen FSH’da folikiiler havuzdan daha fazla sayida folikiil

¢ikarmaktadir.

Cirit ve ark. (2019) laktasyondaki Simental ineklerde, folikiil aspirasyonunun ardindan
1 ya da 2 giin sonra siiperstimiilasyona baslamanin ve FSH uygulamasinin geleneksel 4 giin
yerine 6 giine uzatilmasinin siiperovulatér yanit ve embriyo verimine etkisini arastirdiklari
caligmalarinda, uzatilmis siiperovulasyon programina baslarken folikiil aspirasyonu sonrasi
2 giin beklemenin transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayisini artirma potansiyeline
sahip oldugunu ifade etmislerdir. Transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayilar1 da
FA1 ile FA2 gruplarinda sirasiyla 6.4-3.5 ve 8-5.3 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmada FSH
uygulama siiresini uzatma amaci olarak da folikiiler dalga i¢indeki kii¢lik antral folikiillerin
bliylimesine, onlarin tohumlama 6ncesi LH ve ovulasyona yanit verebilecek olgunluga

ulagmalarina firsat vermek oldugu bildirilmistir.
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Surjus ve ark. (2014) ovum pick-up (OPU) dan 1 ya da 2 giin sonra siiperovulasyon
yapilmis ineklerde in vivo embriyo iretimini karsilastirdiklari c¢aligmalarinda, 2 giin
beklenilen grupta 1 giin beklenilene gore daha fazla dondurulabilir kalitede embriyo elde
edildigini (3.2 £ 1.1 ve 1.3 £ 0.5), OPU’dan sonra siiperovulasyon yapilacak ineklerden daha
fazla sayida uygun embriyo elde etmek icin FSH’ya baslamadan once en az 2 giin

beklenilmesi gerektigi tavsiye edilmistir.

Dell'Eva ve ark. (2019)’nin siiperovulasyondan 6nce dominant folikiiliin manuel
transrektal ablasyonuyla, siit¢ii ineklerde embriyo tiretimi ve kalitesini gelistirdigi lizerine
yaptiklari, 167 Holstayn inegin dondr olarak kullanildigi ¢alismalarinda, donoérlerden
57’sini siklusun 7. giinii ve 46’sin1 da siklusun 8. giinii, dominant folikiillerin transrektal elle
patlatilmasindan 1 giin sonra FSH enjeksiyonlarina baglamislar ve 64’{inii de kontrol olarak
siklusun 10. giinii geleneksel siiperovulasyon protokoliine almislardir. Siiperovulasyon
sonras1 kontrol grubunda, toplam elde edilen yapilar ve transfer edilebilir embriyo sayilari
sirasiyla 7.8 + 4.5 ve 5.1 + 3.3, ablasyon 7 grubunda 9.0 + 2.5 ve 7.0 £ 1.9 ve ablasyon 8
grubunda ise 9.6 + 3.4 ve 6.9 + 2.5 olarak bulunmustur. Ayrica ablasyon 8 grubunda 1. kalite
embriyo ylizdesi %47.3 ile diger gruplardan yiiksek bulunmustur. Sonug olarak, ineklerde
siklisun 7. ve 8. gilinlerinde dominant ovaryum folikiiliiniin transrektal manuel ablasyonu ile
embriyo say1 ve kalitesinde iyilesmeler saglanabildigi, ayrica makul manuel ablasyonun
sonraki lireme performansi ve itlaf orani ilizerinde zararl bir etkisi olabilecegine dair higbir

kanit olmadig1 ifade edilmistir.

2.9.2.3. GnRH-LH Kullanimi

Senkronize yeni bir folikiiler dalga olusturmak i¢in bir diger alternatif dominant
folikiiliin ovulasyonunu uyarmak i¢in GnRH kullanilmasidir (Macmillan ve Thatcher
1991). Fakat ostrus siklusunun rastgele bir giiniinde laktasyondaki ineklere 100ng GnRH
uygulandiginda ancak hayvanlarin %44.3’linde ovulasyon sekillenmektedir (Colazo ve ark.
2009). Bu durumda GnRH kullanimi ile baglanan metotta folikiil aspirasyonu ve dstradiol
kullanim1 sonrasi baglanan siiperovulasyon uygulamasina gore yanitin diisiik olmasi
sagirtict degildir. Daha sonra yapilan GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyonu sonrasi
stiperstimiilasyona baglama protokollerinde, protokollere bir CIDR, PRID ya da CRESTAR

(ekzojen progesteron takviyesi) eklenmistir. Bu sayede donorlerin GnRH enjeksiyonlari

54



sonrast ovulasyon oranlarinin artmasi saglanmistir (Bo ve ark. 2009; Jahnke ve Youngs

2021).

GnRH’nin bir 6stradiol ikamesi olarak etkinliginin arastirildig: ticari embriyo transfer
verilerinin retrospektif analizine gore laktasyondaki siit¢li ineklerden olusan dondr inekler
ic uygulama grubuna ayrilmis 1) kontrol grubu, siklusun 7-14. giinleri arasinda baglanan 4
giin azalan FSH dozlan seklinde yapilan geleneksel siiperovulasyon protokolii, 2) CIDR’I1
Ostradiol-progesteron protokolii ve 3) GnRH protokolii, dondrlere dstrus siklusunun rastgele
bir giiniinde CIDR yerlestirilmekte ve bu uygulamadan 1.5 giin sonra GnRH enjeksiyonu ve
GnRH’dan 60 saat sonra da, 4 giin azalan dozlarda FSH enjeksiyonlar1 yapilma seklinde
devam etmigtir. Her {i¢ uygulamada etkili siiperstimiilasyonla sonuglanmistir. Bu calisma ile
GnRH’nin 6strus siklusunun rastgele bir giiniinde siit sigirlarinin stiperstimiilasyonunda

basarili bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir (Steel ve Hasler 2008).

Cizelge 2.7. Ug farkli protokolle siiperstimiilasyon yapilmus siitcii ineklerden elde edilen ortalama oosit ve
embriyo sayilar1 (Steel ve Hasler 2008).

Gruplar Dondr | Oosit-embriyo (n) | Transfer edilebilir embriyo Embriyo alinamayan
(n) (n) donér %’si
Kontrol 614 10.5+8.4 5.34£5.5 23.3
Estradiol 17-8 691 12.449.1 6.1£6.2 21.3
GnRH 245 10.6+8.6 5.6£6.0 24.9

Wock, Lyle ve Hockett (2008) donér olarak 411 siit¢ili inegin kullanildigi, GnRH’ nin
CIDR kullanildiginda bir siiperstimiilasyon protokoliinde geleneksel Ostradiol-17
protokoliine uygun bir alternatif olup olmayacagini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, CIDR-
GnRH protokolii (sekil 2.4) ile geleneksel Ostradiol-17f protokolii (sekil 2.3)’niin
siiperovulasyon yamtlar1 karsilastirilmigtir. Ostradiol ve GnRH grubunda toplam oosit-
embriyo sayilari, kalite ve fertilizasyon oranlar karsilastirildiginda; oosit-embriyo sayilar
9.8+ 0.58 ve 9.7+ 0.65, 1 ve 2. kalite embriyo ortalamalari; 4.7+ 0.37 ve 4.5+ 0.41 ve
fertilizasyon oranlar1 da; %54.1+ 2.5 ve %53.2+42.9 olarak bulunmustur. Her iki grup
arasinda istatistiksel acidan bir farkliligin olmadigi ve GnRH’nin bir CIDR ile kombine
edilmesi halinde, bir siiperstimiilasyon protokoliinde folikiil dalgasi olusumunu senkronize

etmenin etkili bir yolu oldugu ifade edilmistir.
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Sekil 2.4. GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyonu sonrasi baslanan protokollerden biri (Wock, Lyle ve
Hockett 2008).

2.9.2.3.1. GnRH’ya Ovulasyon Yamitimin Tyilestirilmesi

GnRH uygulandiktan ve senkronize bir sekilde ovulasyonlarin uyarilmasinin
ardindan bir siiperstimiilasyon protokolii gelistirme hedefiyle bir dizi calisma yapilmistir (Bo
ve ark. 2010). Bu yaklasim, GnRH uygulamasindan 7-10 giin 6nce bir progesteron gerecinin
yerlestirilmesiyle persiste folikiil gelisimine sebep olmak ve bdylece GnRH enjeksiyonu ile
ovulasyon yanit1 arttirilmis olan 6nceki ¢aligmalara dayanmaktadir (Small ve ark. 2009).
Ovulasyonlar ve folikiiler dalga c¢ikisi, GnRH enjeksiyonundan sonra 1-2 giin iginde
meydana gelmistir. Bu yaklasimin rastgele siklustaki dondr gruplarinda kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ancak daha sonra yapilan caligmalarda persiste folikiil olusumuna izin
vermek (LH-yanit veren folikiil) icin siiperovulasyon protokoliiniin basina intravaginal
progesteron cihazi yerlestirme zamaninda bir PG enjeksiyon uygulamasi eklenmis bu
uygulamadan 7 giin sonra GnRH yapilmasiyla hayvanlarin %95’inden daha fazlasinda
ovulasyonlarin meydana gelmesi saglanmistir (Bo ve ark. 2008). Bu yontemle folikiil
aspirasyonu ve Ostradiol kullanimi sonrasi baslanan karsilastirmali ¢alismalarda, transfer
edilebilir embriyo sayis1 bakimindan bir fark olmadig1 ortaya konmustur (Wock ve ark.

2008).
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2.9.2.3.2. Persiste Ovaryum Folikiilii Nasil Gelisir?

Persiste folikiil, uzamis bir fonksiyonel dominantlik sergileyen ve regresyona
gidememis statik fazda kalmis olan bir dominant folikiildiir. Bu folikiiller 6strojen aktif
olarak kalirlar yani folikiiliin graniiloza hiicrelerinden Ostrojen sentezi devam eder. Persiste
ovaryum folikiillerinin gelismesi i¢in baslangigta korpus luteumun lizisi saglanir ve daha
sonra Ostrus siklisunu kontrol etmek i¢in kullanilan ticari progesteron igeren vajina igi
cihazlar (PRID veya CIDR) ile tedavinin sonucu olarak olusturulan diisiik progesteron
ortaminda (1-2 ng/ml) persiste ovaryum folikiilii geligir. Korpus luteumun olmadigi eksojen
progesteron uygulamasi sirasinda LH nin salgilanma bigimi dstrus siklusunun folikiiler fazi
ile benzerdir (Kinder ve ark. 1996). Bir folikiiliin persiste olmasina artmis pulzatil LH
sekresyonu sebep olmaktadir. LH’nin pulzatil salinim sikligi dolasimdaki progesteron
seviyelerinden etkilenmektedir. Bir korpus luteumun yoklugunda en yaygin olarak
kullanilan progesteron kaynaklari, normal Ostrus siklusu sirasinda var olan korpus
luteumdan iiretilen miktardan ¢ok daha diisiik seviyede progesteron salmaktadir.
Progesteronun subluteal seviyeleri preovulatér LH salinimini1 engellemektedir fakat LH’ nin
gelismis pulzatil sekresyonunu baskilayamamaktadir. LH nin artmis puls frekansi da bir

dominant folikiiliin uzamis varligindan sorumludur (Taft ve ark. 1996).

Persiste ovaryum folikiilleri, normal dominant folikiile gore graniiloza ve teka
hiicreleri iizerinde c¢ok daha fazla sayida LH reseptorleri tasir. Persiste ovaryum
folikiillerindeki LH reseptdor popiilasyonunun c¢ok daha fazla olmasi persiste folikiillii
ineklerdeki LH nin pulsatil salimimimin daha biiyiik frekansli ve genisliginin de azalmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Diisiik doz (1-2 ng/ml) eksojen progesteron uygulamasi
sirasinda daha biiytik frekansl pulsatil LH saliniminin sonucu olarak normal dstrus siklusu
sirasinda gelisen dominant folikiil ile karsilastirildiginda persiste folikiil ¢ok daha fazla

miktarda 17-f ostradiol iiretmektedir (Kinder ve ark. 1996).

GnRH ya da LH uygulamalarindan sonra dominant folikiillerin %85’ inde
ovulasyonlar ortalama 23-54 saatler arasinda meydana gelir. Yeni bir folikiiler dalganin
ortaya ¢ikmasi da ortalama 2.10 + 0.58 giin alir (Picard-Hagen, Nicole ve ark. 2015). Bu
araliktan dolayr GnRH ile baglanan gonadotropin uygulamalarinda, uygulamaya GnRH

enjeksiyonundan 36, 48 ve 60 saat sonra baslanmaktadir.
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GnRH’l1 yapilan bir protokolde, intravaginal progesteron cihazinin siiperovulasyon
uygulamasi boyunca GnRH enjeksiyonu sirasinda ¢ikarilmasiin gerekli olup olmadiginin
tespiti yoniinde bir ¢alisma yapilmis ve tiim dondrlere Gstriis siklusunun rastgele giiniinde
PGF2a ile beraber Cue-Mate uygulanmistir. Grupl’de 5 giin sonra Cue-Mate uzaklastirma
aninda 2. doz PGF2a ve 36 saat sonra GnRH enjeksiyonlar1 yapilmisti. GnRH
enjeksiyonundan sonraki 36. saat 0. giin kabul edilip yeni bir Cue-Mate yerlestirilmistir ve
FSH enjeksiyonlarina baslanmistir. Grup 2’de grup 1°deki ayni tedavi uygulanmis sadece
Cue-Mate ¢ikarilmamis son FSH ile birlikte Cue-Mate uzaklastirilmis, PGF2a enjeksiyonu
son iki FSH ile birlikte yapilmistir. Ovulasyon oranlari sirasiyla 86.5%- 89.2%, transfer
edilebilir embriyo sayilar1 4.1 + 0.6 ve 5.7 + 0.7 olarak bulunmustur. Sonug olarak GnRH ile
ovulasyonu (senkronize folikiiler dalga ¢ikarmak) senkronize etmek i¢in intravaginal cihazin

uzaklastirilmasinin gerekli olmadigina karar verilmistir (Guerrero ve ark. 2009).

Yine yapilan baska bir calismada, Cue-Mate yerlestirildiginde PGF2a yapilmisg
bundan 7 giin sonra GnRH ile ovulasyon indiikklenmis GnRH dan 36 saat sonra FSH
uygulamasina baglanilmis, GnRH igeren bu protokol progesteront+dstradiol ile
karsilastirilmis sonuglar transfer edilebilir embriyo sayisi bakimindan sirasiyla 7.7 = 1.6 ve

6.8 £ 1.7 olarak bulunmustur (Guerrero ve ark. 2009).

Stiperovulasyon protokollerinde, senkronize folikiiler dalga ¢ikarmak amaciyla
GnRH’nin etkinliginin arastirildigi, 66 etci sigirin dondr olarak kullanildig bir ¢aligmada;
1) bir progesteron cihazi yerlestirilmesi ile birlikte PGF2a enjeksiyonu uygulamasindan 7
giin sonra GnRH’nin uygulandigi bir protokol ile 2) bir progesteron cihazinin
yerlestirilmesinden 2 giin sonra uygulanan GnRH ile senkronize folikiiler dalga ¢ikisim
takiben siiperstimiilasyona baslanan bir protokoliin siiperovulasyon sonuglar1 oosit/embriyo
sayilar, transfer edilebilir embriyo ve 1. kalite embriyo sayilar1 yoniinden karsilastirilmistir.
1. grupta; toplam oosit/embriyo: 19.5+1.7, transfer edilebilir kalitede embriyo: 14.8+1.5 ve
1. kalite embriyo: 8.9+1.2 olarak, 2. grupta; toplam oosit/embriyo: 18.6+1.9, transfer
edilebilir kalitede embriyo: 12.7£1.5 ve 1. kalite embriyo: 7.2+1.3 sonuglar1 elde edilmistir.
Grup 1’de 2 daha fazla transfer edilebilir embriyo elde edilmesine ragmen farkliliklar
O6nemsiz bulunmustur. Bu protokol daha sonra 214 et¢i inekte uygulanmas, transfer edilebilir
embriyo sayilart dondér bagina 7.9 olarak bulunmustur. Sonuglar et¢i ineklerin
stiperstimiilasyonu i¢in her iki yaklagiminda etkili oldugunu gostermistir (Hinshaw ve ark.

2015).
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Bir siiperstimiilasyon baslangicinda korpus Iuteumun lizisini takiben endojen
progesteronun yoklugunda LH’y1 baskilayacak diizeyde progesteron olmadigindan folikiiler
dalgaya dahil olan folikiillerin, yiiksek progesteronlu ortama gore ¢aplar1 daha fazla olmakta
ve sayilar1 da artmaktadir. Folikiillerde artan Ostradiol hipofizden GH (Growth Hormon)
salimimin1 uyarmakta, GH’ da biiyiiyen folikiil sayisin1 artirmakta ve folikiiler atreziyeyi
baskilamaktadir. GH ve 0stradiol, insiilin like growth factor (IGF-1)’in sekresyonu i¢in
karacigeri uyarabilmektedir. Growth hormon ayni zamanda graniiloza hiicrelerinden IGF-1
sekresyonunu stimiile etmektedir. FSH, E2, GH, ve IGF-1 in etkilesimi folikiiler dalgaya
yiiksek sayida folikiil saglayabilmektedir. Sonugta subluteal progesteron (1-2 ng/ml)
ortaminda Ostradioliin hem GH hem de IGF-1’i kontrol ederek folikiil popiilasyonunu

artirmada kilit rol oynagi diisiiniilmektedir (EI-Sherry ve ark. 2010).

Wiley ve ark. (2019) ovaryum folikiillerinin siiperstimiilasyonu sirasinda yiiksek
endojen progesteron ile subluteal progesteron seviyelerinin embriyo say1 ve kalitesi lizerine
etkisini karsilastirdiklar1 calismalarinda, subluteal progesteron ortaminda daha fazla 1. kalite
embriyo elde edildigini bu durumu da folikiillerde 6nemli oranda Ostradioliin artmis
olmasindan dolay: folikiil maturasyonunun daha uzun bir siirede meydana gelmesine, aksine
yiiksek plazma progesteron ortaminda daha fazla folikiiliin, folikiil havuzuna girdigini ama
tohumlama ve ovulasyondan once bu folikiillerin daha az siire dstradiol ve LH etkisinde

kalmasindan dolayr tohumlama sirasinda yeterli maturasyona ugrayamamasina

baglamiglardir.
PGF:a g PGF20 GnRH
FSH azalan dozda 13 saat
i arayla 4 giin
i L L
v oo v oy o v !

0.G 7.G  8G 11.G  12G  13.G  J13.G 14G 20.G
Aks. Sab.  Aks. Aks.  Sab.  Sab.  Aks. Sab. Sab.

Sekil 2.5. GnRH ile ovulasyonun uyarilmasindan sonra olusan ilk folikiiler dalga sirasinda uygulanan
stiperovulasyon protokolii (Guerrero ve ark. 2010). Donorlere Ostrus siklusunun herhangi bir déneminde
progesteron salinimi yapan aygit takilir ve aymi anda PgF2o I.m. enjeksiyonu yapilir. 7 giin sonra GnRH
uygulanir ve bundan 36 saat sonra siiperstimiilasyon amaciyla 4 giin siireyle azalan dozda giinde iki kez FSH
uygulamasina baslanir. Son iki FSH enjeksiyonuyla birlikte PgF2a enjeksiyonu yapilir ve son FSH enjeksiyonu
zamaninda progesteron salmimi yapan aygit uzaklastirilir. Son FSH enjeksiyonundan 24 saat sonra
ovulasyonlarin uyarilmasi amaciyla GnRH enjeksiyonu yapilir ve bundan sonraki 12 ve 24. saatlerde donérler
tohumlanir ve yedi giin sonra ovum/embriyolar toplanir.
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2.10. Embriyolarin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Cizelge 2.8. Embriyo kalite derecelendirme (Stringfellow 2010)

Emriyo Kalite Kodu Embriyo Kalite Ad1
1 Miikemmel/¢ok iyi
2 Iyi

3 Zayif

4 Olii/Dejenere

Sigir embriyolarimin morfolojik olarak kalite ve gelisim asamalarina gore
siiflandirilmas: IETS rehberine gore yapilmaktadir. IETS (Uluslararasi Embriyo
Teknolojileri Toplulugu) 1974 yilinda kuzey Amerika’da, bilimsel kesifleri paylasma
gerekliligine inanan uygulayicilar ve bilim adamlari tarafindan kuruldu. Diinya genelinde
ticari embriyo transfer endiistrisi biiylidiik¢e, embriyo alicilarinin ve saticilarinin pazarlanan
embriyolarin asamasin1 ve kalitesini tam olarak bilmesini saglayacak sekilde
standartlastirilmis embriyo terminolojisini gelistirmek kritik hale geldi. 1998 yilinda IETS
kilavuzlarinda tavsiye ettigi, embriyolar1 ve Ozelliklerini tekdiize ve sistematik olarak

tanimlayan iki haneli kodlama sistemini yayinlamistir (Stringfellow ve Seidel 1998).

Cizelge 2.9. Embriyo gelisim asamalari ve uluslararasi kisaltmalari (Stringfellow 2010)

Gelisim Asama Kodu Gelisim Asamasi Uluslararas1 Kisaltma
1 Fertilize Olmamis UFO

2 2-12 Hiicreli Asama

3 Erken Morula M

4 Morula (Kompakt Morula) CM

5 Erken Blastosist EBL

6 Blastosist BL

7 Ekspanded Blastosist ExpBL

8 Hatched Blastosist HedBL

9 Ekspanded Hatched Blastosist ExpHedBl

Buna gore bir embriyonun morfolojik degerlendirmesi tamamlandiktan sonra
embriyonik gelisim asamasia ve embriyo kalite derecesine karsilik gelen kisa ¢izgiyle

ayrilmis iki say1 yer almaktadir. Embriyonik gelisim asamasini tanimlamak i¢in kullanilan
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standartlastirilmis kodlama sistemi, 1'den (dollenmemis bir oosit) 9'a (genisleyen zonadan
¢ikmig blastosist) kadar degismekte, embriyolarin morfolojik O6zelliklerine dayanan
standardize edilmis embriyo kalite kodu da sayisaldir ve 1 (miikkemmel/iyi) ila 4

(olii/dejenere) arasinda degismektedir (Jahnke ve ark. 2014).

2.10.1. Normal in vivo Sigir Embriyo Gelisimi

Bir sigir embriyosunun genel ¢apt 150-190 um, bunun yaklasik olarak 12-15pm’sini
zona pellusida kalinlig1 olusturmaktadir. Zona pellusida ile kapli embriyonun genel ¢apu,
gelisimin 1 hiicreli asamasindan blastosist agamasina kadar neredeyse hi¢ degismeden kalir.
Ciinkii blastomerler her hiicre bdliinmesinde giderek kiiclilmektedir. Zona pellusida, bir
embriyoyu bir hiicreli donemden ekspanded blastosist asamasina kadar c¢evreleyen yari
saydam bir kabuktur. Zona pellusida patojenlere karsi fiziksel bir bariyer gérevi goriir, sperm
icin reseptorler icermekte ve fazladan spermlerin ovuma ulasmasina engel olmaktadir. Bir
embriyo ekspanded blastosiste ulastiginda ve biiyiimeye devam ettiginde, embriyo o kadar

biiyiir ki zona pellusida’y1 yirtar ve serbest kalir (Jahnke ve ark. 2014).

Normal in vivo embriyonik gelisim sirasinda, blastomerler bir dizi yariklanma
boliinmesi gegirirler. Ovum fertilizasyondan sonra boéliiniir ve 2 hiicreli bir embriyoya
doniistir, 2 hiicreli 4 hiicreliye, 4 hiicreli 8 hiicreli bir embriyoya doniisiir ve bu sekilde devam
eder. Blastomerler bir salkim {iziim gibi goriindiigiinde ve bireysel blastomerler ayirt
edilemedigindeki embriyonik gelisim asamasi morula asamasi olarak bilinir. Embriyo
dahada gelistikce blastula olusumu olarak da bilinen ilk farklilagma olayma girmeye
hazirlanir. Bu farklilagma olayindan hemen 6nce morula hiicreleri sikilasir (kompakt) ve

embriyonun i¢ ve dis parcalarina ayrilir (Jahnke ve ark. 2014).

Blastosistler iki farklilasmis hiicre grubu igermektedirler: Trofoblast hiicrelerinden
olusan bir dis halka ve ic hiicre kiitlesi olarak bilinen bir i¢ kiime hiicre grubundan. inner
cell mass (ICM) olarak ta bilinen i¢ hiicre kiimesinden fetus ve plasentanin ¢ogu katmani
olusurken trofoblast hiicrelerinden plasentanin en dis katmani olusacaktir. Embriyonik
gelisimin blastosist asamasmin bir diger aywrt edici Ozelligi, blastosel boslugunun
bulunmasidir. I¢i s1v1 dolu olan blastosel boslugu, trofoblast hiicreleri tarafindan ¢evrelenir
ve embriyonun zonadan kurtulmasindan 6nce zona pellusidanin incelmesine yardimci olmak

icin giderek biiyiir.
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Embriyoblast
hiicreler

Trofoblast
hicreler

Zona
pellusida

Blastosel (Bosluk)

Sekil 2.6. Bir blastosistin yapisi (www.jinekolojivegebelik.com’dan alinmistir.)

2.10.2. Embriyolar1 Gelisim Asamasina Gore Siniflandirma

Asama Kodu 1: 1 Hiicreli; Sigirlarda in vivo embriyo toplama, dstrus ya da ovulasyonun
indiiksiyonu i¢in GnRH enjeksiyonu uygulamasindan 6-8 giin sonra yapilmaktadir. Eger bu
giinlerde yapilan uterus yikamasinda tek hiicreli bir yapi elde edilirse buna UFO (anfertilize
oosit) denmektedir. Deneyimsiz teknisyenler tarafindan bir UFO ile kompakt morulayi ayirt
etmek zor olabilmektedir. Bir UFO’yu embriyonik gelisimin diger asamalarindan da ayirt
etmek zor olabilmektedir ¢linkii tim UFO’lar ayni morfolojik goriiniime sahip degildir.
Bircok normal UFO miikemmel bir kiiresel zona pellusida’ya ve vitellin membrana,
sitoplazmada nispeten homojen tanecikli ve orta derecede perivitellin alan hacmine sahiptir.
Bununla birlikte diger UFO’lar, bir blastosel boslugunun yanilsamasina veya hiicre
boliinmesinin ortaya cikmasina ve asirt yogunlasma kompakt bir morula ile kafa

karisikligina yol agabilmektedir (Bo ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).
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Sekil 2.7. Deneyimsiz embriyo teknisyenleri tarafindan dogru ayrimi zor kilan, siklusun 6-8. giinlerinde
donorlerden elde edilen UFO’lardaki son derece genis morfolojik degiskenlik. a) piiriizsiiz vitellin membranl
ve kompakt morula ile karistirilabilen graniiler sitoplazmali fertilize olmamis oosit. b) pargalanmis unfertilize
oosit. ¢) koyu sitoplazmaya ve piiriizsiiz bir vitellin membrana sahip unfertilize oosit; kompakt bir morula ile
karigtirilabilir. d) dejenere unfertilize oosit. e) acik renkli graniiler sitoplazmali unfertilize oosit; zona
pellusida’ya bagli spermlere dikkat edin. f) piiriizsiiz vitellin membranli dollenmemis oosit; ovum bir yarisinda
graniiler diger yarisinda berraktir; blastosist agamasindaki embriyo ile karistirilabilir. g) parcalanmig unfertilize
oosit. h) dejenere unfertilize oosit; vitellin membranin kaybina dikkat edin (Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 2: 2-12 Hiicreli; Morfolojik ve fonksiyonel farklilagmadan once bir
preimplantasyon embriyosunun hiicrelerine blastomer denmektedir. Ostrusun basindan 6-8
giin sonra elde edilen ve 2-12 blastomer igeren herhangi bir embriyo neredeyse kesinlikle
6lii veya dejeneredir. Normal sartlar altinda bu gelisim evresi, Ostrus siklusunun 5. giintinden
once ovidukta bulunmasi gerekirdi. Agik¢asi 2-12 hiicreli bir embriyo bir gekilde hala canli
olsaydi, gelisimi ciddi sekilde gecikmis oldugundan transfer ve kriyoprezervasyon igin

diisiiniilmemelidir (B6 ve Mapletoft. 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 3: Erken morula; ‘morula’ teriminin kokeni Latince dut kelimesinden
gelmektedir. Embriyolar bu asamada en az 16 hiicre grubundan olugmaktadir. Bazi1 bireysel
blastomerlerin goriilmesi kolay olsa da digerleri kismen goriilebilir. Embriyonik gelisimin
bu asamas1 kriyoprezervasyon i¢in pek uygun degildir (Bo ve Mapletoft 2013; Jahnke ve
ark. 2014).

Asama Kodu 4: Kompakt morula; bu embriyolarda bulunan bireysel blastomerler, sikica
sikigtirilmis bir hiicre topu olusturmak i¢in birlesmistir. Embriyonun bu asamasinda bireysel

blastomerleri ayirt etmek imkansizdir. Sikistirma igleminin bir pargasi olarak, hiicreler hiicre
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topunun i¢ kismina ve ayrica hiicre topunun dis kismina tahsis edilmistir. Hiicre topunun dis
tarafindaki hiicreler bitisik bir halkada birbirleriyle siki baglantilar olustururlar. Embriyoyu
olusturan hiicreler, zona pellusida icindeki (perivitellin bosluk) boslugun yaklasik %60-
70’ini doldurur. Embriyonun bu gelisim asamasi bir UFO ile kolaylikla karistirilabilir (B6
ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 5: Erken blastosist; bir erken blastosist asamasindaki embriyonun en ayirt
edici ozelligi, blastosel ad1 verilen kii¢lik sivi dolu olan bir boslugun olmasidir. Blastosel
boslugu ve zona pellusida arasinda birkag farklilagmis trofoblast hiicreleri goriilebilse de bu
asamada ICM (inner cell mass) hiicrelerinden onlar1 ayirt etmek oldukea sinirl kalmaktadir.
Embriyoyu olusturan hiicreler, perivitellin boslugun yaklasik olarak %70-80’nini
doldurmaktadir. Bu agsamada zona pellusidanin kalinlig1 6nceki gelisim asamalarindakilerle

ayn1 kalinlikta, degismemistir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 6: Blastosist; bir blastosist asamasindaki embriyo, normal kalinlikta bir zona
pellusida ile birlikte agik¢a tanimlanmis bir trofoblast tabakasina, blastosel bosluguna ve
ICM hiicre grubuna sahip olacaktir. Embriyonun kismen kollaps (¢okme) olabilecegi
durumlar hari¢ ¢ok az perivitellin alan1 olacaktir ya da hi¢ olmayacaktir (B6 ve Mapletoft

2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 7: Ekspanded blastosist; bir ekspanded blastosist asgamasindaki embriyonun
en ayirt edici 6zelligi genel ¢apinda meydana gelen 1.2-1.5 kat artis ile birlikte zona
pellusidanin orijinal kalinliginin tigte bir oraninda incelmesidir. Blastosel boslugundaki s1vi
hacminin biiyiik oranda artmasi nedeniyle perivitellin bosluk bu asamada mevcut degildir.
[lging bir sekilde ekspanded blastosist evresi embriyolar1 cogunlukla kollabe olmus sekilde
goriinmektedirler. Bu olgu kismi bir blastosel sivi kaybiyla karekterize edilmekte ve
embriyonun zonadan ¢ikmasina (hatching) katkida bulunan normal bir fenomen olduguna
inanilmaktadir. Bu asamadan sonra bir kez incelmis olan zona pellusida, asla orijinal

kalinligina donmeyecektir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 8: Hatched blastosist; hatched blastosist asamasindaki embriyolar, hatching
(zonadan ¢ikmakta olan) siirecine maruz kalabilir ya da zona pellusida dan tamamen
kurtulabilir (hatched). Bu asamadaki embriyolar iyi tanimlanmis blastosel boslugu ile
kiiresel ya da kollaps olabilir. Eger embriyo zona pellusidadan tamamen ayrildiysa ve

neredeyse tamamen kollabse olduysa embriyonik gelisimin bu asamasini siniflandirmasi
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oldukga zor olabilir. Ciinkii bir par¢a endometrial doku pargasi ile kolaylikla karistirilabilir.
Embriyonik gelisimin bu asamasindaki embriyolar uluslararasi ticarete uygun degildirler

(B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Asama Kodu 9: Expanded hatched blastosist; embriyonik gelisimin bu asamasindaki
embriyolar, asama kodu 8 (hatched)’e tamamen benzer goriinmektedir. Fakat bu asamadaki
embriyolarin ¢ap1 ¢ok daha biiyiiktiir. Ostrusun 8. giiniinden daha ge¢ bir zamanda uterus
yikamast yapilmazsa bu donem embriyolarla karsilasmak olas1 degildir. Bu asamadaki
embriyolarda uluslararasi ticarete uygun degildir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark.

2014).

2.10.3. Embriyo Kalite Derecelendirmesi

Embriyo kalite degerlendirmesi, bir embriyonun morfolojik 6zelliklerinin gorsel
olarak degerlendirilmesiyle belirlenmektedir. Bireysel bir embriyonun kalite derecesini
belirlemede kullanilan O6zellikler; blastomerlerin renk, biiylikliikk ve sekil bakimindan
homojenligi, ekstruded hiicrelerin (zona ile vitellin membran arasinda kalmis) varligi, 6lii ya
da dejenere blastomerlerin olmasi, sitoplazmik graniilaritenin derecesi, sitoplazmik
vakuollerin varligt ve zona pellusidanin yapisal biitlinliigli bir embriyonun kalitesini

belirlemede kullanilan 6zelliklerdir (Jahnke ve ark. 2014).

Kod 1: Miikemmel ya da cok iyi; 1. kalite embriyolar, biiylikliik, renk ve yogunluk
bakimindan bir 6rnek blastomerli, simetrik ve kiiresel bir embriyo kiitlesine sahiptirler.
Embriyonik gelisim asamasimin dondr hayvanin embriyo toplama giiniindeki Ostrus
siklusunun giliniiyle uyumlu olmasi gerekmekte, diizensizlikler nispeten kiiciik ve
embriyonik hiicrelerin en az %85°1 saglam, canli ve uyumlu bir kiitleden olugmalidir. Zona
pellusida kiiresel sekilli, piirlizsiiz olmali ve embriyonun bir petri kabina veya payete
yapismasina neden olabilecek igbiikey veya yass1 ylizeyler icermemelidir. Kod 1 embriyolar
dondurma/¢6zdiirme prosediirlerine iyi dayanir. Bu nedenle bazi uygulayicilar, Kod 1
embriyolar1 dondurulabilir embriyolar olarak ta tanimlamaktadirlar. Kod 1 embriyolar ayni
zamanda uluslararasi ticaret i¢in tavsiye edilmektedir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark.

2014).
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Kod 2: lyi; embriyonik kiitlenin genel seklinde ya da embriyoyu olusturan bireysel
hiicrelerin biiyiikliik, renk ve yogunlugunda orta diizeyde diizensizlikler vardir. Embriyonik
kiitlenin en az %50’si saglam olmalidir. Bu embriyolarin dondurma/¢ézdiirme
prosediirlerine dayanikliligr kod 1 embriyolardan daha diisiiktiir, fakat embriyolar uygun
alicilara taze olarak transfer edilirse gebelik oranlart yeterli diizeydedir. Bu yiizden bu
embriyolar genellikle transfer edilebilir olarak adlandirilir buna karsilik dondurulabilir

degildirler (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Kod 3: Zayif; bu embriyolar embriyonik kiitlenin seklinde ya da bireysel hiicrelerin
biiyiikliik, renk ve yogunlugunda biiyiik diizensizliklere sahiptir. Embriyo kiitlesinin en az
%25’1 saglam olmalidir. Bu embriyolar dondurma-¢ozdiirme islemleri sonrasi sag
kalamazlar ve gebelik oranlar1 da eger taze transfer i¢in uygun tasiyict varsa kod 2

embriyolardan daha diisiik olmaktadir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

Kod 4: Olii ya da dejenere; bunlar embriyolar, oositler ya da 1-hiicreli embriyolar
olabilirler. Kod 4 olarak siniflandirilanlar uygun degildirler ve atilmalidirlar. Olii-dejenere
embriyolar, son derece koyu sitoplazma, saglam olmayan hiicre zarlar1 ve diger énemli

kusurlar nedeniyle genel olarak bu kategoriye girmektedirler.

Embriyo kalite derecesi ve transfer sonrasi gebelik oranlari arasinda gii¢lii bir baglanti
olmasina ragmen bazi 1. kalite embriyolar transferden sonra gebelik liretemezken, bazi 3.
kalite embriyolar beklenenden daha yiiksek bir gebelik orani saglamaktadirlar (B6 ve

Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014).

2.10.4. Embriyo Degerlendirme Prosediirii

Uterus yikama prosediirleri sirasinda, embriyolar genel olarak flushing (yikama)
medyumunun hacmini azaltmak amaciyla zona filtresi kullanilarak toplanmaktadir. Bu
filtrelerin bazilar1 tabami ¢izgilidir ve dogrudan mikroskop altinda embriyo aramaya
uygundur. Bazilarin da ise uterus yikama igeriginin filtreleme isleminden sonra petri kabina
aktarilmas1 gerekmektedir. Embriyolar 6nce yilkama medyumu igerisinde, bir stereo
mikroskop kullanilarak 10-15x biiylitme altinda aranir. Daha sonra embriyolar, embriyo

holding medyumunun bulundugu daha kii¢ciik hacimli petri kabina aktarilir. Embriyolar,
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gelisim agamasi ve embriyo kalitesi icin IETS nin iki haneli kod sistemiyle ifade edilmeden

once minimum 50x biiylitmede degerlendirilmelidir (Jahnke ve ark. 2014).

Ostrustan 7 giin sonra genellikle kompakt morula, erken blastosist ve blastosist gelisim
asamalar1 elde edilmektedir. Ekspanded blastosist genel olarak 8. giin yikamalarinda elde
edilir ama bazen 7. giindeki embriyo geri kazanimlarinda da bulunmaktadir. Zona
pellusidanin yar1 saydam olusu ve 15181 yansitma kabiliyeti, arama prosediirleri sirasinda
embriyo ve oositleri teknisyenlerin tanimlamasina yardim eden belirte¢ yapilaridir. Bir
embriyo hatched blastosist asamasina ulagtiktan sonra zona pellusida’siz ve ¢Okmiis
goriintlisiinden dolay1 tanimlamak zor olabilir ve petri kabindaki endometrial hiicreler veya

diger hiicre atiklar1 ile kolay bir sekilde karistirilabilir (Jahnke ve ark. 2014).

Bir embriyonun canliliginin en iyi gostergelerinden biri, gelisim agsamasi ile dstrustan
sonraki yikama giiniiniin uyumlu olmasidir. Ostrustan 7 giin sonra ayni flush i¢inde morula
ve hatching blastosist olabilir. Ayn1 zamanda miikemmel kalitede embriyo ile birlikte
unfertilize (UFO) ve dejenere embriyolarda olabilir. Genellikle embriyo kalite ve
asamasindaki bu genis degiskenlik, mevcut embriyolarin tamamiyla normal olmadigini ve
gebelik oranlarinin hayal kiriklig1 yasatabileceginin isaretleridir (Mapletoft 1986). Kompakt
morula ve blastosist asamasindaki miikemmel ve iyi kalite embriyolardan en yiiksek gebelik

oranlarinin elde edildigi ifade edilmektedir (Hasler ve ark. 1987).

Sonu¢ olarak embriyo degerlendirme, embriyo transfer prosediirlerinin en kritik
asamalarindan biridir. IETS Rehberi, embriyolarin gelisim evrelerinin belirlenmesinde 1’den
9’a kadar olan noktal1 sistemin, embriyo kalitesinin degerlendirilmesi ise 1 ila 4 arasinda bir
sistemin kullanilmas1 gerektigini belirtmektedir. Kod 1 embriyolar, dondurma-¢6zdiirme
islemlerine 1yi dayanir ve uluslararasi ticaret icin tavsiye edilmektedirler. Oysa kod 2 ve kod
3 embriyolar, uygun alicilara taze olarak transfer edilmelidirler. Bu nedenle bir embriyonun
transfere ya da dondurmaya deger olup olmadigini ya da ihracata uygunlugunu belirlemek
embriyoyu degerlendiren kisinin uzmanligina ve deneyimine bagh kalmaktadir (B6 ve

Mapletoft 2013).
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Sekil 2.8. Kod 1 (miikemmel) blastosistler (siyah ince oklar), kod 1 expanded blastosistler (siyah kalin
oklar), kod 2 erken blastosist (¢ift beyaz ok), kod 2 kollabe olmus ekspanded blastosist (tek beyaz ok)
(Sunulan ¢aligmadan alinmistir.)

Sekil 2.9. Kod 1 ekspanded blastosist (kalin beyaz ok), kod 1 blastosistler (ince beyaz oklar), kod 2 blastosist
(siyah ok) (Sunulan galismadan alinmigtir.)
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Sekil 2.10. Farkli morfolojik goriiniime sahip (UFO) oositler. (Sunulan ¢alismadan alinmustir.)

Sekil 2.11. Kod 1 (miikemmel) morulalar (siyah oklar), kod 1 kompakt morula (ince ok), kod 2 (iyi)kompakt
morula (¢ift ince ok), kod 1 erken blastosist (beyaz ok) (Sunulan ¢aligmadan alinmistir.)
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Sekil 2.12. Kod 1(miikemmel) blastosist (beyaz ince ok), kod 1 ekspanded blastosist (kalin beyaz ok), kod 2
ekspanded blastosist (kalin siyah ok), kod 2 (iyi) blastosistler (siyah ince oklar), (Sunulan ¢alismadan
alimustir.)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerec¢

Dogu Akdeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigli, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 30.01.2023 tarih ve 3 no.lu karari ile yapilmasi1 uygun goriilen sunulan ¢aligma,
Adana Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Hayvancilik isletmesi’nde
mevcut, herhangi bir reprodiiktif problemi olmayan, diizenli dstrus gosteren, sagilan giin
sayis1 70-140 giin arasinda olan, laktasyon sayis1 1-2 olan ve benzer siit verimine (ortalama
32 kg/giin) sahip, VKS’u 2.75-3.5 arasi (ortalama: 3.10+0.30), yaslar1 31-42 aylik arasinda
(ortalama:35.50+2.91) olan, 10’arli ii¢ grup olmak iizere toplam 30 bas Siyah-Alaca
Holstayn 1rki inek dondr olarak kullanildi. Calismalar Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii Miidiirliigii niin Embriyo Uretim Merkezi’nde yapildi. Once hayvanlar belirlendi,
sonra her gruba rastgele bir sekilde esit olarak dagitildi. Calismalar, 2024 y1l1 Mart ve Nisan
aylarinda her gruptan 5’er hayvan olacak sekilde; Mart ayinda, 5+5+5 ve Nisan ayinda da
5+5+5 adet olarak toplam 30 bas hayvanin siiperovulasyonu 2 ayda tamamlandi. Barinak ve
bakim sartlari; donor inekler yar1 agik ahir sisteminde barindirildi, tiim ahir alanlarinda
diizenli olarak temizlik ve dezenfeksiyon islemleri uygulandi. Ayrica tiim siirliniin saglik
taramalar1 i¢in kan testleri 6 ay arayla diizenli bir sekilde yapildi. Calismada kullanilan tiim
dondrler; IBR, BVD, EBL, BL, Brusella ve Tiiberkiiloz hastaliklar1 yoniinden ari durumda
olmasi saglandi. Donér ineklerin beslenmesi; rasyonlar hazirlanirken gruplarin ortalama
canl1 agirlik, siit verimi, viicut kondisyon skoru degerleri dikkate alinarak National Research
Council (NRC) (2001) tarafindan tanimlanan formiiller araciligiyla, besin madde
gereksinimi ve kuru madde tiiketimleri hesaplandi. Hesaplanan bu degerler kullanilarak
rasyonlarda kaba/kesif yem orani ¢aligsma siiresince %52 olacak sekilde dengelenerek TMR
(Total Mix Rasyon) olusturuldu. Buna goére TMR igerigini olusturan yemler; misir silaji,
bugday samani, kuru yonca, arpa, mistir, soya kiispesi, aygicegi kiispesi, bugday kepegi, misir
gluteni, mermer tozu, tuz ve vitamin-mineral karisimindan olugmustur. Hayvanlarin su
ihtiyaclar1 otomatik musluklardan ad [libitum olarak saglandi, sagimlar1 ve yemleme

islemleri de sabah-aksam giinde iki kez yapildi.
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3.2.Yontem
3.2.1. Siiperovulasyon Protokolleri ve Gruplar

Calismanin esast protokole didstriiste PGF2a+ PRID (Progesteron Realising
Intravaginal Device) ile baslanip subluteal progesteron ortami olusturmak, bu ortamda
dominant folikiiliin persiste kalmasini yani biiyiimeye devam etmesini saglamak, persiste
folikiilin GnRH enjeksiyonu ile ovulasyonuna ya da bu folikiiliin biiyiikliigiinden dolay1
aspirasyon isleminin daha kolay bir sekilde yapilmasinin saglanmasiyla yeni bir folikiiler
dalga ¢ikmasinin uyarilmasidir. Bu amagla 6strus siklusunun rastgele bir gilinlinde, dnce
transrektal ultrasonografi (5 MHz, Honda HS-102V, Japan) muayenesi ile ovaryumlarin
kontrolii yapilip korpus luteum (CL) varligina bakildi, CL’lar var-yok olarak not edildi ve
ardindan protokole presenkronizasyon amaciyla 2 ml (150 pg d-cloprostenol) PGF2a
(Gestavet Prost, Hipra, Tiirkiye) enjeksiyonu ile baslandi. 14 giin sonra protokoliin 0. gilinii
olan PGF2a +PRID uygulamasi sirasinda CL’si mevcut olan hayvanlar siklik kabul edildi.

Kontrol grubunda ise hayvanin siklusta olmasi yeterli kabul edildi.

Calisma, Guerrero ve ark. (2009)’nin bildirdigi orijinal siiperovulasyon protokolii
(kontrol grubu) calisma gruplarmin temelini olusturuldu. Calisilan arastirma ve kontrol

guruplar1 agagidaki gibidir;

Grup 1- Modifiye GnRH (10 Adet): Ostrus siklusunun rastgele bir déneminde
presenkronizasyon amaciyla -14. giin PG uygulamasi, protokoliin 0. giinii PRID+PG
uygulamasi, 7. giin sabah GnRH enjeksiyonu ile persiste folikiiliin ovulasyonunun
uyarilmasi, GnRH enjeksiyonundan 48 saat sonra baglayarak azalan dozlarda 12 saat arayla
4 giin FSH enjeksiyonu, son iki FSH ile birlikte PG uygulamasi ve son FSH ile birlikte
PRID’lerin ¢ikarilmasi, ovulasyonlarin indiiklenmesi i¢in PRID uzaklastirilmasindan 24 saat
sonra GnRH enjeksiyonu, son GnRH enjeksiyonu ile birlikte baglamak iizere 12 saat arayla
toplam tii¢ sabit zamanli suni tohumlama uygulamasi ve 2. tohumlamadan 7 giin sonra

(protokoliin 21.glinii sabah1) uterus yikamasi ile ova-embriyolarin toplanmasi (Sekil 3.1).
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AMH1
Kan Alim1

AMH2
Kan Alimi

FSH azalan dozda 12
saat arayla 4 giin

N

. S
7.G 9.G 12.G 12.G 13£ 14‘.6 14.& 21.G
Sab. Sab. Sab. AKks. Aks. Sab. Aks. Sab.

Sekil 3.1. Grup 1- Modifiye GnRH siiperovulasyon protokolii (G: giin, S.T: suni tohumlama)

Grup 2- Modifiye Folikiil Aspirasyonu (10 Adet): Ostrus siklusunun rastgele bir
doneminde presenkronizasyon amaciyla -14. giin PG uygulamasi, protokoliin 0. giinii
PRID+PG uygulamasi, 7. giin sabah vajinadan PRID’lerin ¢ikarilmasi1 ve ultrasonografi
rehberliginde transvaginal folikiil aspirasyonunun Kobayashi (2007)’nin tarif ettigi sekilde
yapilmasinin ardindan hemen yeni bir PRID’in vajina i¢i yerlestirilmesi ve bu islemden 48
saat sonra azalan dozlarda 12 saat arayla 4 giin FSH enjeksiyonu, son iki FSH ile birlikte PG
uygulamasi ve son FSH ile birlikte PRID’lerin ¢ikarilmasi, ovulasyonlarin indiiklenmesi i¢in
PRID uzaklagtirilmasindan 24 saat sonra GnRH enjeksiyonu, donérlere GnRH enjeksiyonu
ile birlikte baglamak lizere 12 saat arayla toplam {ii¢ sabit zamanli suni tohumlama
uygulamasi yapilmasi ve 2. tohumlamadan 7 giin sonra (protokoliin 21.gilinii sabah1) uterus

yikamast ile ova-embriyolarin toplanmasi (Sekil 3.2).

AMH1
Kan Alimi

FSH azalan dozda 12
saat arayla 4 giin

NESEaE—

N * v v
. . 12.G 12.G 13.G 14°G 14.G 21.G
Sab. Sab. Sab. Aks. Aks. Sab. Aks. Sab.

Sekil 3.2. Grup 2- Modifiye folikiil aspirasyonu siiperovulasyon protokolii (G: giin, S.T: suni
tohumlama)

Grup 3- Kontrol Grubu (10 Adet): Grup 1 ve 2’den farkli olarak presenkronizasyon islemi
yapilmadan, Guerrero ve ark. (2009)’nin bildirdigi orijinal protokol uygulandi. Protokol su
sekildedir: Ostrus siklusunun rastgele bir déneminde protokoliin 0. giinii aksam PRID+PG
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uygulamasi, 7. glin sabah GnRH enjeksiyonu ile persiste folikiiliin ovulasyonunun
uyarilmasi, GnRH enjeksiyonundan 36 saat sonra baslayarak azalan dozlarda 12 saat arayla
4 giin FSH enjeksiyonlar1 yapilmasi, son iki FSH ile birlikte PG uygulamasi ve son FSH ile
birlikte PRID’lerin ¢ikarilmasi, siiperstimiile folikiillerin ovulasyonlarinin indiiklenmesi igin
PRID uzaklastirilmasindan 24 saat sonra GnRH enjeksiyonu, dondrlere bu uygulamadan 12
ve 24 saat sonra sabit zamanli suni tohumlama uygulamalar1 yapilmas1 ve 7 giin sonra yani

20. giin sabah flushing uygulamasi ile ova-embriyolarin toplanmasi (Sekil 3.3).

AMH 1
Kan Alima

GnRH [ Pere | Emmm]
FSH azalan dozda 12 saat 4
arayla 4 giin
e | 1Bl =l
{ * v ¢ v * *
0.G 7.G 8.G 11.G 12.G 13.G 13.G 14.G 20.G
Aks. Sab. Aks. Aks. Sab. Sab. AKks. Sab. Sab.

Sekil 3.3. Grup 3- Kontrol grubu siiperovulasyon protokolii (G: giin, S.T: suni tohumlama)

3.2.1.1. Siiperovulasyon Protokollerinin Uygulanmasi

Grup 1°de protokoliin -14. giinii presenkronizasyon amaciyla 2 ml (150 pg d-
cloprostenol) PGF2a (Gestavet Prost, Hipra, Tlirkiye) intramuskiiler (i.m) olarak uygulandi.
Protokoliin 0. giinii transrektal ultrasonografi (5 MHz, Honda HS-102V, Japan) muayenesi
ile ovaryumlarda CL (korpus luteum) varligina bakildi, kontrol edilen tiim donor ineklerde
CL varlig1 dogrulandiktan sonra 2 ml PGF2a enjeksiyonu yapildi ve intravaginal 1.55g
progesteron iceren PRID-DELTA (Ceva, Tiirkiye) yerlestirildi. 7. Gilin sabah ovaryumlar,
dominant folikiiliin biiyiikliigii ve hangi ovaryumda oldugu yoniinden kontrol edildi. Persiste
folikiiliin ovulasyonunun indiiklenmesi i¢in GnRH analogu olan 50 pg Lesirelin (Lecibreed,
Vetas, Tiirkiye) i.m enjeksiyon seklinde yapildi. 9. giin sabahtan 12. giin aksama kadar 12
saat arayla azalan dozlar seklinde 8 adet FSH (Stimufol, Reprobiol, Belgium) enjeksiyon (1.
giin 100/100 pg, 2. giin 75/75 pg, 3. giin 50/50 pg, 4. glin 25/25 pg) uygulamasi, toplam 500
ug Follitropin i.m olarak uygulandi. Kullanilan FSH preparati Stimufol 10 ml; Porcine
Follitropin: 500 pg ve Porcine Lutropin: 100 pg igeriklidir. FSH enjeksiyon dozlari ml
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olarak; 2-2 ml, 1.5-1.5 ml, 1-1 ml, 0.5-0.5 ml seklinde yapild1. 12. giin sabah ve aksam 7 ve
8. FSH enjeksiyonlar1 ile birlikte 2 ml (150 pg, d-Cloprostenol) PGF2a (Gestavet Prost,
Hipra, Tirkiye) enjeksiyonlar1 yapildi. Son FSH enjeksiyonu ile birlikte PRID’ ler ¢ikarildi.
13. giin aksam siiperstimiile edilmis folikiillerin ovulasyonlarinin uyarilmasi amaciyla 2 ml
(50 pg lesirelin) GnRH (Lecibreed, Vetas, Tiirkiye) enjeksiyonu ile birlikte 1. suni
tohumlama yapildi. Tohumlamalar daha 6nce fertilitesi denenmis olan iki farkli ticari boga
spermasi ile son FSH enjeksiyonlarindan sonraki 24, 36 ve 48. saatlerde olmak iizere ii¢ kez,
donmus-eritilmis birer adet 0.25 ml’lik ticari sperma payetleri kullanilarak, rektovajinal suni

tohumlama yontemiyle yapildi.

Grup 2’de protokoliin -14. giinli presenkronizasyon amaciyla 2 ml (150 pg d-
cloprostenol) PGF2a (Gestavet Prost, Hipra, Tiirkiye) intramuskiiler (i.m) olarak uygulandi.
Protokoliin 0. giinii transrektal ultrasonografi (5 MHz, Honda HS-102V, Japan) muayenesi
ile ovaryumlarda CL (korpus luteum) varligina bakildi, kontrol edilen tiim dondr ineklerde
CL varlig1 dogrulandiktan sonra 2 ml PGF2a enjeksiyonu yapild1 ve intravaginal 1.55g
progesteron iceren PRID-DELTA (Ceva, Tiirkiye) yerlestirildi. 7. Giin sabah 6nce vajinada
bulunan PRID’ler ¢ikarildi sonra ovaryum kontrolleri yapildi, ovaryumlar iizerinde bulunan
10 mm ve daha biiyiik folikiillerin aspirasyon islemi, Honda HS-2000 (5 MHz, Honda HS-
2000 VET, Japan) ultrasona monte edilmis ve aspirasyon ignesi ihtiva eden 7.5 MHz
konveks OPU probu ile Kobayashi (2007)’nin tarif ettigi sekilde yapildi. Folikiil i¢eriginin
tam olarak bosaldiginin tespit edilmesi sonrasi vajinaya yeni bir PRID yerlestirildi. 9. giin
sabahtan 12. giin aksama kadar 12 saat arayla azalan dozlar seklinde 8 adet FSH (Stimufol,
Reprobiol, Belgium) enjeksiyon (1. giin 100/100 pg, 2. giin 75/75 pg, 3. giin 50/50 ng, 4.
giin 25/25 pg) uygulamasi, toplam 500 pg Follitropin i.m olarak uygulandi. Kullanilan FSH
preparat1 Stimufol 10 ml; Porcine Follitropin: 500 pg ve Porcine Lutropin: 100 pg iceriklidir.
FSH enjeksiyon dozlar1 ml olarak; 2-2 ml, 1.5-1.5 ml, 1-1 ml, 0.5-0.5 ml seklinde yapildi.
12. giin sabah ve aksam 7 ve 8. FSH enjeksiyonlari ile birlikte 2 ml (150 pg, d-Cloprostenol)
PGF2a (Gestavet Prost, Hipra, Tiirkiye) enjeksiyonlar1 yapildi. Son FSH enjeksiyonu ile
birlikte PRID’ ler ¢ikarildi. 13. giin aksam sabit zamanli tohumlama ve siiperstimiile edilmis
folikiillerin ovulasyonlarinin uyarilmasi amaciyla 2 ml (50 pg lesirelin) GnRH (Lecibreed,
Vetas, Tiirkiye) enjeksiyonu ile birlikte 1. suni tohumlama yapildi. Tohumlamalar daha 6nce

fertilitesi denenmis olan iki farkli ticari boga spermasi ile son FSH enjeksiyonlarindan
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sonraki 24, 36 ve 48. saatlerde olmak iizere ii¢ kez, donmus-eritilmis birer adet 0.25 ml’lik

ticari sperma payetleri kullanilarak, rektovajinal suni tohumlama yontemiyle yapildi.

Kontrol grubunda protokoliin 0. giinii aksam, transrektal ultrasonografi (5 MHz,
Honda HS-102V, Japan) muayenesi ile ovaryumlarda CL varligina bakildi, sonra 2 ml (150
ng, d-Cloprostenol) PGF2a (Gestavet Prost, Hipra, Tirkiye) enjeksiyonu yapilip,
intravaginal 1.55 g progesteron igeren PRID-DELTA (Ceva, Tiirkiye) yerlestirildi. 7. giin
sabah ovaryumlar, dominant folikiiliin biiyiikliigii ve hangi ovaryumda oldugu yoniinden
kontrol edildi. Ovulasyonun indiiklenmesi i¢in GnRH analogu olan 50 pg lesirelin
(Lecibreed, Vetas, Tiirkiye) i.m enjeksiyon seklinde yapildi. 8. giin aksam FSH
enjeksiyonlarindan 6nce ovaryumlarda 7. giin tespit edilen dominant folikiiliin ovulasyonu
kontrol edildi. Dominant folikiiliin tespit edilememesi ovulasyon olarak degerlendirildi. 8.
giin aksam- 12. giin sabah aras1 12 saat arayla azalan dozlar seklinde 8 adet FSH (Stimufol,
Reprobiol, Belgium) enjeksiyon (1. giin 100/100 pg, 2. giin 75/75 pg, 3. giin 50/50 ug, 4.
giin 25/25 pg) uygulamasi, toplam 500 pg Follitropin i.m olarak uygulandi. Kullanilan FSH
preparat1 Stimufol 10 ml; Porcine Follitropin: 500 pg ve Porcine Lutropin: 100 pg igeriklidir.
FSH enjeksiyon dozlar1 ml olarak; 2-2 ml, 1.5-1.5 ml, 1-1 ml, 0.5-0.5 ml seklinde yapildi. 7
ve 8. FSH enjeksiyonlari ile birlikte 2 ml (150 pg, d-Cloprostenol) PGF2a (Gestavet Prost,
Hipra, Tiirkiye) enjeksiyonlar1 yapildi. Son FSH enjeksiyonu ile birlikte PRID’ ler ¢ikarildi.
13. giin sabah siiperstimiile edilmis folikiillerin ovulasyonlarinin uyarilmast amaciyla 2 ml
(50 pg lesirelin) GnRH (Lecibreed, Vetas, Tiirkiye) enjeksiyonu uygulandi (0. saat). Bundan
12 ve 24 saat sonra olmak iizere iki kez, dondurulmus-¢ozdiiriilmiis birer adet 0.25 ml’lik
ticari sperma payetleri kullanilarak rektovajinal suni tohumlama yontemiyle tohumlamalar

yapildi.

Grup 1 ve 2’de 21. giin sabah, Grup 3’te (kontrol grubu) ise 20. giin sabah inekler
flushing (embriyo toplama, uterus yikamasi) i¢in travaylara alindi. Uterus yikamasi
oncesinde ultrason (5 MHz, Honda HS-102V, Japan ve 5 MHz, Honda HS- 2000VET, Japan)
ile ovaryum muayeneleri yapildi ve toplam CL ve anovulatdr follikiil sayilar1 tespit edildi.
Flushing islemi, cerrahi olmayan iki yollu balon katater (Foley) ile kesintili akis sistem
teknigi ile her bir kornu i¢in ayr1 ayr1 yapildi (Noga ve Looney 2021). Dondr ineklerin
flushing islemi i¢in 6nce kuyruk bir tarafa baglanip sabitlendi, vulva ve ¢evresi temiz 1lik su
ile yikand1 ve kagit havlu ile kurulandi. 5-6 ml lidokain (Adokain, 50 ml, Sanovel, Tiirkiye)

ile st epidural anestezi yapildi ve uterus yikamasi i¢in ¢ift yonlii Foley kateteri (30 cc,
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Bioniche, Kanada) kullanildi. Foley kataterinin kornu uteriye sabitlenmesi ic¢in katater
icerisine ¢elik stile (E24A, Agtech, ABD) yerlestirildi ve serviks gecilerek katater ucu
yikama yapilacak kornuya yonlendirildi. Kateterin balonu kornularin bifurkasyo
noktasindan yaklasik 5 cm igeri girdikten sonra 15-20 ml hava ile sisirilerek sabitlendi.
Yikama soliisyonunun uterusa verilip alinmasi i¢in kullanilan ii¢ yollu Y kataterin (E27,
Agtech, ABD) bir ucu Foley kataterine, diger uglar1 yikama soliisyonunun toplanacagi 1
It’lik cam sise ve yikama medyumunun bulundugu serum torbasinin u¢ kisimlarina
sabitlendi. Yikama soliisyonu olarak %1 buzagi serumu (Fotal Bovine Serum Sigma F 9665,
Almanya) ve %0.1 Kanamisin (Kanovet, Vetas Veteriner ve Tarmm ilaglari A.S.
Kiiciikgekmece/Istanbul) igeren 1000 ml’lik laktatli-ringer soliisyonu (Ringer-Fleks,
Eczacibagi-Baxter Hastane Uriinleri San.ve Tic. A.S., Ayazaga/Istanbul) kullanildi. Yikama
sirasinda kornularin 6nce yaklasik %30’u sonra %50’si daha sonra %70 ve tamami
doldurularak yikama soliisyonu uterusa verilip alindi. Her bir kornu uterinin yitkanmasi i¢in

yaklagik 500 ml soliisyon kullanildi (Noga ve Looney 2021).

Cizelge 3.1. Protokoliin 7. giiniinde, folikiil aspirasyon grubundaki dondrlerin folikiil aspirasyonu oncesi
ovaryumlarinda bulunan aspire edilen folikiillerin say1 ve biiyiikliikleri

Donér Sag ovaryum Sol ovaryum
1 18 mm -

2 - 15 mm
3 15 mm ve 10 mm -

4 17 mm -

5 - 16 mm
6 20 mm -

7 19 mm -

8 17 mm 12 mm
9 18 mm -

10 - 17 mm
Ortalama 16.16+2.73 mm
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Resim 2

"R
GRI1D

Sekil 3.4. Folikiil aspirasyonundan 6nce ovaryumda bulunan 10 mm ve 15 mm’lik iki folikiiliin durumu
(Resim 1), 10 mm’lik folikiiliin aspirasyonundan sonraki goriintii (Resim 2), ovaryum iizerinde bulunan iki
biiyiik folikiiliin aspirasyonundan sonraki goriintii (Resim 3).

Sekil 3.5. Siiperstimiilasyon uygulamasi devam ederken (4. FSH enjeksiyonu) folikiillerin durumu (Resim 4),
tohumlama 6ncesi folikiillerin durumu (Resim 5).
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_G: 9 R: 8cm STC:4 BRT:8 M:RANGE M:RANGE

Sekil 3.6. Siiperovulasyon uygulanmis bir sigir ovaryumu, flushing 6ncesi korpus luteumlar (oklar korpus
luteum caplari).

3.2.1.2. Uterus Yikamasi Sonrasi Yapilan Islemler

Yikama iglemi tamamlandiktan sonra dondr ineklerin uterusuna rekto-vaginal yoldan
500 mg Sefapirin igeren 19 g’lik tiipler (Metrinew, Alke, Tiirkiye) enjekte edildi. Ayrica
uterusta kalmasi muhtemel embriyolarin gelistirebilecegi istenmeyen gebeliklerin dnlenmesi
icinde intra muskuler olarak 150 pg, d-Cloprostenol (Gestavet Prost, Hipra, Tiirkiye)

enjeksiyonlar1 uygulandi.

Bir sisede toplanan uterus yikama igerigi Emcon filtreden (Agtech Zona Filter,
Radiated, CAT. #D03) gecirildi, filtrede kalan kisim, tabani 6nceden kareler seklinde
cizilmis petri kaplarina aktarildi (ISOLAB, 90x17 mm plastik petri kutulari, Tiirkiye). Stereo
mikroskop (Leica, SSAPO, Germany) altinda embriyolar arandi. Tespit edilen tiim oosit-
embriyolar icerisinde % 20 fotal buzagi serumu (Fotal Calf Serum, Sigma F 9665, Almanya),
TCM-199 (Medium 199, M7528, Sigma, Almanya) ve % 0.1 kanamisin (Kanovet, Vetas
Veteriner ve Tarim Ilaclar1 A.S. Kiiciikcekmece/istanbul) igeren holding soliisyonunun
bulundugu daha kiigiik bir petri kabina (Cellstar, hiicre kiiltiir kab1, 35/10 mm, greiner BIO-
ONE) alindi, tarama islemi tamamlaninca, bulunan uygun embriyolar holding medyumun
bulundugu yeni bir 35 mm’lik petriye alindi ve burada Uluslararas1 Embriyo Teknoloji
Dernegi (IETS) manuel 2010’a gore embriyolar asama ve kalitelerine gore smiflandirild:

(Stringfellow ve Givens 2010).

Calismada Flushing sonrasi toplanan oosit-embriyolarin veri degerlendirmeleri su

sekilde yapilds;

Toplam oosit-embriyo (hiicre) sayisi: Petride bulunan tiim asama ve kalitedeki embriyolar

ayrica fertilize olmamais oositler,
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Transfer edilebilir embriyo sayisi: Kalite derecesi 1, 2 ve 3 olan embriyolar,
Dondurulabilir Embriyo sayisi: Kalite derecesi 1 olan embriyolar,

Gelisim asamalarina gore embriyo sayilari: 1’den 9’a kadar; 1-unfertilize oosit, 2- 2-12
hiicreli embriyo, 3-morula, 4-kompakt morula, 5-erken blastosist, 6-blastosist, 7-expanded

blastosist, 8-hatched blastosist, 9-expanded hatched blastosist,

Kalite derecelerine gore embriyo sayilari: Kod 1, kod 2, kod 3, kod 4 (6lii ya da dejenere

embriyo, oosit)
UFO (Unfertilize ova) sayisi: Fertilize olmamis oositler

Dejenere embriyo sayisi: Fertilize olmus ama gelisememis ya da dejenere olmus. Kalite

derecesi 4 olan (kullanilamazlar)

Sekil 3.7. Folikiil aspirasyonu grubundaki bir dondr inekten alinan oosit/embriyolar, iistte kalan kisimda 41
transfer edilebilir embriyo, altta kalan kisimda 7 UFO, 3 dejenere embriyo bulunmaktadir.

3.2.2. AMH (Anti Miillerian Hormon) Testleri icin Kan Alim

Anti Miillerian Hormon analizi i¢in kan alma;

1- AMH i¢in kan alimlar1 grup 1 ve 2’de, siiperovulasyon protokollerinin ayni
noktasinda yapildi. 1. kan alimi1 (AMH1), siiperovulasyon protokoliiniin 9. giin
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sabahina denk gelen 1. FSH enjeksiyonlarindan hemen o6nce, 2. kan alimi
(AMH2) stiperovulasyon  protokoliinin  13. giin aksami, GnRH
enjeksiyonlarindan hemen 6nce yapilda.

2- Kontrol grubunda ise 1. kan alim1 (AMH]1) siiperovulasyon protokoliiniin 8. giin
aksamina denk gelen 1. FSH enjeksiyonlarindan hemen once, 2. kan alim1 da

(AMH2) 13. giin sabah, GnRH enjeksiyonlarindan hemen 6nce yapildi.

Sonugta, 1. kan almlarn (AMHI1) grup 1°de GnRH ile folikiiler dalga
senkronizasyonundan 48 saat sonra, kontrol grubunda GnRH ile folikiiler dalga
senkronizasyonundan 36 saat sonra ve grup 2’de folikiil aspirasyonu ile folikiiler dalga
senkronizasyonundan 48 saat sonra alindi. Yani her {i¢ grupta da folikiiler dalga ¢iktiktan
sonra ve 1. FSH enjeksiyonlarindan hemen 6nce yapildi. 2. kan alimlar1 da her ii¢ grup i¢in
FSH ile folikiiler siiperstimiilasyonun tamamlanmasindan 24 saat sonra ve GnRH ile

ovulasyonlarin uyarilmasindan hemen 6nce yapildi.

Tiim gruplarda 1. FSH enjeksiyonu 6ncesi ve son FSH enjeksiyonlarindan 24 saat
sonra hayvanlarin kuyruk alt1 venasindan vakumlu 9 ml’lik kirmiz1 kan tiiplerine (Ayset,
Adana, Turkiye) kan 6rnekleri alindi, kan tiipleri +4°C’de 3000 devirde 10 dk. santrifiij edildi
ve kan serumlart 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi. Serum o&rnekleri AMH testi

yapilincaya kadar derin dondurucuda (-40 °C) muhafaza edildi.

3.2.3. AMH Analizi

Alinan kan orneklerinin serum AMH diizeylerinin 6l¢timii, elektrokemiliiminesans
immiinolojik test yontemiyle, AMH Beckman Coulter II ELISA testine gore standardize
edilen Elecsys AMH Kkiti ile tam otomatik immiinolojik test analizériinde (Roche, Cobas e
601, Germany, application code number: 782) 6l¢iildii (Ireland ve ark. 2008; Deeks 2015;
Anckaert ve ark. 2019; Jacobs ve ark.2019; Domain ve ark. 2022; Koca ve ark. 2023).
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Sekil 3.8. Flushing 6ncesi ovaryumlarin muayenesi

Sekil 3.9. Flushing (uterus yikamast) islemi
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Sekil 3.10. Uterus yikanti sivisinin zona Sekil 3.11. Zona filtresinde kalan ve petri kabina aktarilmisg
filtresinden siiziilmesi icerikte mikroskop altinda embriyo aranmasi

3.3. istatistiki Analizler

[statistiki degerlendirmelerde SPSS 25.0 paket programi kullamildi. Arastirma
sonucunda elde edilen verilerin ortalama ve standart hata degerleri hesaplandi. Caligmada
ti¢ farkl protokoliin gruplara gore; siiperovulasyon yanitlari, anovule folikiil sayilari, toplam
elde edilen hiicre sayisi, transfer edilebilir embriyo sayilari, fertilize yapi, UFO sayilari,
embriyo gelisim asamalar1 ve kalite dereceleri, serum AMHI ve AMH2 diizeyi
karsilagtirilmalart Kruskal Wallis testine gore yapildi. Serum AMHI ve AMH?2 diizeyleri
arasindaki degisim farkinin 6nemini belirtmek i¢in T testi kullanildi. Ayrica AMHI1, AMH2,
CL sayisi, CL+anovule folikiil sayisi, toplam oosit-embriyo sayisi, transfer edilebilir ve
dejenere embriyo sayilari, UFO sayilar1 ve kalite derecelerine gore (1, 2, 3, 4. kalite) embriyo
sayilar1 arasinda korelasyon analizleri yapildi. Ortalama degerleri ile standart hata oranlari

hesaplandi (Ortalam deger+ Standart Hata).
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4. BULGULAR

4.1. Siiperovulasyon Sonrasi1 Ovaryum Bulgular1 ve Flushing Sonrasi Elde Edilen
Oosit-Embriyo Sayilari
Sunulan calismada 10’arli gruplardan olusan iki modifiye grubunda, bir de kontrol
grubunda bulunan toplam 30 dondére ii¢ farkl: siiperovulasyon protokol uygulamasi yapildi.
Gruplar sirastyla; Grupl: Modifiye GnRH, Grup 2: Modifiye folikiil aspirasyonu ve Grup 3:
Kontrol grubu seklinde olusturuldu. Uterus yikamasindan hemen 6nce yapilan ovaryumlarin
ultrasonografi kontrollerinde ortalama CL ve anovule folikiil sayilar1 sirayla; Grup 1°de
(modifiye GnRH grubu) 18,9+2.45 ve 1.84+0.49, Grup 2’de (modifiye folikiil aspirasyon
grubu) 19,643.72 ve 4.1£1.07 ve Grup 3’te (orijinal GnRH-kontrol grubu) 11,8+1.61 ve
0.3+0.15 olarak tespit edildi. Uterus yikama islemi sonrasi elde edilen oosit-embriyo sayilari
ve bunlara ait degerlendirmelerin sonuglar1 da gruplara gore sirasiyla; toplam oosit-embriyo
(toplam hiicre) sayisi; 16.10£2.93, 17.30+4.01 ve 9.40+1.76, geri kazanim oranlar1 (%);
81.71x6.75, 87.17£6.5 ve 73.59+6.83, transfer edilebilir embriyo sayilari; 14.304+2.77,
11.70+3.65 ve 8.50+1.85, dejenere embriyo sayilart; 1.20+£0.76, 1.70+£0.47 ve 0.20+0.13,
fertilize oosit say1 ve yiizdeleri; 15.50+2.79; %96.47+1.99, 13.40+3.8; %73.82+8.49 ve
8.70+1.83; %90.2145.9, anfertilize oosit (UFO) sayilar da; 0,6+0.27, 3,9+1.32 ve 0,7+0.33
olarak bulundu (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Gruplarin siiperovulasyon yanitlari, anovule folikiil sayilari ve flushing sonrasi elde edilen oosit-
embriyo sayilar ile bunlara ait degerlendirmelerin uygulanan protokollere gore kargilastirmasi

(Ort. + Std. Hata).

incelenen Ozellikler Gruplar (n=10)
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama P
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
CL Sayisi 18.90+ 2.452 19.60+ 3.72% 11.80+ 1.61° | 0.049 *
(12.00-38.00) (11.00-52.00) (3.00-20.00)
Anovule Folikiil Sayisi 1.80+ 0.49° 4.10+1.07* 0.30+£0.15°¢ 0.001 | **
(0.00-4.00) (1.00-11.00) (0.00-1.00)
Toplam Hiicre (oosit-embriyo) Sayisi 16.10+2.93 17.30+ 4.01 9.40+ 1.76 0.106 | OD
(5.00-37.00) (7.00-52.00) (1.00-20.00)
Geri Kazanim Oram (%) 81.71£6.75 87.17+ 6.50 73.59+ 6.83 0.242 | OD
(41.67-100) (38.89-100) (33.33-100)
Transfer Edilebilir Embriyo Sayis1 (1., 14.30+ 2.77 11.70+ 3.65 8.50+ 1.85 0214 | OD
2., 3. kalite Embriyo) (5.00-35.00) (2.00-42.00) (1.00-20.00)
Transfer Edilebilir Embriyo (1., 2., 3. 89.50+ 4.92? 62.52+ 8.65° 87.96+6.16* | 0.012 *
kalite Embriyo) (%) (56.25-100) (21.05-93.75) (40.00-100)
Dejenere Embriyo Sayisi 1.20+ 0.76 1.70+ 0.47 0.20+£0.13 0.052 | OD
(0.00-7.00) (0.00-4.00) (0.00-1.00)
Fertilize Oosit Sayisi 15.50+ 2.79 13.40+ 3.80 8.70+ 1.83 0.154 | OD
(5.00-35.00) (3.00-45.00) (1.00-20.00)
Fertilize Oosit (%) 96.47+ 1.992 73.82+ 8.49° 90.21+ 5.90* | 0.013 *
(80.00-100) (31.58-100) (40.00-100)
UFO Sayisi 0.60+ 0.27° 3.90+ 1.32° 0.70+ 0.33° 0.014 *
(0.00-2.00) (0.00-13.00) (0.00-3.00)

*: p<0.05; **: p<0.01; OD: Onemsiz Deger

a, b, c: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar dnemlidir.
Geri Kazanim Orani (%) = Toplam Hiicre Sayis1 /Toplam CL Sayis1 x 100

Transfer Edilebilir Embriyo (%) = Transfer Edilebilir Embriyo Sayisi/Toplam Hiicre Sayist x 100
Fertilize Oosit (%) = Fertilize Oosit Sayis1/ Toplam Hiicre Sayisi x 100

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi siiperovulasyon cevabi (CL sayilar) bakimindan

gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak ©Onemli bulundu (p<0.05). Modifiye
siiperovulasyon protokollerinin uygulandigi grup 1 ve 2’de orijinal siiperovulasyon
protokolii uygulanan gruba goére daha iyi siiperovulasyon yaniti alindi. Gruplar arasi
anovulator folikiil sayis1 bakimindan yiiksek diizeyde anlamli fark bulundu (p<0.01).
Modifiye folikiil aspirasyonu grubu (grup 2) 4.10+ 1.07 ovulasyona gitmemis folikiil
ortalamasiyla diger iki gruptan ayrildi. Modifiye grup 1°de 1.80+ 0.49 olurken, kontrol
grubunda (grup 3) 0.30+ 0.15 ortalama ile ¢cok daha diisiik anovule folikiil sayilar1 elde
edildi. Anovule folikiil sayilar1 bakimindan kontrol grubunun daha iyi oldugu goriildii. Elde
edilen toplam hiicre sayis1 (oosit-embriyo) yoniinden gruplar arasinda istatistiksel bir fark

bulunmamasina ragmen grup 1 (16.10% 2.93) ve grup 2’de (17.30+ 4.01) grup 3’e (9.40+
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1.76) gore sayisal olarak onemli sayilabilecek bir listiinlikk bulundu (p>0.05). Dejenere
embriyo sayilar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunmamasina ragmen
(p=0.052), grup 3’de dejenere embriyo sayilarinin (0.20+ 0.13) daha diisiik oldugu grup 1
(1.20+ 0.76) ve grup 2 (1.70+ 0.47) ile aralarinda anlamli farka yakin oldugu goriildii.
Gruplar arasinda fertilize oosit ve transfer edilebilir embriyo yiizde degerleri yoniinden fark
onemliydi (p<0.05). Grup 1 (%96.47+ 1.99) ve kontrol grubu olan grup 3 (%90.21+ 5.90)’lin
fertilizasyon ylizdeleri, grup 2 (%73.82+ 8.49)’den dnemli oranda yiiksek bulundu. Grup
2’nin fertilizasyon oranlarinin diger iki gruba gore diisiik kaldig1 goriildi. Transfer edilebilir
embriyo ylzdeleri grup 1 (%89.50+ 4.92) ve grup 3’te (87.96+ 6.16) birbirine yakin
bulunurken, grup 2°de %62.52+ 8.65 ile diger gruplardan anlamli diizeyde diisiiktii (p<0.05).
UFO sayilar1 bakimindan gruplar arasindaki fark anlamliyd: (p<0.05) ve UFO sayist grup
2’de 3.90+ 1.32 ile grup 1 (0.60+ 0.27) ve grup 3 (0.70+ 0.33)’ten 6nemli oranda fazla
bulundu. Gruplar arasinda geri kazanim oranlari, toplam hiicre, fertilize oosit ve transfer

edilebilir embriyo sayilar1 arasindaki fark dnemsizdi (p>0.05).

4.2. Flushing Sonras1 Elde Edilen Oosit-Embriyolarin Kalite Siniflandirilmasi

Degerleri

Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi gruplardaki embriyolarin kalite derecelerine gore
ortalama degerlerinin karsilastirilmasinda, 4. kalite embriyo sayilar1 agisindan gruplar
arasinda yiiksek diizeyde anlamli fark bulundu (p<0.01). Grup 2’de 5.60+ 1.38 transfer
edilemez embriyo-oosit sayist ile grup 1 (1.80% 0.79) ve grup 3 (0.90+ 0.38)’ten yiiksek
bulundu. Gruplar arasinda 1. kalite (dondurulabilir kalitede embriyo) embriyo sayilari
bakimindan istatistiksel bir fark bulunmamasina ragmen sayisal olarak grup 1 (11.90+2.34)
ve grup 2 (10.00+ 3.55)’den grup 3 (6.00+ 1.14)’e gore sirasiyla 5.9 ve 4 daha fazla
dondurulabilir kalitede embriyo elde edildi.
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Cizelge 4.2. Gruplardan elde edilen embriyolarin

karsilagtirmasi (Ort. = Std. Hata)

kalite derecelerinin uygulanan protokollere gore

Incelenen Ozellikler

Gruplar (n=10)

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama P
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
1. Kalite Embriyo Sayis1 11.90+ 2.34 10.00+ 3.55 6.00+ 1.14 0.119 OD
(3.00-28.00) (2.00-40.00) (1.00-12.00)
2. Kalite Embriyo Sayis1 1.40+ 0.40 1.50+ 0.67 2.10£0.95 0.929 OD
(0.00-3.00) (0.00-7.00) (0.00-8.00)
3. Kalite Embriyo Sayisi 1.00+0.47 0.20+0.13 0.40+£0.16 0.430 OD
(0.00-4.00) (0.00-1.00) (0.00-1.00)
4. Kalite Embriyo Sayisi 1.80+ 0.79° 5.60+ 1.38° 0.90+ 0.38° 0.005 *x
(Dejenere Embriyo+UFO) (0.00-7.00) (1.00-15.00) (0.00-3.00)

*%: p<0.01; OD: Onemsiz Deger

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.

Cizelge 4.3. Gruplardan elde edilen embriyolarin kalite derecelerine gore yiizde (%) degerlerinin uygulanan
protokollere gore karsilastiriimasi (Ort. + Std. Hata).

Incelenen Ozellikler (%) Gruplar (n=10)
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama P
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
1. Kalite Embriyo 72.57+4.98 52.02+ 8.22 69.94+ 7.94 0.130 | OD
(50.00-94.12) (21.05-93.75) (30.77-100)
2. Kalite Embriyo 11.18+3.08 12.83+ 5.47 16.07+ 6.38 0.948 OD
(0.00-30.00) (0.00-53.85) (0.00-61.54)
3. Kalite Embriyo 6.28+2.72 1.26+0.84 3.04+1.30 0.340 | OD
(0.00-20.00) (0.00-6.67) (0.00-10.00)
4. Kalite Embriyo 10.50+ 4.92° 37.48+ 8.65% 12.04+ 6.16% 0.012 *
(Dejenere Embriyo+UFO) (0.00-43.75) (6.25-78.95) (0.00-60.00)
Dejenere Embriyo 6.98+4.45 11.31+3.39 2.25+1.51 0.180 | OD
(0.00-43.75) (0.00-27.27) (0.00-12.50)
UFO 3.53+1.99° 26.18+ 8.492 9.79+ 5.90° 0.013 *
(0.00-20.00) (0.00-68.42) (0.00-60.00)

*: p<0.05; OD: Onemsiz Deger

a, b: Ayn1 satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar aras1 farkliliklar 6nemlidir

Cizelge 4.3’te gosterildigi gibi gruplar aras1 embriyo kalite dereceleri yiizde degerlerinin
1., 2 ve 3. kalite embriyolar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmazken
(p>0.05), 4. kalite embriyo ve UFO ylizdeleri yoniinden gruplar aras1 fark anlamli bulundu
(p<0.05). Gruplar arasi1 4. kalite embriyo oranlar1 grup 1 ve grup 3’te benzer bulunmasina

ragmen folikiil aspirasyon grubunda (grup 2) %37.48+ 8.65 ile her iki grup ortalamasindan
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yiiksekti (p<0.05). UFO oran1 grup 2’de (%26.18+ 8.49), grup 1 (%3.53+ 1.99) ve grup 3’ten
(%9.79+ 5.90) anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). Sonug olarak, folikiil aspirasyon
grubunda (grup 2), 4.kalite embriyo (dejenere embriyo + UFO) oran1 GnRH ile folikiiler
dalga senkronizasyonlarinin yapildigi grup 1 ve grup 3’ten anlamli diizeyde yiiksek bulundu

(p<0.05).

4.3. Flushing Sonrasi Elde Edilen Embriyolarin Gelisim Asamalarina Gore Degerleri

Cizelge 4.4’te sunulan flushing sonrasi elde edilen transfer edilebilir embriyolarin
gruplara gore gelisim asamalarinin karsilastirilmasinda, morula agsamasi yoniinden gruplar
arasinda onemli bir fark bulunmazken (p>0.05), kompakt morula agamasindaki embriyo
sayilar1 bakimindan gruplar arasindaki fark ise anlamliydi (p<0.05). Kontrol grubunda 6.90+
1.44 ortalama ile grup 1 (2.30+ 0.67) ve grup 2’den (2.60+ 0.75) daha fazla kompakt morula
asamasinda embriyo elde edildi. Grup 1°de erken blastosist asamasindaki embriyo sayilari
5.20+ 1.50 ile grup 2 (1.50+ 0.48) ve grup 3 (0.60+ 0.22)’ten belirgin diizeyde yiiksekti
(p<0.01). Blastosist asamasindaki embriyo sayilar1 grup 2’de 5.50+ 3.04 ile grup 1 (3.90+
0.96)’den yiiksekti ve grup 3’te blastosist asamasinda embriyo elde edilmemesi nedeniyle
gruplar aras1 yiiksek diizeyde fark saptandi (p<0.01). Grup 1 ve grup 2’de sirasiyla 2.80+
1.64 ve 2.00+ 0.95 ekspanded blastosist asamasinda embriyo benzer sayilarda elde edilirken
grup 3’te bu asamada embriyo elde edilemedi. Bu nedenle ekspanded blastosist agsamasi

bakimindan da gruplar arasi fark anlamli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.4. Gruplardan elde edilen embriyolarin gelisim asamalarinin uygulanan protokollere gore
karsilagtirtlmasi (Ort = Std. Hata).

incelenen Ozellikler Gruplar (n=10)
(Embriyo Sayisi) Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama |
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
Morula 0.10+£0.10 0.10+£0.10 1.00+ 0.47 0.115 OD
(0.00-1.00) (0.00-1.00) (0.00-4.00)
Kompakt Morula 2.30+0.67° 2.60+ 0.75° 6.90+ 1.44* 0.036 *
(0.00-7.00) (0.00-7.00) (1.00-14.00)
Erken Blastosist 5.20+ 1.50° 1.50+ 0.48° 0.60+ 0.22° 0.010 Aok
(0.00-14.00) (0.00-4.00) (0.00-2.00)
Blastosist 3.90+ 0.96P 5.50+ 3.042 0.00+0° 0.002 wk
(0.00-11.00) (0.00-32.00) (0.00-0.00)
Ekspanded 2.80+ 1.64° 2.00+£ 0.95 0.00+0° 0.018 *
Blastosist (0.00-17.00) (0.00-8.00) (0.00-0.00)

*: p<0.05; **: p<0.01; OD: Onemsiz Deger
a, b, c: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar aras1 farkliliklar dnemlidir.
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Cizelge 4.5. Gruplardan elde edilen embriyolarin gelisim agamalarina gore yiizde (%) degerlerinin uygulanan

protokollere gore karsilastirilmasi (Ort + Std. Hata).

incelenen Ozellikler Gruplar (n=10)
(%)
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama |
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
Morula 0.56+ 0.56 0.59+ 0.59 12.36+5.28 0.101 OD
(0.00-5.56) (0.00-5.88) (0.00-42.86)
Kompakt Morula 16.76+4.23° 16.62+ 5.16° 71.42+ 7.24° 0.000 ok
(0.00-40.00) (0.00-41.67) (25.00-100)
Erken Blastosist 28.96+ 6.24 12.22+4.17 17.29+ 9.68 0.072 OD
(0.00-66.67) (0.00-36.36) (0.00-100)
Blastosist 31.42+ 6.86* 21.38+ 6.94* 0.00+0° 0.001 *ok
(0.00-64.71) (0.00-61.54) (0.00-0.00)
Ekspanded 11.80+ 4.59° 11.70+ 5.24° 0.00+0° 0.019 *
Blastosist (0.00-45.95) (0.00-50.00) (0.00-0.00)

*: p<0.05; **: p<0.01; OD: Onemsiz Deger
a, b: Ayn1 satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.

Cizelge 4.5’te embriyo gelisim asamalarinin yiizde degerlerinin gruplara gore
karsilastirilmasi verilmistir. Grup 1 ve 2 arasinda embriyo asamalar1 yiizde degerleri arasinda
istatistiksel bir fark bulunmazken grup 3’te kompakt morula asamasi bakimindan (%71.42+
7.24) diger 1ki grupla arasinda yiiksek diizeyde fark bulundu (p<0.01). Grup 3’te blastosist
ve ekspanded blastosist asamasinda embriyo elde edilememesi nedeniyle grup 3 ile diger iki
grup arasinda blastosist agamas1 bakimindan yiiksek diizeyde (p<0.01), ekspanded blastosist
asamas1 yoniinden de farkin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Kontrol grubunda daha ileri
gelisim asamasi olan blastosist ve ekspanded blastosist agamasinda embriyo elde edilemedi.
Embriyo gelisim asamalar yiizdelik dagilim oranlari bakimindan grup 1 ve 2 arasinda
istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0.05) her iki gruptan da morula, kompakt morula, erken

blastosist, blastosist ve ekspanded blastosist agsamalarinda embriyolar elde edildi.

4.4. Serum AMH1 ve AMH2 Diizeyleri Arasindaki Konsantrasyon Degisim Degeri
Sunulan ¢aligmada folikiiler dalga senkronizasyonu sonrasi elde edilen AMH kan serumu
konsantrasyonlart AMH1 olarak, tohumlama 6ncesi (muhtemel 6strus) GnRH enjeksiyon
aninda alman serum AMH diizeyleri de AMH2 olarak smiflandirildi. Gruplardaki donor
ineklerin serum AMHI1 konsantrasyonu ortalama degerleri sirasiyla; 0.23+0.03 ng/ml,

0.29+0.06 ng/ml ve 0.18+0.02 ng/ml olarak o6l¢iildii. Gruplar arasinda AMH1 diizeyleri
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bakimindan istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05). Grup 1 ve 2’deki dondrlerin AMH2
diizeyleri (0.42+0.05 ng/ml ve 0.56+0.11 ng/ml) ile AMH (%) degisim oranlar
(%91.05+£14.60 ve %97.22+13.69) benzer bulundu (p>0.05). Kontrol grubundaki AMH?2
diizeyi (0.27+0.04 ng/ml) ile AMH (%) degisim oraninin (%50.15+11.28) grup 1 ve 2’den
anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Gruplara gore AMH1, AMH2 ve AMH (%) degisim degerlerinin uygulanan protokollere gore
karsilagtirmasi (Ort + Std. Hata).

Incelenen Ozellikler Gruplar
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama Ortalama Ortalama P
(Min.-Mak.) (Min.-Mak.) (Min.-Mak.)
AMH 1 0.23+0.03 0.29+0.06 0.18+0.02 0.237 [o]))
(0.06-0.34) (0.13-0.73) (0.04-0.28)
AMH 2 0.42+0.05% 0.56+0.11* 0.27+0.04° 0.048 ®
(0.16-0.65) (0.25-1.37) (0.07-0.47)
AMH (%) Degisim 91.05+14.60% 97.22+13.69* 50.15+11.28° 0.033 *
(31.82-166.67) (14.81-182.35) (-13.33-104.89

*: p<0.05; OD: Onemsiz Deger
a, b: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.

AMH 1

0.29

0,3
0,25 0.23
0,2 0.18
0,15

0,1

AMH Konsantrasyonu ng/ml

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.1. Ortalama serum AMH 1 diizeylerinin gruplara gore grafiksel gdsterimi.
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AMH 2
a

0,6 0,56

E 0,5 ab
) 0,42
=
3 04
> b
g 0,3 0,27
c
©
2
o 0,2
p 4
=
< 0,1

0

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.2. Ortalama serum AMH 2 diizeylerinin gruplara gore grafiksel gosterimi.

Dénor inekler (n=30)
0,45 0,42
0,4
0,35

0,3 a
0,25 0,23

: .

0,15
0,1
AMH 1 AMH 2
Tiim Donor ineklerin AMH 1 ve AMH 2 Ortalamalari

AMH Konsantrasyonu ng/ml

0,05

Sekil 4.3 Gruplardan bagimsiz olarak tiim dondr ineklerin ortalama serum AMH diizeylerinin AMH1 ve
AMH2’deki degisimi.

Gruplardan bagimsiz tiim dondrlerin (n=30) AMHI ile AMH2 arasindaki konsantrasyon
degisimi %78.87 olarak bulundu. AMHI ve AMH2 arasindaki konsantrasyon degisim
farkinin 6nemli diizeyde oldugu (p<0.0001) yapilan ¢-test ile belirlendi (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Gruplardan bagimsiz AMH 1 ve AMH 2 arasinda yapilan #-test

AMH N Ortalama Standart Sapma Standart Hata P
AMH 1 30 0.23 0.13 0.02 0.0000009%**
AMH 2 30 0.42 0.26 0.05

Siitunlar arasindaki ortalama farki gosterir ***: P<0.0001

4.5. AMHI1, AMH2, CL Sayisi, CL+Anovule Folikiil Sayisi, Toplam Oosit-Embriyo
Sayisi, Transfer Edilebilir ve Dejenere Embriyo Sayilari, UFO Sayilan ve Kalite

Derecelerine Gore Embriyo Sayilar arasindaki liski

Gruplardan bagimsiz tiim dondr inekler beraber degerlendirildiginde; AMH1, AMH2,
CL sayisi, CL+anovule folikiil sayisi, toplam oosit-embriyo sayisi, transfer edilebilir ve
dejenere embriyo sayilari, UFO sayilar1 ve kalite derecelerine gore (1, 2, 3, 4. kalite) embriyo
sayilar1 arasindaki iliskinin derecesini tespit etmek amaciyla korelasyon analizi yapildi ve
Cizelge 4.8’da sunuldu. AMH1 ile AMH2, CL sayis1i, CL+anovule folikiil sayisi, toplam
oosit-embriyo sayisi, transfer edilebilir embriyo sayilari, UFO sayisi, 1. ve 4. kalite embriyo
sayilar1 arasinda iliski anlamliydr (p<0.01). AMHI ile dejenere embriyo, 2. ve 3. kalite

embriyo sayilar1 arasinda ise iliski kurulamadi (p>0.05).
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Cizelge 4.8. AMH1, AMH2, CL Say1si, Toplam Oosit-Embriyo Sayisi, Transfer Edilebilir ve Dejenere Embriyo Sayilari, UFO Sayilari ve Kalite Derecelerine Gore (1, 2, 3,

4. kalite) Embriyo Sayilar1 Arasindaki liskinin Dereceleri (korelasyonlari)

Transfer

Top Oosit- - Dejenere 1. Kalite | 2. Kalite | 3. Kalite | 4. Kalite
& Embriyo Ed'let.)'“r Embriyo UFO Embriyo | Embriyo | Embriyo | Embriyo AMHl. AMHZ.
Sayisi Embriyo. Sayist Diizeyi Diizeyi
Sayist Sayisi. Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi
Toplam Oosit-Embriyo 0.957" 1
Sayisi
Transf(_ar Edilebilir 0.881™ 0.934™ 1
Embriyo. Sayisi
Dejenere Embriyo Sayisi 0.240 0.306 0.106 1
UFO Sayisi 0.388" 0.332 0.020 0.127 1
1. Kalite Embriyo Sayisi 0.887™ 0.924™ 0.958™ 0.108 0.116 1
2. Kalite Embriyo Sayisi 0.183 0.244 0.351 0.021 -0.270 0.085 1
3. Kalite Embriyo Sayisi 0.338 0.385" 0.475™ 0.030 -0.180 0.327 0.297 1
4. Kalite Embriyo Sayisi 0.432" 0.419" 0.067 0.586™ 0.878™ 0.147 -0.210 -0.132 1
AMH]1 Diizeyi 0.759™ 0.753™ 0.587" 0.316 0.560™ 0.654™ -0.013 0.002 0.610™ 1
AMH?2 Diizeyi 0.741™ 0.707™ 0.502" 0.336 0.658"™ 0.577™ 0.,091 0.032 0.700™ 0.944™ 1
CL+ Anovule Folikiil Sayis1 | 0.961™ 0.906™ 0.767™ 0.282 0.545™ 0.783™ 0.135 0.256 0.581™ 0.761™ 0.785™

*:p <0.05; **: p<0.01




5. TARTISMA

Sigirlarda siiperovulasyon protokollerini gelistirme c¢alismalarinin amaci, gebelik
tiretme potansiyeli yliksek olan transfer edilebilir kalitede embriyolarin sayisini en yiliksek
diizeye cikarmaktir. Siiperovulasyon yanitlarindaki yiiksek dereceli tahmin edilemezlik,
embriyo transfer programlarinin verimliligi ve karliligin etkileyerek sorun teskil etmektedir
(Armstrong 1993; Sartori ve ark. 2009; B6 ve Mapletoft 2014; Hasler 2014). Son yillarda
sigir lireme fizyolojisi, ovaryum fonksiyonlarinin maniiplasyonu ve gonadotropinlerin
biyokimyas1 calismalarinda dnemli gelismeler kaydedilmesine ragmen donor hayvanlarin
dogasinda olan ve siiperovulasyon yanitini etkileyen faktorlerin heniiz bir kismi1 ancak
anlagilabilmistir. Sigirlarda siliperovulasyon uygulamalarinda, Ostrus tespiti gerektiren
geleneksel siiperovulasyon protokoliinden ziyade ¢ok sayida dondriin ayni anda
siiperovulasyon programina alinabildigi Ostrus takibi gerektirmeyen folikiiler dalga
senkronizasyon yontemlerinin kullanilmasinin tercih edilmesi daha avantajli goriilmektedir

(Jahnke ve Youngs 2021).

Stiperovulasyon uygulamalarinin bagarisi elde edilen transfer edilebilir embriyo sayisina
gore belirlenmektedir. Bu ylizden g¢alismamizin amaci flush basina transfer edilebilir
embriyo sayisini artirmaktir. Sunulan ¢aligmada modifiye edilmis ayni siiperovulasyon
protokolii lizerinde, folikiiler dalga senkronizasyonu i¢in GnRH enjeksiyon veya dominant
folikiil aspirasyonu yontemleri kullanilarak in vivo embriyo tiretimi yapildi. Bu iki yontem
ile protokolde yapilan degisikliklerin, elde edilen embriyo say1 ve kalitesi iizerine bir
etkisinin olup olmadig1 degerlendirildi. Ayrica kullanilan protokollerin iki farkli noktasindan

alinan kan serum Ornekleriyle AMH seviyelerindeki degisimde arastirildi.

Yapilan c¢alismada modifiye siiperovulasyon protokolii {izerinde folikiil aspirasyon
yonteminin kullanilmasindaki amag, folikiil aspirasyon islemi aninda ovaryumlarda 10 mm
veya daha biiylik folikiil yada folikiillerin gelismesini saglamak ve bu folikiillerin
bliytikliiglinden dolay1 ultrason rehberliginde transvaginal aspirasyon isleminin daha kolay
yapilmasini saglamak ve ayrica CL’siz folikiil aspirasyonu sonrasi daha yliksek salgilanacak
endojen FSH ile folikiiler dalgaya daha fazla sayida folikiiliin girmesinin temin edilmesiyle

daha yiiksek siiperoviilator yanit almak amaclanmistir (Wiley ve ark. 2019).
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5.1. Siiperovulasyon Sonrasi Ovaryum Bulgular: ile Flushing Sonras1 Elde Edilen

Oosit-Embriyo Sayilar1 ve Bunlara Ait Verilerin Yorumlanmasi

Sunulan c¢alismada elde edilen bulgular degerlendirildiginde; CL sayisi-
stiperovulasyon yanitinin grup 1 ve 2’de kontrol grubu olan grup 3’ten daha iyi oldugu
(p<0.05), anovule folikiil sayis1 (p<0.01), UFO sayis1 ve yiizdesi (p<0.05), 4. kalite embriyo
sayis1t (p<0.01) ve yiizdesi (p<0.05) bakimindan grup 2’nin grup 1 ve 3’e gore yliksek
bulundugu, fertilize oosit yiizdesi ile transfer edilebilir embriyo yiizdeleri (p<0.05)
bakimindan da grup 1 ve 3’iin grup 2’den iyi oldugu ve aralarindaki farkin 6nemli oldugu
bulundu. Geri kazanim oranlari, toplam hiicre (oosit-embriyo), dejenere embriyo, fertilize
oosit, transfer edilebilir embriyo sayilari ile 1., 2. ve 3. kalite embriyo sayilar1 agisindan ise

gruplar arasi istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05) (Cizelge 4.1).

Yapilan calismada uterus yikamasi dncesi yapilan ovaryum muayenesinde CL sayilari
grup 1, 2 ve 3 i¢in sirastyla; 18.90+ 2.45, 19.60+ 3.72 ve 11.80+ 1.61 olarak bulundu. Bu
alanda bir¢ok aragtirmaci benzer ¢alismalar gerceklestirmistir. Karasahin ve ark. (2016)’nin
ineklerde siklusun rastgele bir giinlinde intravaginal CIDR yerlestirildikten 7 giin sonra
azalan dozlarda 4 giin FSH enjeksiyonlariyla siiperstimiilasyon uyguladiklar1 ¢aligmada
Holstayn, Esmer ve Simental 1rki inekleri kullanmiglardir. Irklara gore ortalama CL sayilar
strastyla; 8.36+2.37, 10.22+£2.62 ve 15.9242.27 olarak bulunmus ve Simental ineklerin
siiperovulasyon yanitinin Holstayn ve Esmer irktan daha iyi oldugu bildirilmistir. Kara ve
ark. (2020) 83 Holstayn donoérle toplam 120 uterus flushing uygulamasinin gergeklestirildigi
ve geleneksel siiperovulasyon yonteminin kullanildig1 ¢alismada toplam CL sayisim1 10.24
+ (.57 olarak belirlemislerdir. Baracaldo ve ark. (2000) melez et¢i diive (n=51) ve inegin
(n=12) kullanildig1 ve 6strus siklusunun rastgele bir giiniinde ovaryumlardaki iki en biiyiik
folikiiliin aspirasyonu (n=21), Smm’den biiyiik tiim folikiillerin aspirasyonu (n=19) ve
ostradiol (E-17B) +progesteron (n=23) yontemlerini calismis ve sirastyla CL sayilarini
23.3+1.9, 17.9+1.9 ve 20.14+2.6 olarak bulmuslardir. Guerra ve ark. (2012) etci sigirlarda
calistiklar ve siliperstimiilator tedavi sliresini 7 gline uzatmanin transfer edilebilir embriyo
sayisini artirabilecegini hedefleyen calismalarinda kontrol (4 giin) ve uzun (7 giin) FSH
gruplarinda CL sayilarini sirasiyla 27.2+2.1 ve 20.842.2 olarak belirlemislerdir. Cirit ve ark.
(2019) Laktasyondaki simental ineklerde, folikiil aspirasyonunun ardindan 1 ya da 2 giin
sonra siiperstimiilasyona baslamanin ve FSH uygulamasinin geleneksel 4 giin yerine 6 giine

uzatilmasinin siiperovulator yanit ve embriyo verimine etkisini arastirdiklari calismalarinda
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CL sayilarmi FA1 (1 giin beklenilen) ve FA2 (2 giin beklenilen) gruplarinda sirasiyla 21.0 +
1.96 ve 19.0 + 1.91 olarak tespit etmislerdir. Sunulan c¢alisma gruplarinda ki CL sayilarinin
yukarida Holstayn ineklerde yapilan ¢alismalardan (Karasahin ve ark. 2016; Kara ve ark.
2020) yiiksek oldugu, et¢i ve Simental inek gruplariyla benzer (Baracaldo ve ark. 2000;
Guerra ve ark. 2012; Karasahin ve ark. 2016; Cirit ve ark. 2019) ya da daha diisiik oldugu
goriildii. Bunun nedenleri; calismada kullanilan hayvanlarin 1k, yasi, laktasyon durumu, siit
verimi, farkl folikiiler dalga senkronizasyon ve siiperovulasyon yontemlerinin kullanilmasi,
dondr hayvanlarin farkli dogal AMH diizeyleri, besleme, cevresel, teknik ve yonetimsel
faktorlerin farkliliginin siiperovulasyon sonuglarini etkilemis olabilecegi degerlendirildi

(Mikkola, Hasler ve Taponen. 2020).

Sunulan ¢alismada anovule folikiil sayis1 bakimindan grup 1 (1.80+ 0.49), grup 2 (4.10+
1.07) ve grup 3 (0.30+ 0.15) arasinda yiiksek diizeyde anlamli fark bulundu (p<0.01).
Baracaldo ve ark. (2000)’1 iki en biiyiik folikiil ve ayrica 5 mm’den biiyiik tiim folikiillerin
aspirasyonundan bir giin sonra siiperstimiilasyona baslamanin test edildigi ¢aligmalarinda,
strasiyla 2.2+0.5 ve 2.1+0.3 ortalama anovulator folikiil sayilari, Guerra ve ark. (2012) ise
folikiil aspirasyonundan 1,5 giin sonra siiperstimiilasyon uygulamalarina bagsladiklar
geleneksel 4 giin veya uzatilmis 7 giin FSH uygulamalari yaptiklari calismalarinda sirasiyla
3.6£1 ve 3.6%1.2 anovulator folikiil sayilar1 elde etmislerdir. Sunulan ¢aligmada anovule
folikiil sayilari, folikiiler dalga senkronizasyonlarinin GnRH ile yapildig: gruplarda (grup 1
ve 3) folikiil aspirasyon grubuna (grup 2) gore daha diisiik bulundu. Grup 2’de anovule
folikiil sayilarmin yukaridaki her iki c¢alismadan daha fazla oldugu goriilmektedir.
Folikiillerin ovulasyonu durumunda FSH iki salimima sahiptir. 1. salimim ovulatér LH
salinimu ile iligkili olan preovulator salinim, 2. salinim ise folikiiler dalga ortaya ¢ikmast i¢in
olan periovulator salinimdir. CL’siz folikiil aspirasyonundan sonra ise FSH muhtemeldir ki
bir salimima sahiptir ve bu salinim ovulasyonlu olana gore daha yiiksektir. Folikiil
aspirasyonu sonrast daha yiiksek salinan endojen FSH’da folikiiler havuzdan daha fazla
sayida folikiil ¢ikarmaktadir (El-Sherry ve ark. 2012). Sunulan ¢aligmanin folikiil aspirasyon
grubunda anovulatdr folikiil sayisinin GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyonu yapilan
grup 1 ve 3’den yiiksek olmasinin nedeni grup 2’deki donér ineklerin ortalama serum AMH
diizeylerinin daha yliksek olmasina (istatistiksel fark yok) paralel olarak, flushing dncesi
yapilan ovaryum kontrollerinde Grup 1, 2 ve 3’de CL+anovule folikiil sayilar1 sirayla 207,

237 ve 121 olarak tespit edildi. Sunulan ¢alismanin CL’siz folikiil aspirasyon grubunda,
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FSH’nin bu salinim profilinden dolay1 folikiiler havuzdan GnRH’11 grup 1 ve 3’e gore daha
fazla folikiil ¢ikmis olabilir. Ayrica 4 gilinliik FSH enjeksiyon protokolleri sonrasi folikiiler
dalgadaki 3-5 mm’lik folikiillerin tohumlama zamanina ovulasyon kapasitesini edinmis
olabilecegi, folikiiler dalgaya dahil olmus daha kii¢iik (1-2 mm) folikiillerin ise tohumlama
zamaninda heniiz ovulator kapasiteye ulasamamis olabilecegi ve bu nedenle anovulator
folikiil olarak kalabilecegi degerlendirildi (Dias ve ark. 2014; Ginther 2016; Cirit ve ark.
2019).

Folikiiler dominantlik, tiire 6zgli ovulasyonun olusturulmasi i¢in ovaryum folikiiler
dinamiklerinde kilit bir mekanizmadir (Ginther ve ark. 2001). Sigirlarda dominant bir
folikiiliin ortaya ¢ikmasi ayni folikiiler dalga icindeki subordinant folikiillerin atrezisine
neden olmaktadir (Ginther ve ark. 1996). Folikiiler dominanthigin siiperoviilasyon
tizerindeki olumsuz etkileri ve oosit gelisimsel potansiyelini de olumsuz etkiledigi bir¢ok
calisma ile gosterilmistir (Guilbault ve ark. 1991; Stock, Ellington ve Fortune 1996;
Hendriksen ve ark. 2004). Sunulan ¢alismada (grup 2) aspire edilen folikiil ¢aplarmin en
kiigiigii 10 mm ve ortalamalari da 16.16+2.73 mm olarak Sl¢iilmiistiir ve transvaginal folikiil
aspirasyonu tamamlandiktan hemen sonra folikiil igeriginin tamamen bosaldigi
ultrasonografi kontrolii ile folikiil antrumunun kaybolmasiyla dogrulanmis ve folikiiliin
durumu bir daha izlenmemistir. Fakat Viana ve ark. (2013) ¢alismalarinda, 8 ve 12 mm olan
folikiillerdeki Re-filled (folikiiliin yeniden siv1 ile dolmasi) olgusunun 12 mm olan grupta
daha yiiksek oldugunu, folikiillerin aspirasyondan 12-24 saat icerisinde yeniden dolabildigi
ve aspirasyondan 48 saat sonra rezidiiel folikiil ¢caplarinin ortalama 9-10 mm olduklarini
ayrica rezidiiel folikiillerin Ostrojen aktif olarak kaldiklar1 ifade edilmistir. Ghetti ve ark.
(2016) sigirlarda transvaginal folikiil aspirasyonundan sonra rezidiiel folikiil olusumu
tizerine kan akis Ozellikleri ve ekzojen Ostradiol benzoatin etkisini arastirdiklar:
calismalarinda, siklisun 8. giinii ortalama 13.1+0.9 mm ¢apindaki folikiillerin transvaginal
folikiil aspirasyonundan 12 saat sonra, 19 inekten 10 unda c¢aplar1 8-9.3 mm arasinda degisen
rezidiiel folikiillerin olustugu, aspire edilen folikiil duvarmin kollapsindan sonra kalan
folikiil duvarinda vaskiilarizasyonun devam ettigini ve bu durumun rezidiiel folikiil
olusumuna katkida bulunabilecegini ifade etmislerdir. Sonugta sliperstimiilasyon
baslangicinda, folikiil aspirasyonu sonrasi yeniden dolan bu folikiiller dominant folikiil
etkisi goOstermistir. Siiperstimiilasyon baslangicinda var olan dominant folikiiliin hem

subordinant folikiiller lizerine atrezik etkisi olmus hem de folikiiler dalganin ¢ikisinda
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olumsuz etkisi olmus olabilecegi bu baglamda yukarida bahsedilen atrezik folikiillerin
stiperstimiilasyonla biiyiiyebilecegi ama anovulator folikiil olarak kalma olasiliginin yiiksek
olmasi (Viana ve ark. 2013), sunulan c¢aligmanin folikiil aspirasyon grubundaki anovule

folikiil sayilarinin yiiksek olmasinin (p<0.05) nedeni oldugu diisiiniildii.

Folikiiler punksiyondan sonra plazma dstradioliinde 6nemli bir azalma olmamas1 (Bisinotto
ve ark. 2012) ve siliperovulasyondan sonra transfer edilebilir embriyo iiretiminin
tyilestirilememesi (Wolfsdorf ve ark. 1997; Shaw ve ark. 2000) gibi ultrason rehberli
aspirasyonla folikiil ablasyonunun kullanildig1 o6nceki c¢alismalarda gozlemlenen
tutarsizliklarin rezidiiel folikiil olusumu ile iligkili olabilecegi de 6ngoriildii. Ayrica folikiiliin
delinmesi ile olusan fiziksel hasarla aspire edilen folikiillerin kaderi arasindaki iliskinin,
aspirasyonda kullanilan ignenin ¢api, vakum basinct ve aspirasyon prosediirlerinden

etkilenebilecegi ifade edilmistir (Viana ve ark. 2013).

Sunulan ¢aligmada grup 2 (3.90+ 1.32; %26.18+ 8.49) ile grup 1 (0.60+ 0.27; %3.53+
1.99) ve grup 3 (0.70+ 0.33; %9.79+ 5.90) arasinda UFO sayis1 ve yiizde oranlar1 yoniinden
istatistiksel fark onemli bulundu (p<0.05). Shaw ve ark. (2000) sadece 8 mm’den biiyiik
folikiillerin aspire edilmesinden iki giin sonra siiperstimiilasyona basladiklar1 ve geleneksel
stiperovulasyon yontemi ile karsilastirdiklar: caligmalarinda UFO ortalamalarini, aspirasyon
grubunda 4.1+0.2 ve geleneksel yontemin kullanildig1 grupta da 3.4+0.5 olarak saptandigini
ve iki grup arasinda anlaml bir fark oldugunu bildirmislerdir (p<0.05). Sunulan ¢alismada
folikiil aspirasyon grubundaki UFO orani (3.941.32) ile Shaw ve ark. (2000) aspirasyon grup
ortalamalarinin (4.140.2) benzer oldugu goriildii. Dell'Eva ve ark. (2019) siit¢ii sigirlarda
stiperovulasyon oncesi, siklisun 7 ve 8. giiniinde dominant folikiillerin rektal yolla elle
patlatilmasindan 1 giin sonra bagladiklar1 siiperstimiilatér uygulamalar1 sonrasi, embriyo
iiretimi ve kalitesini arastirdiklar1 ¢calismalarinda, sirasiyla %10.3 ve %9.8 UFO kazanimi
elde etmislerdir. Bu ¢alismalarinda geleneksel siiperovulasyon protokoliinii kontrol grubu
olarak kullanmiglar ve %14.4 ile diger iki aspirasyon gruplarindan daha yiiksek UFO elde
edildigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada grup 1°de (%3.53+ 1.99) UFO oran1 daha
diisiik bulunurken grup 3 (%9.79+ 5.90) ile benzer ve folikiil aspirasyon grubunda ise
%26.17 UFO orani ile Dell'Eva ve ark. (2019)’nin ¢alismalarindan daha yiiksek bulundu.
Wiley ve ark. (2019) etci sigirlarda endojen yiiksek progesteron (HP) ve diisiik
progesteronun (LP) embriyo say1 ve kalitesi iizerine etkisini karsilagtirdiklari, her iki gruba

da folikiil aspirasyonu yontemini uyguladiklar1 c¢alismalarinda LP grubunda 1.64, HP
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grubunda 5.60 ortalama UFO orani elde edildigini bildirmislerdir. Sunulan ¢aligmanin
folikiil aspirasyon grubundaki UFO oraninin (3.90+1.32) Wiley ve ark. (2019)’nin LP ve HP
gruplari arasinda yer aldig1 degerlendirilebilir. Sunulan ¢alismadaki grup 2 ile Wiley ve ark.
(2019) LP Grubu arasinda yontemsel benzerlik bulunmaktadir. Her iki c¢alismada da
stiperstimiilasyon oncesi PGF2a enjeksiyonu ve folikiil aspirasyonu yapilmis ve ekzojen P4
uygulanmistir.  Wiley ve ark. (2019) folikiil aspirasyonundan bir giin sonra
siiperstimiilasyona baslamiglar ve et¢i donorlerde calismislardir. Buna gore sunulan
calismanin grup 2’si ile Wiley’in LP Gruplar karsilastirildiginda sunulan ¢alismanin UFO
oranlarinin daha yiiksek oldugu goriildii. Garcia-Jiménez ve ark. (2019) siiperoviilasyon
protokollerinden o©nce folikiiler aspirasyon kullanilan Brahman dondr ineklerinde
siiperoviilasyon yanitin1 geleneksel yontemle karsilagtirdiklar1 ¢calismalarinda, aspirasyon
grubunda; %?2.88 ve kontrol grubunda: %6.93 UFO orami bildirmislerdir. Sunulan
calismanin aspirasyon grubunda ise %26.17 ile cok daha yiiksek UFO orani tespit edilmistir.
Cirit ve ark. (2019) laktasyondaki simental ineklerde, folikiil aspirasyonunun ardindan 1
(FA1) ya da 2 (FA2) giin sonra siiperstimiilasyona baglamanin ve FSH uygulamasinin
geleneksel 4 giin yerine 6 giine uzatilmasinin siiperovulatér yanit ve embriyo verimine
etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, FA1 ve FA2 gruplarinda ortalama UFO sayilarim
1.7+0.72 ve 0.4+0.24 olarak bildirmisler, iki grup arasinda istatistiksel bir fark olmadigim
ama FA2 grubunda UFO oraninda bir azalis oldugunu ifade etmislerdir. Sunulan ¢alismada
UFO sayis1, GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyonu yapilan grup 1 ve 3’de Cirit ve ark.
(2019)’dan daha diisiik ya da benzer bulunurken folikiil aspirasyon grubunda (grup 2) ise
3.90+ 1.32 ile daha yiiksek oldugu goriildii. Mahmood ve ark. (2021) GnRH ya da 6stradiol
benzoat ile CIDR kombinasyonunun subtropik sartlardaki sigirlarda (Bos indicus ve Bos
taurus) in vivo embriyo liretimini gelistirecegine dair yaptiklar1 ¢aligmalarinda, 42 Holstayn
ve 28 melez inek donor olarak kullanilmis hayvanlar 6nce senkronize edilip siklisun 8. giinii
GnRH+CIDR, EB+CIDR ve geleneksel siiperovulasyon protokolleri uygulamalar
yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, UFO yiizdeleri sirasiyla: %3.86, %3.97 ve kontrol
grubunda da %28.88 olarak bulunmustur. Tez ¢aligmamizin grup 1 ve 3’1 ile Mahmood ve
ark. (2021) calismalarindaki GnRH+CIDR ve EB+CIDR c¢alisma gruplarinin UFO
oranlarinin benzer ya da diistik oldugu, geleneksel siiperovulasyon yonteminin kullanildigi
kontrol grubunun UFO vyiizdeleriyle de sunulan ¢alismanin grup 2’sinin benzer oldugu

goriildi. Mahmood ve ark. (2021)’nin kontrol grubuyla sunulan c¢alismanin folikiil
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aspirasyon grubundaki UFO yiizdelerinin her iki ¢aligmanin diger gruplarindan yiiksek
olmasinin sebebi, siiperovulasyon uygulamalarina baslarken ovaryumlarda olmasit muhtemel
dominant folikiil varliginin siiperovulasyon cevabini azaltmis olabilecegi degerlendirildi
(Guilbault ve ark. 1991; Viana ve ark. 2013; Bo ve Mapletoft 2014; Ghetti ve ark. 2016;
Cirit ve ark. 2019; Mikkola, Hasler ve Taponen 2020).

Guerra ve ark. (2012) etci sigirlarda siklisun 5-8. gilinleri arasinda folikiil aspirasyonu
yapildiktan 1,5 gilin sonra baglanan geleneksel 4 giin ya da uzatilmis 7 giin FSH
enjeksiyonlar1 sonrasi sliperovulasyon yanitlarin1 degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, UFO
oranlarini sirastyla 5.8+2.0 ve 5.8+1.5 bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada en yiiksek UFO
oranina sahip olan folikiil aspirasyon grubu (3,94+1.32) ve diger gruplarda daha diisiik UFO
orani elde edildi. Ayrica Guerra ve ark. (2012)’nin siiperovulasyon sonuglari; anovule
folikiil, UFO sayis1 ve fertilizasyon yiizdeleri yoniinden beraber degerlendirildiginde, Viana
ve ark. (2013)’nin folikiil aspirasyonu sonrasi %73.2 oraninda karsilastiklari rezidiiel folikiil
olusumu ve bunlarin siiperovulasyon cevabi {izerine olumsuz etkileri nedeniyle anovule
folikiil ve UFO sayilarimin yiiksek, fertilizasyon ylizdelerinin de bir ¢ok calismadan
(Baracaldo ve ark.2000; Dalton ve ark. 2000; Sartori ve dig. 2004b; Cirit ve ark.2019) diisiik

olmasinin sebebi olarak degerlendirilebilir.

Stock ve ark. (1996) siiperstimiilatér tedavi basinda dominant bir folikiiliin varliginin,
sigirlarda siiperoviilator FSH dozlar ile folikiiler alimi etkilemedigini ancak ovulasyonu
engelleyebilecegini, Veiga-Lopez ve ark. (2006) ekzojen gonadotropinlerle, siiperstimiilator
uygulamalarina baslama aninda erken atreziyadaki folikiillerin kurtarilabilecegini ve
biiyiimesinin stimiile edilebilecegini fakat bu folikiillerin daha diisiik ovulasyon kabiliyetine
ve oositlerinin de daha diisiik gelisimsel yeterlilige sahip olacagini ifade etmislerdir. Tiim
bunlarla birlikte sunulan calismanin folikiil aspirasyon grubundaki UFO oraninin,
yukaridaki raporlardan yiiksek ya da benzer olmast; ¢alismadaki dondr hayvanlarin ik, yasi,
laktasyon durumu, beslenmesi, iklim, ¢cevre ve yonetimsel farkliliklar, kullanilan folikiiler
dalga senkronizasyon yontemleri, siiperstimiilasyona baslama zamani ve siiresi de etkili

olmus olabilir (Bo ve Mapletoft 2014; Cirit ve ark. 2019; Mikkola, Hasler ve Taponen 2020).

Sunulan ¢alismada gruplar arasinda fertilize oosit yiizde degerleri agisindan fark 6nemli
bulundu (p<0.05). Grup 1 (%96.47) ve kontrol grubu olan grup 3 (%90.21)’iin fertilizasyon
yiizdeleri, grup 2 (%73.82)’den 6nemli oranda yliksekti. Siiperoviile edilmis sigirlar uygun
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zamanda yiiksek kaliteli sperma ile tohumlandiginda ddllenme oranlart %80°den biiyiik
bulunmustur (Baracaldo ve ark. 2000; Dalton ve ark. 2000; Sartori ve ark. 2004b; Cirit ve
ark. 2019). Baracaldo ve ark. (2000) fertilize oosit yiizdelerini iki en biiyiik folikiiliin ve 5
mm’den biiyiik tiim folikiillerin aspirasyonu sonrasi baglanan siliperstimiilasyon
uygulamalarinda sirasiyla %88.1 ve %83.8 olarak belirlendigi, dstradiol+P4 (kontrol) grubu
(%90.4) ile aralarinda istatistiksel bir farkin bulunmadigini bildirmislerdir (p>0.05). Sunulan
calismanin GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyonlarmin yapildigi grup 1 ve grup 3’de
Baracaldo ve ark. (2000) calismalarindan daha iyi ya da benzer sonuglar alinmigsken grup
2’de %73.82 fertilizasyon orani ile daha diisiik bir deger gozlendi. Rao ve ark. (2009) Zebu
sigirlarinda folikiil aspirasyonu ve steroid ile folikiiler dalga senkronizasyonundan sonra
siiperstimiilasyon yaptiklar1 ¢alismalarinda, her iki yonteminde fertilizasyon oranlar1 ve
uygun embriyo kazanimini olumsuz etkilemeden kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Cirit
ve ark. (2019) laktasyondaki Simental ineklerde, folikiil aspirasyonunun ardindan 1 (FA1)
ya da 2 (FA2) giin sonra siiperstimiilasyona baglamanin ve FSH uygulamasinin geleneksel 4
giin yerine 6 giline uzatilmasinin siiperovulatér yanit ve embriyo verimine etkisini
aragtirdiklar1 ¢aligsmalarinda, FA1 ve FA2 gruplarinda fertilizasyon yiizdelerini sirasiyla;
%384.6 ve %95.8 olarak bildirmisler, iki grup arasinda istatistiksel bir fark olmadigin1 ama
FA2 grubunun fertilizasyon oraninda bir artis oldugunu, Simental ineklerde folikiil
aspirasyonundan 2 giin sonra baslanan ve 4 giin yerine 6 giine siiperstimiilasyon
uygulamalarini uzatmanin folikiiler dalgadaki daha kiigiik folikiillerin ovulasyon zamanina
kadar ovulator kapasiteye ulagsmasina imkan verebilecegini ve bdylece fertilize oosit
yiizdesi, transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayisinin arttirilabilecegini ifade
etmiglerdir. Sunulan calismanin GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyon gruplarinda grup
1 (%96.47) ve 3’de (9%90.21) Cirit ve ark. (2019) ile benzer (%84.6 ve %95.8) fertilizasyon
oranlar1 elde edilmistir. Fakat grup 2’de %73.82 fertilizasyon orani ile daha diisiik oran elde
edildi. Bu durum aspirasyon islemi icin kullanilan OPU cihazinin 6zelliklerinden
(aspirasyon igne ucunun kalinligi, vakum basinci) ve farkli OPU prosediirlerinden, aspire
edilen folikiiliin yerinde yeniden folikiil sivist birikimi ve bu folikiil i¢eriginin dominant
folikiil etkisi gdstermesinden kaynaklanmis olabilecegi degerlendirildi (Viana ve ark. 2013;
Ghetti ve ark. 2016). Mahmood ve ark. (2021) GnRH ya da 6stradiol benzoat ile CIDR
kombinasyonunun subtropik sartlardaki sigirlarda (Bos indicus ve Bos taurus) in vivo

embriyo {iretimini gelistirecegine dair yaptiklari ¢alismalarinda, 42 Holstayn ve 28 melez
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inek dondr olarak kullanilmig hayvanlar Once senkronize edilip siklisun 8.gilinili
GnRH+CIDR, EB+CIDR ve geleneksel siiperovulasyon protokolleri uygulamalari
yapilmistir. Bu calisma sonucunda, fertilizasyon oranlar sirasiyla: %96.14; %96.03 ve
kontrol grubunda da %57.60 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak ekzojen progesteron
ilavesinin embriyo fertilitesini ve in vivo embriyo {iretimini artirabilecegi ifade edilmistir.
Sunulan c¢aligma da ekzojen progesteron varliginda yapilmis ve GnRH+PRID gruplarinda
grup 1 (%96.47) ve grup 3 (%90.21)’deki fertilizasyon oranlari ile Mahmood ve ark. (2021)
sonuclarina benzer oranlar elde edildi. Mahmood ve ark. (2021) ¢alismalarindaki geleneksel
stiperovulasyon yonteminin kullanildig1 kontrol grubunun fertilizasyon (%57.60) ve UFO
yiizdeleriyle de (%28.88) grup 2 (%73.82; %26.17) benzerlik gostermektedir. Mahmood ve
ark. (2021)’nin kontrol grubuyla sunulan caligmanin folikiil aspirasyon grubundaki
fertilizasyon yiizdelerinin diisiik olmasinin sebebi, siliperovulasyon uygulamalarina
baslarken ovaryumlarda olmasi muhtemel dominant folikiil varliinin siiperovulasyon
cevabini azaltmis olabilecegi degerlendirildi (Guilbault ve ark. 1991; Viana ve ark. 2013;
Bo ve Mapletoft 2014; Ghetti ve ark. 2016; Cirit ve ark. 2019; Mikkola, Hasler ve Taponen
2020).

Sunulan ¢alismada gruplar arasinda 1.kalite embriyo sayilar1 yoniinden istatistiksel fark
bulunmadi (p>0.05). Fakat dondurulabilir embriyo sayist (1.kalite embriyo) bakimindan
grup 1 (11.90+ 2.34) ve grup 2’nin (10.00% 3.55) kontrol grubuna (6.00+ 1.14) gore yaklasik
iki katina yakin sayisal istiinliigii gozlendi. Hinshaw ve ark. (2015)’1 ‘Siiperoviilasyon
amaciyla Folikiil Dalgas1 Olusumunu Senkronize Etmek i¢in GnRH Kullanimina Y 6nelik
Iki Yaklasimin Karsilastirilmas® bashikli ¢alismalarinda, et¢i ik sigirlarda PGFoa
enjeksiyonu ve bir progesteron cihazinin yerlestirilmesinden 7 giin sonra uygulanan
GnRH’11 bir protokol (grup 1) ile bir progesteron aygitinin yerlestirilmesinden 2 giin sonra
uygulanan GnRH (grup 2) ile folikiiler dalga senkronizasyonlarinin ardindan elde edilen
1 kalite embriyo sayilarimi gruplara gore sirasiyla; 8.9+ 1.2 ve 7.2+ 1.3 olarak
belirlemisglerdir. Sonuglar1 karsilastirdigimizda sunulan tez ¢alismasinda grup 1 ve 2’de daha
yiiksek sayida dondurulabilir embriyo alindig1 goriilmektedir. Sunulan ¢aligmanin kontrol
grubundan elde edilen 1.kalite embriyo sayisinin ise Hinshaw ve ark. (2015)’dan diisiik
oldugu tespit edildi. Fakat 1.kalite embriyo yiizdeleri bakimindan degerlendirildiginde
sunulan c¢alismanin kontrol grubunda yaklasik %70 iken Hinshaw ve ark. (2015)’da ise
yaklagik %45 oraninda 1.kalite embriyo elde edildigi goriildi. Cirit ve ark. (2019)
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laktasyondaki Simental ineklerde, folikiil aspirasyonunun ardindan 1 ya da 2 giin sonra
stiperstimiilasyona baslamanin ve FSH uygulamasinin geleneksel 4 giin yerine 6 giine
uzatilmasinin siiperovulator yanit ve embriyo verimine etkisini aragtirdiklar1 calismalarinda,
uzatilmig stiperovulasyon programina baglarken folikiil aspirasyonu sonrast 2 giin
beklemenin transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayisini artirma potansiyeline sahip
oldugunu ifade etmislerdir. Dondurulabilir embriyo sayilarini da FA1 (1 giin beklenilen) ile
FA2 (2 giin beklenilen) gruplarinda sirasiyla 3.5 ve 5.3 olarak bildirmislerdir. Wiley ve ark.
(2019) MOET programlarimin uyarilmasi sirasindaki subluteal P4 (1-2 ng/ml)
konsantrasyonlarinin, iiretilen 1.kalite embriyolarin artmasina neden oldugunu bu arada
tiretimi engellenmemis endojen P4 altinda ise daha fazla miktarda embriyo {iretildigini
gormiisler ve calismalarinda HP grubunda LP grubuna gore daha fazla sayida oosit-embriyo
elde edildigini ifade etmislerdir. Wiley ve ark. (2019) calismalarinda 1.kalite embriyo
sayilar1 ve 1.kalite embriyo yiizde degerlerini sirastyla HP Grubunda 7.08 ve %36, LP
Grubunda 6 ve %55 olarak bildirilmistir. Sunulan ¢alismada 1.kalite embriyo sayilar1 ve
yiizde degerleri li¢ grup i¢in sirayla 11.9; %72.57, 10; %52.02 ve 6; %69.94 olarak bulundu.
Sonuglar yukaridaki ¢aligmanin LP grubuyla sunulan ¢alismanin kontrol grubundaki 1.kalite
embriyo sayilarinin benzer fakat grup 1 ve 2°deki 1.kalite embriyo sayilarinin HP ve LP
gruplarindan daha yiiksek oldugu saptandi. Sunulan calismada o6zellikle grup 1 ve 2’de
1 kalite embriyo sayilarinin yukaridaki calismadan daha yiliksek olmasi, ¢alismada
kullanilan dondr hayvanlarin yasi, wrki, laktasyon durumu, siiperstimiilasyona baslama
zamani, besleme, yonetimsel ve gevresel faktorlerin farkliligindan kaynaklanmig olabilir.
Sunulan calismada P4 degerleri her ne kadar c¢alisma siiresince Olclilmemis olsa da
protokoliin 0.giinti CL varligi, 7.gliniide CL’nin olmadig1 kontrol grubundaki bir donér harig
ultrasonografi kontrolleriyle ortaya konmustur. Laktasyonda olmayan Holstayn ineklerde
ticari progesteron cihazlarinin progesteron salinim profillerinin arastirildigi bir ¢alismada
CL’siz ineklerde, P4 aygitlar1 yerlestirildikten sonra 0-10 giin aras1 plazma P4
konsantrasyonlar1  degerlendirilmis ve PRID-Delta (1.55 g)’nin intra vajinal
yerlestirilmesinden sonraki 0-10 giinliik ortalamasinin 1.6 ng/ml P4 oldugu ifade edilmistir.
Ayrica ayni cihazlarin kan progesteron diizeylerinin, giinlik ortalama 40 kg siit veren
ineklerde artmis kuru madde aliminin sonucu olarak artan karaciger kan akisi ile progesteron
ve diger steroidlerin karacigerde yikimlanmasi nedeniyle yaklasik olarak %40 diizeyinde

diistiigii bildirilmistir (Silva ve ark. 2021). Bu bilgiler 1s1¢inda sunulan ¢alismanin dondr
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ineklerinde siiperstimiilasyon uygulamalarina subluteal progesteron ortaminda baslandigi

sOylenebilir.

Sunulan ¢alismada gruplar arasinda, toplam oosit-embriyo, transfer edilebilir embriyo
sayilart ve geri kazanim oranlart arasindaki fark O6nemsiz ¢ikmistir (p>0.05). Amerika
Embriyo Transfer Dernegi’nin (AETA) 2021 Survey raporuna gore, siit¢ii irk sigirlardan elde
edilen ortalama oosit-embriyo sayisi1 7.7, transfer edilebilir embriyo ortalamasi 4.9 ve geri
kazanim oran1 da %63 olarak, et¢i ik sigirlarda da sirasiyla 10.8, 6.0 ve %56 olarak
bildirilmistir (Demetrio 2021). Ayrica Avrupa Embriyo Teknoloji Derneginin (AETE) 2023
yili raporuna goére Avrupa in vivo transfer edilebilir embriyo ortalamasi 5.3 olarak
bildirilmistir (Quinton 2023). Sunulan calismada gruplara gore ortalama oosit-embriyo
sayilar1 sirastyla; 16.10, 17.3 ve 9.40 olarak bulundu ve bu sonuglar AETA’nin 2021
raporundaki siit¢ii 1rk sigir ortalamalarindan yiiksek, sadece kontrol grubunda etgi irk
ortalamalarindan 1.40 disiik bulundu. Yine sunulan ¢aligmada gruplara gore transfer
edilebilir embriyo ortalamalar1 sirasiyla; 14.30, 11.70 ve 8.50 oldugu belirlendi ve bu
degerlerin AETA 2021 ile AETE 2023 survey raporlarinda bildirilen ortalamalardan yiiksek
oldugu anlagilmistir. Ayrica sunulan ¢alismada ki geri kazanim oranlar1 gruplara gore
sirastyla %81.71, %87.17 ve %73.59 degerleri ile AETA 2021 survey ortalamalarindan
yiiksek bulundu.

Tohumlama sonrast 7. giin yikamalarinda daha ¢ok kompakt morula ve blastosist
asamalarinda, tohumlama sonrasi 8. giin yapilan uterus yikamalarinda ise blastosist ve
ekspanded blastosist agamalarinda embriyolar elde edildigi daha onceki g¢aligmalarda
bildirilmistir (Tekeli 1994; Mapletoft 2013; Dursun ve Karasahin 2021). Ayni yikama
giiniinde farkli gelisim safhalariin birlikte goriilmesi; tohumlamadan sonra zigotun olusma
zamanit ve embriyonun gelisme yetenegine bagli oldugu, embriyonun iyi gelistigi
durumlarda tohumlamadan sonraki 7.giinde de expanded blastosist agamasinda embriyolarin
goriilebilecegi bildirilmektedir (Dursun ve Karasahin 2021). Ayrica embriyo dondurma
protokollerine in vivo ve in vitro sigir embriyolarinin kompakt morula ve blastosist
sathalarinin diger gelisim asamalarina gore daha iyi sag kalima sahip oldugu bildirilmistir
(Yilma 2022). Sunulan calismada siiperovulasyon sonrasi flushing islemleri kontrol
grubunda 7.giin, grup 1 ve 2’de ise 7,5. giinde yapildi. Nedeni de daha ileri gelisimsel
asamada embriyo elde etmek ve bunlarin morfolojik olarak taninmasinin az deneyimli kisiler

tarafindan da kolaylikla yapilabilmesiydi. Sunulan ¢alismada embriyo gelisim asamalarina
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gore gruplar karsilagtirildiginda, kompakt morula asamasindaki embriyo sayilariin grup
3’te grup 1 ve grup 2’den fazla oldugu (p<0.05), yiizde farklilik asisindan da (%71.42+ 7.24)
yiiksek oranda anlamli farklilik oldugu (p<0.01) goriildii. Kontrol grubunda blastosist ve
ekspanded blastosist agamalarinda embriyo elde edilmedi. Grup 1 ve 2 arasinda embriyo
gelisim asamalart ylizde degerleri bakimindan istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05) ve
kontrol grubuna gore daha dagmik asamalarda embriyolar elde edildi. Kompakt morula
asamasindaki embriyolarin az deneyimli kisiler tarafindan UFO ile karistirilabilecegi ifade
edilmektedir (B6 ve Mapletoft 2013; Jahnke ve ark. 2014). Buna gore daha ileri gelisimsel
asamalarda embriyo elde etmek icin flushing zamaninin 12 saat kadar ertelenmesi tavsiye

edilebilir.

5.2. Ekzojen FSH ile Siiperstimiilasyonun Dolasimdaki AMH Diizeyine Etkisi

Sigirlarda AMH kan diizeyleri 6l¢iildiigiinde, bireysel olarak reprodiiktif donemler
igerisinde kiiclik degisimler gostermesine ragmen farkli bireyler arasinda 6nemli derecede
degisim gosterdigi bildirilmektedir. Center ve ark. (2018) calismalarinda kullandiklar1 79
etci inegin serum AMH degerlerinin 0.013-0.898 ng/ml araliginda degistigini ve ortalama
0.293 ng/ml oldugunu bildirmislerdir. Gobikrushanth ve ark. (2018) laktasyondaki Holstayn
ineklerin ortalama serum AMH konsantrasyonlarini 191.1+6.3 pg/ml, Shehabeldin ve ark.
(2021) 0.174 ng/ml oldugunu bildirmislerdir. Sunulan c¢alismada 30 Holstayn inek
kullanmilmistir ve folikiiler dalga senkronizasyonu sonrast (AMH]1) alinan kan serumu AMH
degerlerinin 40 pg/ml (0.04 ng/ml) ile 730 pg/ml (0.73 ng/ml) arasinda degistigi, ortalama
AMH diizeyinin de 230 pg/ml (0.23 ng/ml) oldugu tespit edildi. Sunulan ¢alismadaki donor
ineklerin AMH ortalamalarinin, Center ve ark. (2018) bildirdikleri ortalamalardan biraz
diisiik, Gobikrushanth ve ark. (2018) ile Shehabeldin ve ark. (2021)’nin bildirdikleri
ortalama degerlerden yiiksek oldugu goriildii. Carter ve ark. (2016) farkli sigir irklarinin
AMH diizeylerini belirledikleri bir ¢calismada Zebu, Avrupa 1rki (Bos taurus) ve melez
(Zebu-taurus) 1rk sigirlarin ortalama AMH konsantrasyonlarini sirasiyla; 0.77 £0.09 ng/ml,
0.33+0.24 ng/ml ve 0.63+0.07 ng/ml olarak bildirmislerdir. Koca ve ark. (2023) 60 Siyah
Alaca Holstayn diivenin AMH konsantrasyonlarinin 84-714 pg/ml arasinda degistigini ve
ortalamanin 305 pg/ml oldugunu belirlemislerdir. Sunulan ¢alismada elde edilen AMH

seviyelerinin, Holstayn irk1 ineklerde yapilan ve yukarida sonuglar1 verilen ¢alismalarla
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benzer oOl¢iim araliginda oldugu goriilmekte, farkliliklarin daha ¢ok 1irk ve parite
farkliliklarindan kaynaklandigi anlasilmaktadir (Guerreiro ve ark, 2014; Baldrighi ve ark,
2014; Batista ve ark, 2014). Ayrica, AMH analiz ¢alismalarinda kullanilan antikoagiilanli
kan alma tiiplerinin heparin ya da EDTA’l1 olmasi, plazma ya da serumun kullanilmasi,
ornekleri saklama kosullari, test 6l¢ciim yontemi ve kullanilan AMH test kitinin de test
sonuclarint degistirebilecegi ifade edilmistir (Rico ve ark. 2012; Fleming ve ark. 2013;
Center ve ark. 2018).

Glinlimiizde siiperovulasyon programlar1 yoluyla {iretilen embriyolarin ¢ogunlugu
(%70) siliperovulasyon g¢alismalarina alinan dondr sigirlarin %30’undan alinmistir. Geri
kalan dondrlerden ortalamalarin altinda embriyo elde edilmis ya da hi¢ embriyo
almamamistir. Bu nedenle daha fazla sayida yiiksek AMH konsantrasyonuna sahip donor
sigir segme imkanina sahip olmanin, iistiin genetiklerden embriyo iiretimini gelistirerek,
embriyo basina diisen maliyetlerin azaltilmasina imkén saglayabilecegi ifade edilmektedir
(Bo ve Mapletoft 2014; Gobikrushanth ve ark. 2017-2018; Jazmin ve ark. 2023). Serumdaki
AMH diizeyinin tek bir 6l¢iimii ile sigirlarda ovaryum folikiil rezervinin bilytlikligi tespit
edilebilmektedir. Ayrica AMH diizeyinin siiperovulasyon yaniti, toplam elde edilen embriyo
sayist ile pozitif iligkili oldugu bir¢ok calisma ile ortaya konulmustur (Souza ve ark. 2015;
Abdel Aziz ve ark. 2017; Nabenish ve ark. 2017).

Rico ve ark. (2009) AMH konsantrasyonu ile siiperovulasyon yaniti1 arasindaki iligkiyi
arastirdiklar1 ve 18 Holstayn inegi degerlendirdikleri calismada, plazma AMH
konsantrasyonu ile biiyiik folikiil sayis1 ve siiperovulasyon sonras1 CL sayis1 arasinda giiclii
iliski oldugunu bildirmisler fakat yazar embriyo kazanimiyla ilgili sonug¢ belirtilmemistir.
Monniaux ve ark. (2010) Holstayn X Normande siit¢ii ineklerin (n=45) kullanildig1, plazma
AMH konsantrasyonu ile embriyo iiretimini karsilastirdiklar1 calismada, plazma AMH
konsantrasyonunun dondr basina toplam oosit-embriyo sayis1 ve transfer edilebilir embriyo
sayist ile iligkili bulundugunu bildirmislerdir. Souza ve ark. (2015) ortalama AMH
konsantrasyonunun, siiperovulasyon yanit1 (p<0.01), toplam oosit-embriyo (p<0.01) ve
toplam transfer edilebilir embriyo sayilar1 (p<0.02) ile son derece iliskili oldugunu
bildirmisler fakat fertilize oosit ve dejenere embriyo sayisi arasinda iliski bulunmadiginm
ifade etmislerdir. Abdel Aziz ve ark. (2017) Holstayn sagmal ineklerin siiperovulasyon
oncesi Olgiilen dolasimdaki AMH konsantrasyonu ile sliperovulasyon yaniti arasindaki

iliskiyi arastirdiklar1 caligmalarinda; ortalama AMH konsantrasyonu ile CL sayisi, toplam
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oosit-embriyo sayisi, transfer edilebilir embriyo ve 1.kalite embriyo sayilar1 arasinda pozitif
bir iliski oldugunu bildirmislerdir (p<0.05). El-Keraby ve ark. (2021) yiiksek (0.27+0.02
ng/ml) ve diisiik (0.07+0.01 ng/ml) AMH seviyelerine sahip iki gruptan olusan Holstayn
inekleri kullandiklar ¢alismada, her iki grup arasinda AMH diizeyi ile antral folikiil sayis1
(p<0.01), siiperovulasyon yaniti (CL sayis1) (p<0.01) ve toplam oosit-embriyo sayisi
(p<0.05)’nin son derece iliskili oldugunu bildirmislerdir. Marzouk ve ark. (2020) Holstayn
ineklerin (n=19) siiperovulasyon oncesi dolasimdaki AMH diizeyi ile toplam oosit-embriyo
say1st (p<0.05), transfer edilebilir embriyo sayis1 (p<0.05), 1.kalite embriyo sayis1 (p<0.01),
2. ve 3.kalite embriyo sayilar1 (p<0.05) ile son derece iliskili olduklarini, ayrica diger
calismalardan farkli olarak AMH diizeyi ile dejenere embriyo sayilart arasinda da (p<0.05)
iligki bulundugu ifade edilmistir. Sunulan ¢alisma ile Rico ve ark. (2009), Monniaux ve ark.
(2010), Souza ve ark. (2015), Abdel Aziz ve ark. (2017) ve El-Keraby ve ark. (2021)’nin
calismalarina benzer sekilde serum AMH diizeyi ile siiperovulasyon yaniti, toplam oosit-
embriyo sayisi, transfer edilebilir embriyo sayisi, 1.kalite embriyo sayilar1 arasinda pozitif
bir iliski oldugu (p<0.01) ortaya konulmustur. Fakat Marzouk ve ark. (2020)’nin aksine,
sunulan ¢alismada 2., 3.kalite ve dejenere embriyo sayilari ile AMH diizeyleri arasinda iligki

kurulamadi.

Disi sigirlarin farkli yas, reprodiiktif donem ve iklim kosullarinda plazma AMH
seviyelerinde Onemli diizeyde degisimin oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir
(Hirayama ve ark. 2017; Sabuncu ve ark. 2019; Alward, Kayla ve ark. 2021; Contreras-
Méndez ve ark. 2024). Ayni Ostrus siklusu sirasindaki kan AMH diizeylerindeki degisim i¢in

ise farkli sonuglar bildirilmistir.

Insanlarda ovaryum 6strus siklusu sirasinda, AMH endokrin seviyelerini gdsteren sonuglar
tutarli degildir. Baz1 ¢aligmalar menstrual siklus boyunca AMH diizeyinde onemli diizeyde
dalgalanma olmadigini sdylerken (Hehenkamp ve ark. 2006; La Marca ve ark. 2006; Streuli
ve ark. 2008) digerleri, 6zellikle yliksek ortalama AMH diizeylerine sahip gen¢ kadinlarin
folikiiler faz sirasinda en yiiksek AMH konsantrasyonuna sahip olduklarini bildirmislerdir
(Wunder ve ark. 2008; Sowers ve ark. 2010). Etci diivelerde AMH konsantrasyonunun ayni
bireylerde, ovulasyondan 4 giin 6nce ile ovulasyondan 4 giin sonraya dayanan bir zaman
diliminde oldukc¢a statik oldugu ifade edilmektedir (Ireland ve ark. 2008, 2011). Buna
karsilik Rico ve ark. (2009) siit¢ii ineklerde AMH konsantrasyonunun ostrusta: 0.049 - 0.359
ng/ml, Ostrustan 7 giin sonra: 0.026 - 0.212 ng/ml olarak 6l¢iildiigiini bildirmisler, siitgii
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ineklerde AMH’nin 6strus siklusu sirasinda belirli bir dinamik profil sergiledigini, dstrustan
sontra AMH konsantrasyonunda bir azalis oldugunu, siklisun 4-9 giinleri aras1 minimal
degerlere ulastig1 ve sonraki Ostrusa kadar yavas bir artisin oldugunu, bu durumun 6zellikle
yiiksek ortalama AMH konsantrasyonuna sahip olanlarda bariz oldugu (p<0.05) ifade
edilmistir. Ayrica embriyo iiretimi icin en iyi inekleri se¢cmek amaciyla kan AMH
konsantrasyon degerlerini belirlemeye en uygun olan ostrus siklus doneminin, Gstrusta ve
siklisun 12. giinlinden sonra oldugunun bulundugu ifade edilmis ve bu sonuglarin
insanlardaki verilerle (Wunder ve ark. 2008; Sowers ve ark. 2010) uyumlu oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismalarin aksine, seksiiel siklusun farkli evrelerinde AMH diizeyinin
minimum degisiklik gdsterdigi ve bu nedenle siklusun herhangi bir doneminde bir kez
Olciilen AMH diizeyinin c¢esitli amaglara yonelik olarak giivenli bir sekilde
kullanilabilecegini ifade eden c¢alismalarda bulunmaktadir. Dolagimdaki AMH
konsantrasyonu ile yiiksek verimli siit¢ii ineklerin siiperovulasyon yanit1 arasindaki iligkinin
incelendigi bir calismada, bireysel ineklerde AMH diizeyinin tekrarlanabilirligini belirlemek
icin 72 Holstayn inekten ti¢ farkl siklus giiniinde; rastgele bir giin, prodstrus ve didstruste
kan alinarak AMH diizeylerine bakilmustir. Inekler i¢in analizin test edildigi ii¢ zaman
noktasindaki AMH’ nin tekrarlanabilirligi (r= 0.91) yiiksek bulunmustur. Genel olarak bir
analiz degerinin diger tiim test ve 3 analizin ortalama degerine ¢ok benzer bilgiler sagladigi
bildirilmistir (Souza ve ark. 2015). Senkronize ve dogal Ostrus siklusu sirasindaki AMH
konsantrasyon degisiminin incelendigi, 44 siitcii ve 24 et¢i diivenin kullanildig1 ¢calismada
Ostrusta: AMH konsantrasyonunun dogal (0.0543+ 0.01 ng / ml) ve senkronize (0.0428+
0.01 ng / ml) 6strus dongiileri arasinda farklilik géstermedigi (p>0.10), dogal ve senkronize
Ostrus arasindaki AMH konsantrasyonlarinin pozitif korelasyon gosterdigi (r=0.67; p

<0.001) ifade edilmistir (Pfeiffer ve ark. 2014).

Sunulan ¢alismada AMH1 ile AMH2 diizeyleri arasindaki istatistiki verilerin yukaridaki
calismalarla uyumlu oldugu goriildii. AMH1-AMH2 degisim yiizdesi gruplara gore (grup 1,
2, 3) sirasiyla; ortalama %91.05, %97.22 ve %50.15 olarak bulundu. Gruplardan bagimsiz
(n=30) AMHI1 ile AMH2 arasinda ki toplam konsantrasyon artist %79.48 oldu ve aralarinda
yiiksek diizeyde anlaml iligki bulundu (p<0.01). Gruplara baktigimizda daha 6nce yapilan
caligmalarda ifade edilenlere benzer sekilde (Rico ve ark. 2009, 2011; Sakaguchi ve ark.
2019) siiperstimiilasyon sonrast AMH konsantrasyonlarindaki artisin yiilksek AMH’l1 olan
gruplarda diisiik olan gruptan yiiksek oldugu goriilmektedir. Inek ve kegilerde
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stiperovulasyon ve embriyo {iretimi i¢in ekzojen FSH uygulandiktan sonra plazma AMH
konsantrasyonlarinda gegici degisiklikler gdzlenmistir. Hayvanlara siiperoviilator bir tedavi
uygulandiginda bir sonraki kizginlikta plazma AMH konsantrasyonlarinin agik¢a artmis
oldugu ve bu artisinda ultrasonografi ile tespit edilmeyen kiigiik folikiillerin gelismis
biliylimesini yansitabilecegi ayrica gonadotropinler ile siiperoviilator tedavinin graniiloza
hiicreleri yoluyla AMH sekresyonunu arttirmis olabilecegi ifade edilmektedir (Rico ve ark.
2009-2011; Center ve ark. 2018). Ostrustan sonra dolasimdaki AMH konsantrasyonunda
meydana gelen azalmanin sebebi de ovulasyondan 6nce meydana gelen preovulatéor FSH
salmmminin  graniiloza hiicreleri tarafindan AMH {retiminin engellenmesinden
kaynaklandig1 ve azalmis folikiil popiilasyonu ile iliskili olmadig1 varsayillmistir (Rico ve
ark. 2011). Diisiik AFS’ye (antral folikiil sayis1) sahip olanlarda yiiksek olanlara kiyasla
dolasimdaki FSH oraninin %15-50 daha fazla oldugu bildirilmektedir (Ireland ve ark. 2007;
Mossa ve ark. 2010). Sunulan ¢alismada AMHI i¢in kanlar, endojen FSH ile kismen AMH
sentezinin engellenmesi sonrasi alindi. AMH2 i¢in kan alimlar1 ise muhtemel Ostrusta,
ovaryumlar ilizerinde ¢ok sayida bulunan dominant folikiiller tarafindan salinan dstradiol-17
B ve inhibin konsantrasyonunun en yiiksek oldugu ve bunlarin endojen FSH salinimim
baskiladigi bir donemde alindi. Sunulan ¢alismada serum AMHI1 ile AMH?2 konsantrasyonu
arasinda ortaya c¢ikan bu anlaml farkin nedeni; Rico ve ark. (2009-2011) belirttigi gibi
Ostrusta AMH konsantrasyonlarinin arttigi, Ostrustan sonra ani bir diisiis meydana geldigi
ayrica gonadotropinler ile siiperoviilator tedavinin graniiloza hiicreleri yoluyla AMH
sekresyonunu arttirmis olabilecegi ifadeleriyle agiklanabilir. Sonu¢ olarak, Holstayn
ineklerde AMH konsantrasyonu siiperstimiilasyon uygulamalar1 sonrasi yiiksek diizeyde
artmustir (p<0.01). Sigirlarin aksine, kadinlarda yapilan ¢alismalar da: Kontrollii ovaryum
hiperstimiilasyonu (COH) nedeniyle serum AMH seviyelerinin ¢oklu folikiiler olgunlagsma
sirasinda kademeli olarak diistiigiinii, bu durumun kii¢iik antral folikiil sayisindaki ¢arpict
azalmay1 ve daha biiyiik folikiillerdeki AMH ekspresyonunun azlig: bilgisini dogruladiginm
ifade etmislerdir (Fanchin ve ark. 2003; Lee ve ark. 2010).
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6. SONUC

Sunulan caligmada, ayn1 modifiye siiperovulasyon protokolii iizerinde iki farkli
folikiiler dalga senkronizasyon yontemi (GnRH enjeksiyonu ve folikiil aspirasyonu)
kullanilmasinin, elde edilen embriyo say1 ve kalitesi lizerine etkisini karsilastirmak, ayrica
stiperovulasyon protokollerinin iki farkli noktasi arasinda, dolasimdaki AMH diizeyinde
meydana gelen degisimin tespitiyle siiperstimiilasyon uygulamasinin antimiillerian hormon

(AMH) seviyesine etkisinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Folikiil aspirasyon grubunda (grup 2) UFO, anovule folikiil ve 4. kalite embriyo sayilari
(dejenere embriyo + UFO) ile 4. kalite embriyo (%) ve UFO (%) degerleri GnRH ile
folikiiler dalga senkronizasyon gruplarindan (grup 1 ve 3) yiliksek bulundu. Grup 1 ve 3’tede
transfer edilebilir embriyo (%) ve fertilize oosit (%) oranlar1 folikiil aspirasyon grubundan
yilksek bulundu. Folikiil aspirasyon grubundaki bu durum, siiperstimiilasyon
enjeksiyonlarina baglamadan once aspire edilen folikiillerin bazilarinin yeniden folikiil s1visi
ile dolmasindan (rezidiiel folikiil olusumu) kaynaklanmis olabilecegi degerlendirildi. GnRH
ile yapilan folikiiler dalga senkronizasyon gruplar1 (grup 1 ve 3) ve folikiil aspirasyon
gruplarindan elde edilen transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyo sayilar1 arasinda
istatistiksel fark olmamas1 nedeniyle her iki folikiiler dalga senkronizasyon yonteminin de
modifiye siiperovulasyon protokolleri ile giivenli bir sekilde kullanilabilecegi ortaya

konuldu.

Fakat transvaginal folikiil aspirasyon yonteminin, is giicii ve zaman kayb1 yasatmasina
ilaveten ultrason ekipmani ve deneyimli personel gerektirmesi nedeniyle sayisal olarak daha
fazla transfer edilebilir embriyolarin elde edildigi modifiye GnRH ile folikiiler dalga
senkronizasyon yonteminin kullanildig1 protokoliin tercih edilmesinin daha uygun olacag:
kanaatine varildi. Siiperovulasyon protokolii olarak orijinal protokoliin kullanilmasi
durumunda, flushing sonrasi daha ileri gelisimsel asamada embriyo kazanimi i¢in uterus

yikama igleminin 12 saat kadar ertelenmesi tavsiye edilebilir.

Sunulan ¢alisma ile siiperovulasyon protokollerinin uygulanmasi sirasinda, dolagimdaki
AMH konsantrasyonlarindaki artisin folikiiler dalga senkronizasyonu sonrasi ile
stiperstimiilasyon sonrasi (muhtemel 6strus) donem arasinda énemli diizeyde oldugu ortaya

konuldu.
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Sonug olarak, GnRH ile folikiiler dalga senkronizasyon yonteminin kullanim kolayligi,
fertilize ve transfer edilebilir embriyo (%) oranlarinin daha yiiksek, 4.kalite (dejenere
embriyo + UFO) embriyo sayis1 ve (%) oranlarinin daha diisiik olmasindan dolay1 folikiil
aspirasyon yonteminden daha iyi oldugu tespit edildi. Siiperstimiilasyon sonrasi 6lgiilen

AMH degerlerinin de giivenilir bir indikator olamayabilecegi anlagildi.
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