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Ozet: Siiperovulasyon uygulamalarinin amaci maksimum sayida fertilizasyon ve transfer edilebilir embriyo elde etmek-
tir. Sliperovulasyon uygulanan sigirlarda ovaryum fonksiyonel cevabindaki farkliliklar ve bu durumun énceden tahmin
edilememesi embriyo transfer programlarinin karliigini ve uygulanabilirligini olumsuz etkilemektedir. Dondrlerin siipe-
rovulasyon uygulamalarina verdikleri fonksiyonel yanit farkliliklari gonadotropin uygulamasinin baslangicinda ovaryum-
lar Gizerindeki folikiiler gelisim asamalarindaki farkhliklardan kaynaklanmaktadir. Ostrus siklusunun 8-12. giinleri ara-
sinda uygulamaya baslanilan geleneksel siperovulasyon yontemlerinin yogun is gucu gereksinimi ve donorlerin ayni
zaman ve siklus agsamasinda uygulamaya alinamamasi gibi énemli dezavantajlari uygulayicilar alternatif siiperovulas-
yon yontemlerinin gelistiriimesi arayisina yoneltmistir. Sitperovulasyon yontemleri saflastiriimis hipofiz ekstraktlari ve
progesteron salinimi yapan intravaginal araglarin kullaniimaya baglamasindan sonra hizla gelisim géstermistir. Ovaryu-
mun folikll dinamiginin belirlenmesi, folikiiler dalga olusumunun ekzojen kontrolii ve dominant folikllin baskilayici
etkisinin ortadan kaldiriimasini temel alan folikller dalga senkronizasyonu uygulamalarinin gergeklestiriimesi ile siklu-
sun herhangi bir déneminde istenilen sayida dondr hayvana ayni zamanda siperovulasyon uygulanabilmektedir. Ayri-
ca geligtirilen bu yeni pratik yaklagimlardan elde edilen sonuclar geleneksel stuperovulasyon yontemleri ile elde edilen
sonuglarla karsilastirilabilir diizeydedir. Sadelestiriimis ve optimum sayida transfer edilebilir embriyo elde edilebilen
protokollerin gelistiriimesi embriyo Uretimi ve transferi galismalarinin maliyeti ve uygulanabilirligi Gzerine olumlu katki
saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Folikiler dalga, FSH, GnRH, dstradiol, siiperovulasyon

Recent Advances in the Application Superovulation in Cattle

Summary: The purpose of superovulation applications is to obtain the maximum number of fertilization and transfera-
ble embryos. Differences in ovarian functional responses in superovulated cattle and the unpredictability of this condi-
tion negatively affect the profitability and applicability of embryo transfer programs. Differential functional responses of
donors to superovulatory applications are due to differences in the stages of follicular development on the ovaries at
the onset of gonadotropin administration. The traditional superovulation methods which initiated to be applied between
8-12 days of oestrus cycle the important disadvantages such as the inability of the donors to get into practice at the
same time and at the same time as the cycle, have led practitioners to search for alternative superovulation methods.
Superovulation methods developed rapidly after the use of purified pituitary extracts and intravaginal devices of pro-
gesterone release. Superovulation can be applied to desired number of donor animals at any time during the cycle
determination of ovarian follicul dynamic, controlling the exogenous follicular wave appearance and the implementation
of synchronization of the follicular wave based on removal of the dominant follicle suppressive effect. Furthermore, the
results obtained from these new practical approaches developed are comparable to those obtained by traditional su-
perovulation methods. The development of protocols in which simplified and optimal number of transferable embryos
can be obtained will contribute positively to the cost and applicability of embryo production and transfer studies.

Key words: Folliculer wave, FSH, GnRH, estradiol, superovulation

Girig sinirlayici faktor olarak etkisini siirdirmektedir (27).

Son 10 yilda superovulasyon ve embriyo transferi
Sigirlarda embriyo transferi uygulamalari kullanimi (ET) icin kullanilan protokol ve tekniklerde yapilan
her gecen giin yayginlasmakta ancak slperovulas- degisikliklere ragmen transfer edilebilir kaliteli embri-
yon uygulamalarinin sonuglarindaki degiskenlik uygu- yo sayisI nispeten degismeden kalmistir (63).

lamalarin basarisi (zerine glnimizde en &6nemli

Sliperovulasyon protokolleri son 40-50 yilda gok hizli
bir gelisim gostermistir. 1970’lerde ticari hipofiz ekst-
raktlarinin ve prostaglandinlerin (PG), 1980’lerde
kismen saflastirimis hipofiz ekstraktlari ve progeste-
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1990’larda gunimizde kullandigimiz protokollerin
bircogunun olugturulmasini saglamigtir. Ayrica real-
time ultrasonografinin kullanimi ile folikller dalga
dinamiklerinin 6grenilmesi ve folikiiler dalga ortaya
cikisinin kontrol edilebilmesini saglayan ydntemlerin
gelisimi yeni pratik yaklagimlarin olusturulmasini sag-
lamistir (26). Ancak folikiler dalga senkronizasyonu
amaciyla yapilan uygulamalarda ultrason rehberligin-
de folikil ablasyonunun deneyimli personel, ultrason
ve ekipman gerektirmesi, uygulama alaninin oldukca
zor olmasi ve embriyo Uretim merkezi digindaki ciftlik-
lerde uygulama gucludu gibi 6nemli dezavantajlari
bulunmaktadir. Buna ilave olarak folikiler dalga senk-
ronizasyonu igin en yaygin kullanilan hormon olan
Ostradioliin ulkemizde ve birgok ulkede kullanimina
izin verilmemesi superovulasyon ve embriyo Uretimi
konusunda uygulayicilarin yeni arayiglara yonelmesi-
ne neden olmustur. Bu amagla gonadotropin salgilati-
ct hormon (GnRH) ya da luteotropik hormon (LH)
kullanimi ile ilgili ¢calismalar énem kazanmakta ve
siklusun degisik donemlerinde bu iki hormonun farkl
zamanlarda uygulanmasiyla dominant folikilin uzak-
lastirimasi ve yeni folikiler dalga olusturularak sipe-
rovulasyon uygulamalarina baslaniimasi ile ilgili galig-
malar yapilmaktadir (41).

Siiperovulasyon

Siiperovulasyon donér olarak segilen disi hayvanlara
ekzojen hormon uygulamasi sonucu 6nceden belirle-
nen bir zamanda ovaryumlarinda birden fazla folikil
gelisimi ve bu folikillerin ovulasyonlarinin gercekles-
mesi olarak tanimlanir (6).

ineklerde siiperovulasyon uygulamalarinin amaci,
maksimum sayida fertilizasyon ve gebelik olusturma
olasihgi yuksek transfer edilebilir embriyolar elde
etmektir (10).

Siiperovulasyon igin donér hayvanlarin se¢imi

Birgok embriyo transfer programlarinda dondr
hayvan secimi ¢ ana kritere bagli olarak yapilmakta-
dir: genetik Ustlnlik, dreme yetenegi ve genetigin
pazar degeri (48).

Donér segiminde; normal bir pospartum dénem
gecirmis olmal,18-24 giin araliginda duzenli Gstrus
sikluslari géstermeli, vicut kondlsyon skorunun 2,5-
4 olmalidir. Diveler ineklere gére genellikle daha az
embriyo Uretirler ve embriyo verimi tahmin etmek
glctlr bu nedenle verici olarak segilen diveler 350
kg ve daha fazla olmali, diizenli 6strus siklusu goster-
meli ve iyi gelismis Ureme sistemine sahip olmali,
genellikle geng dondrler (3-8 yas araliginda) tercih
edilmelidir (29).

Dondr hayvanlar Bovine Leucocyte Adhesion Defici-
ency (BLAD) ve Complex Vertebral Malformation
(CVM) gibi kalitsal hastaliklari (34) ve ayrica fertiliteyi
etkileyecek BSE, IBR-IPV, Sap, BVD, Lokoz, Tiber-
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kiloz, Brusellozis gibi enfeksiydz hastalik etkenlerini
tasimamalidir (43).

Siiperovulasyon uygulamalarinda basariyi etkile-
yen faktorler

Slperovulasyon uygulamasinin basarisini etkileyen
faktorler kullanilan hormon, segilen dondr hayvana
bagli faktorler ve diger faktorler olarak G¢ alt baglikta
degderlendirilebilir. Kullanilan hormon bilinen denen-
mis preparatlar olmali, dozu, uygulama sekli, uygula-
ma sayisi, muhafazasi ve hazirlanmasinda prospek-
tustinde belirtilen hususlara dikkat edilmelidir. Segilen
dondrin yasi, irki ,vicut agirhgi, reprodiktif gegcmisi,
uygulamanin baslangicinda ovaryumlarinin durumu
ve ovaryum Uzerinde dominant folikulin varhgi stpe-
rovulasyon basarisini etkilemektedir. Diger faktorler
olarak ortam isisi, gevre ve mevsim sayilabilir (44).
Mevsim (11), yas (37), sit verimi (12), vicut kondis-
yon skoru (13), tekrarlanan superovulasyon uygula-
malari (38) ve Ostrus siklusunun farkli ddnemlerinde
superovulasyon uygulamasinin (9) embriyo verimi ve
kalitesi Uzerine etkisiyle ilgili arastirmalar yapilimigtir.

Siiperovulasyonda kullanilan hormonlar

Sigirlarda stiperovulasyon amaciyla tg farkh tip go-
nadotropin kullaniimaktadir: Domuz ve diger evcil
hayvan hipofizlerinden elde edilen gonadotropinler,
gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) ya da equi-
ne chorionic gonadotropin (eCG) ve human menapo-
sal gonadotropin (hMG)’dir (8).

Foliktl stimulan hormonun (FSH) ineklerdeki biyolojik
yarilanma suresinin ¢ok kisa oldugundan (yaklasik iki
saat) 6zellikle stiperovulasyon galismalarinda periyo-
dik tekrarlanan dozlar halinde kullaniimalidir.
(6,7,47). Klasik FSH uygulama protokoli 4-5 gin
sure ile ginluk iki kez intramuskuler(i.m.) enjeksiyon
seklindedir. Total doz ham hipofiz ekstrakti i¢in 28-50
mg, NIH-FSH-P1 kismen saflastiriimis hipofiz ekst-
rakti icin 260-400 mg’dir. Uygulamanin baslangicin-
dan sonraki 48 ya da 72. saatte luteolizis igin Pros-
taglandinF,a (PGF.a) uygulanmakta, dstruslar uygu-
lamadan sonraki 36-48 saatte olusmakta ve bundan
24-36 saat sonra ovulasyonlar baglamaktadir (24).

eCG hem FSH hem de LH akivitesine sahip komp-
leks bir glikoproteindir (53). Yarilanma édmru 40 saat-
tir ve sigir dolasiminda 10 giinden fazla streyle kalir;
bu nedenle normal olarak bir kez i.m. enjeksiyonu
yapllir ve bunu 48 saat sonra yapilan PGF,a enjeksi-
yonu takip eder (33). eCG’nin yarilanma dmrindn
uzun olmasi nedeniyle devam eden ovaryum aktivite-
si, anovulator folikil gelisimi, anormal endokrin profil-
ler ve embriyo kalitesinde azalma gibi olumsuzluklar
olusmaktadir (51). Bu problemler 6strus baslangicin-
dan 12-18 saat sonra ilk tohumlama sirasinda anti-
eCG'nin intraventz olarak verilmesi ile buyuk dlgide
asiimistir (33,36). eCG siperovulasyon amaciyla
uygulanan dozu 2500 internasyonel Unite (IU)/
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inek’dir. Ancak eCG antikorunun (anti-eCG’nin) ticari
olarak bulunmamasi 6nemli bir problemdir (44).

Sigirlarda hMG kullanilarak yapilan siperovulasyon
c¢alismalarinda FSH veya PMSG c¢aligmalarinin so-
nuglari gibi olumlu ve yeterli sonu¢ alinamamasi,
yuksek dozlarinda bile ovule olmayan follikiil sayisi-
nin dnemli oranda fazla olmasi bu hormonun énemli
dezavantajlandir (7).

Siiperovulatér hormonlarla birlikte kullanilan di-
ger hormonlar

Sigirlarda stperovulasyon uygulamalari éncesi, sira-
sI ve sonrasinda; Ostrus senkronizasyonu, folikiler
dalga olusumunun ekzojen kontroll ve senkronizas-
yonu, CL’un luteolizisi, dominant folikiiliin ovulasyonu
ya da regresyonu ve ovulasyonlarin uyariimasi ama-
ciyla slperovulasyonu uyarici hormonlarla birlikte
bircok hormon kullaniimaktadir. Bunlar GnRH, LH,
human koryonik gonadotropin (hCG), P4, PGFq,
Ostrojenler ve anti-PMSG’dir (41).

Sigirlarda siiperovulasyon yontemleri

Ticari embriyo transfer programlarinin yayginlastiril-
masindan sonra her bir dondrden elde edilen embriyo
sayisinin artinilmasi amaciyla superovulasyon yén-
temleri siirekli olarak gelistirimektedir (47). Ozellikle
1990’larin baglarinda gelistirilen segcilmis folikiler
dalganin ve ovulasyonun kontrolu ciftliklerde yapilan
ET calismalarinda 6zellikle gok sayida donér hayva-
na belirli bir zamanda toplu olarak uygulama yapila-
bilmesi agisindan olduk¢a 6nem kazanmistir (23).

Folikiler dalga ve ovulasyon kontrol programlarinin
gelistiriimesi slperovulasyon yanitindaki farkhhklar
ortadan kaldirmasa da istenilen zamanda uygulama-
lara baslaniimasini, dondrlerin sabit zamanda tohum-
lanmasini saglayarak embriyo transferi galismalarina
olumlu katki yapmistir (24,27,47). Bu gelismeler dog-
rultusunda slperovulasyon protokolleri artik daha
kullanigh hale gelmis, ciftliklerde uygulamasi daha
kolaylasmis ve 6strus tespit zorunlulugu ortadan kalk-
mistir (23).

M« . G- 9 R: 6cm STC=5._BRT:=7
Sekil 1. Superovulasyon uygulamasina ¢ok iyi fonksiyonel
cevap alinmis bir sigir ovaryumu lzerinde tohumlama 6nce-
si stiperfolikilasyon goérinimu (41).
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Sekil 2. Siiperovulasyon uygulanmig bir sigir ovaryumunda
flushing 6ncesi korpus luteumlarin gérdnima (41).

Geleneksel siiperovulasyon yéntemleri

Sigirlarda embriyo transferi uygulamalarinin ilk za-
manlarinda, korpus luteumun dogal regresyonuyla
(siklusun yaklasik 16. guni) uyumlu olarak eCG ile
sUperovulasyon uygulamalari  yapilmistir  (46).
PGF,a’nin 1970’ler de kullanilmaya baslaniimasiyla
arastirmacilar FSH ile stiperovulasyon uygulamasina
Ostrus siklusunun herhangi bir déneminde ve 6zellikle
Ostrustan sonraki 8-12. ginler arasinda baslamiglar-
dir (25,47). Ultrasonografik muayene bulgulari ug
dalgali siklus gdsteren ineklerde ikinci folikuler dalga-
nin ovulasyondan sonraki 8.5 glnde bagsladigdi
(siklusun 9.5 guiniinde), iki folikller dalgali siklus gos-
teren ineklerde ise ovulasyondan sonraki 9.5 ginde
(siklusun 10.5 giniinde) basladigini gostermistir (3).
Bu nedenle 6strustan sonra 8-12. giinlerde baglani-
lan geleneksel siiperovulasyon protokolleri iki ya da
uc dalgah sikluslarda ikinci folikuler dalganin bagslan-
gi¢ zamanini kapsayacagindan ovaryumda supero-
vulasyon igin bir grup gelisen folikil mevcut olacaktir.
Folikller dalganin baslangicinda baslanilan slpero-
vulasyon uygulamalarinda daha yiksek fonksiyonel
yanit elde edilmistir. Folikiler dalganin ortaya cikisi
ile stiperovulasyon uygulamalarina baglaniimasi ara-
sinda bir ginlik bir senkronizasyon uyumsuziugu
fonksiyonel cevabi 6nemli derecede azaltmaktadir
(56). Birgok uygulayici azalan dozlarda FSH uygula-
masi ve protokoliin Gglnci gund (5. ve 6. FSH enjek-
siyonlari ile ayni zamanda) PGF,a enjeksiyonunu
tercih ederken digerleri PGF,a enjeksiyonunun dor-
dincl gunde 7. ya da 8. FSH enjeksiyonu ile ayni
zamanda yapilmasini tercih etmekte, sonraki giinde
FSH uygulamamaktadirlar (47). Yapilan bir calisma-
da siperovulasyon uygulamasi sirasinda ¢ift PGF,a
uygulamasinin embriyo sayisi ve kalitesi lizerine sa-
yisal olarak olumlu etkisinin oldugu belirlenmigtir (42).

Geleneksel superovulasyon protokollerinin iki deza-
vantaji bulunmaktadir: birincisi aksatmadan sirekli
Ostrus tespiti yapan yetismis ve deneyimli personel
ihtiyaci; ikincisi belirli bir zamanda uygulamaya basla-
mak icin tim dondrlerin ayni zaman diliminde &strus-
ta olmalari zorunlulugudur (22).
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Folikiiler dalga olusumunun ekzojen kontrolii

Bir folikiiler dalganin dominant folikili diger gelisen
foliklllerden daha buyuktir ve urettigi steroid ve
nonsteroid maddeler araciligiyla diger folikullerin geli-
simini ve yeni folikiler dalga olusumunu engellemek-
tedir (2). Folikdl gelisiminin senkronizasyonu igin bir-
kac yontem mevcuttur. Yapilan arastirmalarin ¢ogu
mevcut dominant folikiilin fiziksel ya da hormonal
uygulamalar sonucu diger folikiller tizerindeki baski-
layici etkisinin ortadan kaldiriimasi ve belirli bir za-
manda yeni folikiiler dalga olusumunun ortaya ¢ikisi-
nin senkronizasyonunu temel almaktadir. Bu amacla
fiziksel olarak elektrokoterizasyon ya da ultrason reh-
berliginde folikil ablasyonu ydéntemleri: hormonal
olarak ise GnRH, LH, 6stradiol ve P4 kullanilarak
belirli bir zamanda yeni bir folikiler dalga olusumu
uyarilmaktadir. Gonadotropin sekresyonunu inhibe
eden veya folliklogenezise miidahale eden ovaryum
faktorlerinin belirlenmesi folikiil gelisiminin ekzojen
kontroli igin yeni yontemlerin gelistirimesinde 6nem-
lidir (25).

Siiperovulasyon igin folikiiler dalga senkronizas-
yonu

Siiperovulasyon amaciyla folikiiler dalga olusumunun
senkronizasyonu icin kullanilan G¢ ydontem vardir;

Ostradiol ve progesteron: Ostradiol, FSH ve muh-
temelen LH saliniminin baskilanmasi yoluyla FSH ve
LH'ya bagimh folikullerin gerilemesine neden olur.
Folikll regresyonunun baglamasindan ve Ostradiollin
metobolize olmasindan hemen sonra tekrar FSH
salinir ve bir glin sonra yeni bir folikiler dalga ortaya
cikar. Ostrus siklusunun dénemi ve folikiiler gelisim
asamasina bakilmaksizin progestin implati uygula-
nan ineklerde kisa etkili 6stradiol-17p’nin kullaniima-
sini takiben yaklasik 3-5 glin (ortalama 4 glin) sonra
yeni bir folikiler dalga ortaya ¢cikmistir (25). En yay-
gin kullanilan protokol P4 iceren intravaginal aygitin
uygulanmasiyla birlikte 5 mg 6stradiol-173 ya da 2.5
mg Ostradiol benzoat, 100 veya 50 mg P4’un i.m.
enjeksiyonunu igerir (27,47). Uygulamadan sonraki
ortalama 4. gunde yeni bir folikiler dalga olugsumu
gorulmektedir. Gonadotropin uygulamalarina bu za-
man diliminde yani 4 giin sonra baglaniimahdir. Ost-
rojen ve P4 uygulanarak yapilan folikuler dalga ma-
ndplasyonu sonrasi siperovulasyon uygulamalarinda
elde edilen sonuglarda geleneksel superovulasyon
uygulamalarindaki gibi transfer edilebilir embriyo sa-
yilari yiksek olamasa da fertilizasyon oranlari yapilan
iki calismada da olduk¢a ylksek bulunmustur
(21,25). Ancak 6stradiolin kullanimi, dstrojenik mad-
delerin gida zincirindeki etkileri ile ilgili endiseler ne-
deniyle dinyanin bircok (lkesinde yasaklanmigstir
(45).

Folikiil ablasyonu: Bir diger alternatif ydontem domi-
nant folikilin ultrason rehberliginde ablasyonu ile
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supresif etkisinin ortadan kaldinimasidir (17). Baglan-
gigtaki calismalar 5 mm’den buyik tim foliklllerin
ablasyonunu igeriyordu (18), ancak daha sonra domi-
nant folikllliin supresif etkisinin ortadan kaldiriimasi
icin en blyuk iki folikiilin ablasyonunun yeterli oldugu
sonucuna variimistir (14). Folikller dalganin ortaya
cikisi folikil ablasyonu uygulamasindan 24-36 saat
sonra ¢ok tutarli bir sekilde olugsmaktadir ve stpero-
vulasyon uygulamalarina bu zaman diliminde basla-
nilmahdir. Bu ydntem oldukga etkilidir ve elde edilen
sonuglar bakimindan &strojen ve P4 uygulayarak
folikliler dalga maniplasyonu ile elde edilen sonuglar-
dan farki yoktur (18), ancak foliklil ablasyonuna uy-
gun ultrason ekipmani ve deneyimli personel gerekti-
rir, ayrica embriyo Uretim merkezi disindaki uygula-
malarda kullanimi biraz zordur (26).

GnRH ya da LH kullanimi: Bu yontem dominant
foliklliin ovulasyonunu uyararak yeni bir folikiler
dalga olusumunu baslatmak igin GnRH ve domuz LH’
sinin kullanimini igerir. GNRH ile dominant folikdlin
ovulasyonunun uyarilmasindan 1.5-2 glin sonra yeni
bir folikiiler dalga olusumu baslamaktadir. Fakat foli-
kiler dalga olusumu sadece GnRH uygulamasi son-
rasi dominant folikiilin ovulasyonu sekillendiginde
ortaya cikmaktadir (49). Son cgalismalarda Ostrus
siklusunun herhangi bir déneminde GnRH uygulama-
sI sonucu sutgl ineklerde % 44-54 (16), et¢i duveler-
de % 56 (49) ve etgi ineklerde % 60 oraninda ovulas-
yon elde edildigini bildiriimektedir (60). Bu nedenle
GnRH uygulamasindan folikiler dalga olusumunun
baslangicina kadar gegen siire stiperovulasyon uygu-
lamalari igin ¢ok tutarli olmayabilmektedir. GnRH ya
da LH’nin temel uygulama sekli olarak P4 iceren bir
aygit kullanilir ve bundan 2-3 giin sonra GnRH enjek-
siyonu yapilir, siperovulasyon uygulamalarina ise
GnRH enjeksiyonundan 1.5-2.5 giin sonra baglanila-
bilecegi bildirilmistir. Bir P4 igceren aygitin olmasi ol-
gun folikillerin ovulasyonunu engelleyerek GnRH’nin
etkinligini artirmis olabilir (26).

iIk folikiiler dalga sirasinda siiperovulasyon

Bazi arastirmacilar ikinci dalga folikiilleri gibi birinci
dalganin folikullerininde gonadotropin uygulamalarina
benzer yanit verdigi ve sliperovulasyon yanitinda fark
olmadigini belirtmiglerdir (4). Bununla birlikte ilk foli-
kiler dalga sirasinda FSH uygulamasiyla birlikte
embriyo kalitesinin olumsuz etkilenmemesi amaciyla
P4 iceren bir ara¢ kullaniimasi gerektigi ifade edil-
mektedir (55). Bir diger alternatif PGF,a ve P4 igceren
aygitin ayni zamanda uygulanmasini takiben 7. gln-
de GnRH enjeksiyonu ile folikller dalga olusumunun
senkronize edilmesidir (2). Bu amagla tavsiye edilen
superovulasyon protokoli P4 iceren aygit ve
PGF,a’'nin ayni zamanda verilmesinden olusur. Yedi
gin sonra GnRH (P4 aygiti hala yerinde) persiste
folikiliin ovulasyonu indiklemek ve folikiler dalga
olusumunu senkronize etmek amaciyla uygulanir.
GnRH uygulamasindan sonraki 1-2 gin igerisinde
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yeni folikller dalga baglayacaktir. FSH uygulamalari-
na GnRH uygulamasindan 36 saat sonra baslaniima-
lidir (31). P4 igeren aygit ve PGF,a’nin ayni zamanda
verilmesini takiben 10. glinde ikinci bir PGF,a uygu-
lanmasi ve P4 iceren aygitin uzaklastirilmasi, bundan
48 saat sonra GnRH uygulanmasi ve GnRH uygula-
masindan 36 saat sonra folikliler dalga ortaya ¢ikigl
sirasinda slperovulasyon uygulamasina baslanilan
bir diger calismada da o6stradiol ile folikiler dalga
senkronizasyonuna benzer sonuclar elde edilmistir
(32). Folikil ablasyonu sonrasi slperovulasyon
sirasinda endojen progesteron kaynaginin uzak-
lastinimasinin (PGFa ile) embriyo kalitesi ve sayisi
Uzerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, endojen progesteron kaynagi (CL) uzak-
lastinlan dondrlerin toplam embriyo ve transfer edile-
bilir embriyo sayilarinin uzaklastirnimayanlara gore
disik oldugu bildirilmistir (63).

Subordinat folikiillerin kullanimi

Kiglk folikiller blylimelerine devam etmek igin
FSH'’ya ihtiya¢ duyarlar ve elde edilen bulgular sonu-
cu 1 mm kadar kiglk captaki folikiillerin FSH’nin
etkisi altinda buyumeye baslayacagd belirtiimektedir
(5). Superovulasyon igin yeni folikil ihtiyacinin 4-5
glnlik sUperovulasyon uygulama protokolinin bag-
langi¢ zamaninda 3-4 mm gap buyikligine ulasacak
kiicuk antral folikuller tarafindan saglanabilecegi hi-
potezi 6ne surllmdistir. Ginde 1-2 mm’lik bir blyime
hizini g6z 6niine aldigimizda, 1 mm’lik bir folikulin 3-
4 mm buyUkluge ulasmasi 2-3 gln slre alabilir bu
durumda superovulasyon protokolline 2-3 gun ilave
edilmelidir. Subordinat foliklllerin blyiimesinin uyaril-
masi ve folikiler dalga igerisine daha fazla folikdl
dahil edilmesi amaciyla siiperovulasyon i¢in hormon
uygulamasina baslamadan énceki iki giin giinde iki
kez kiigiik doz FSH uygulanmis ve sonra toplam veri-
len FSH miktarinda artis olmadan doért giin sire ile
ginde iki kez duzenli FSH uygulamasi ile stpero-
vulasyon protokoline baslaniimistir. Bir diger alterna-
tif uygulama ise FSH ile iki giin glinde iki kez yapilan
on uygulamanin yerine disuk dozda tek uygulama
eCG enjeksiyonunun yapilmasidir. Bu amagla yapi-
lan galismalarda FSH uygulamasina baglaniimadan
once uygulanan eCG’nin folikuler dalga igerisine ilave
yeni folikulleri dahil ettigi varsayimi 6ne surtlmustir
(26). Bir calismada etci dondrlere FSH uygulamasina
baslanmadan iki giin 6nce 500 IU eCG uygulanmasi-
nin siperovulasyon yanitini olumlu yénde etkiledigi
bildirilmistir (30). Diger bir galismada 400 IU eCG ile
On uygulama yapilan etci donérlerde, eCG uygulan-
madan yapilan superovulasyon uygulamalarina gére
embriyo veriminde artis elde edildigi belirtilmistir (20).

Tek veya iki FSH enjeksiyonu ile siiperovulasyon

Siiperovulasyon uygulamalarinda giinde iki kez FSH
uygulamasi zorunlulugunun siirekli dikkat ve is giici
gerektirmesi ciftlik personeli ve donorler de yaralan-
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ma riskini, ¢iftlik personelinin hatali uygulama ve yan-
lis kullanim olasiliklarini artirmaktadir. Buna ek ola-
rak ginde iki enjeksiyon dondrlerde asir strese ne-
den olabilmekte, sliperovulasyon yanitinin azalmasi-
na yol acabilmekte (19) ve preovulator LH profillerinin
degdisimine neden olabilmektedir (61). Sadelestiriimis
superovulasyon protokolleri ile uygulama maliyetleri
azaltilabilir ve uysal olmayan hayvanlarda dahi iyi
sonuglar alinmasi mimkin olabilir (23,28).

FSH'nin toplam uygulama dozunun tek seferde sub-
kutan enjeksiyon seklinde uygulanmasi ile, dért glin
boyunca glinde iki kez i.m. enjeksiyon yapilan proto-
kollerde elde edilen sonuglara benzer sonuglar alindi-
g1 bildirilmistir (19,28). Bununla birlikte stperovulas-
yon cevabi viicut kondlsyonuyla da iligkilidir. Deri alti
adipoz dokusu fazla olan ineklerde boyun bélgesin-
den ziyade omuz gerisine yapilan subkutan enjeksi-
yonlarda yarilanma 6mri kisa olan FSH'nin yag do-
kusu icerisinde yavas emilimi ile oldukga ylksek bir
superovulasyon cevabi alinmistir. Aslinda FSH’nin
hizli emilimine neden olan tim faktorler (6rnegin yag-
siz hayvanlarda boyun bdlgesinden i.m. enjeksiyon
gibi) superovulasyon cevabinin azalmasina neden
olmustur (23). Holstayn ineklerde subkutan yad doku-
sunun azlhigindan kaynaklanan tutarsiz sonuglar FSH
dozlarinin boélinerek %75 nin uygulamanin baslangi-
cinda, kalan %25’nin 48 saat sonra azda olsa adipoz
yag dokusu bulunan omuz bdlgesinden yapilmasiyla
kismen agildigi bildiriimistir (28). Son yillarda birkag
glin boyunca yavas ve sirekli salinimini saglayan bir
polimer kullanilarak (20 mg/ml hyaluronan) seyreltil-
mis FSH'nin tek bir i.m. enjeksiyonu ile galismalar
yaplimigtir. Elde edilen sonuglar bakimindan giinde
iki kez dizenli FSH enjeksiyonu yapilan dondrlerin
verileriyle karsilastirildiginda farklilik bulunamamistir
(22,28,62).

Uzun FSH uygulama protokolleri

Son zamanlarda et¢i dondrler ile yapilan bir calisma-
da FSH uygulamasinin uygulanan toplam doz miktari
degismeden sadece uygulama sayisi ve siresi artiri-
larak (7 gliin, 14 enjeksiyon) yapilmasinin supero-
vulasyon fonksiyonel cevabini artirdigi ve oosit/
embriyo gelisimi Uzerine herhangi bir olumsuz etkisi-
nin olmadig: bildirilmistir (35). Uzamis FSH enjeksi-
yon uygulamalarinin folikll gelisimini devam ettirdigi,
oosit/embriyo gelisiminde bir azalma olmadan ovulas-
yon sayisini arttirdidi ve daha fazla sayida foliklle
ovulasyon yetenegini kazandirdigi anlasiimistir (23).

Siiperovulasyonun final asamasinda eCG kullani-
mi

Slperovulasyon sirasinda farkli zamanlarda FSH ve
LHya olan ihtiyag tartigiimistir. Foliklil gelisimine
iliskin temel caligmalar FSH’nin folikiil olusumu ve
gelisimi icin gerekli oldugunu gdstermistir (1). Domi-
nant folikiller secildikten sonra LH reseptérleri gelisir
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ve LH’ya bagdimli hale gelirler (50). Bu nedenle stipe-
rovulasyon protokolinin sonuna dogru protokole
LH'nin dahil edilmesi siiperovulasyon uygulanan do-
norlerde folikiller gelisime katki saglayabilir. eCG
hem FSH hem de LH etkisine sahip oldugu icin gele-
neksel FSH sliperovulasyon protokollerinin sonlarina
dogdru buiytiyen ve gelisen folikillerde LH reseptorleri
igin surekli bir uyarim olusturabilir (23).

Siliperovulasyon amaciyla FSH uygulamasinin dor-
dlncl ginu son iki FSH enjeksiyonu yerine 200’er 1U
eCG enjeksiyonu uygulanan galismada toplam ovum/
embriyo sayisinda ve transfer edilebilir embriyo sayi-
sinda kontrol grubuna goére artis oldugunu bildirilmig-
tir (15). Brangus irki dondrler ile yapilan diger bir ¢a-
lismada kontrol grubunda doért giin boyunca glinde iki
kez sadece FSH, birinci gruba ilk dért FSH enjeksiyo-
nundan sonra tek doz 400 IU eCG ve ikinci gruba ilk
altt FSH uygulamasindan sonra 7. ve 8. FSH enjeksi-
yonu yerine ayni guiinde iki kez 200’er IU eCG uygu-
lanmistir. Sonug olarak 200 IU eCG uygulanan grup-
ta transfer edilebilir embriyo sayisinda artis oldugu
bildirilmistir (57). Dondr hayvanlarda potansiyel fonk-
siyonel cevabin istenilen dizeyde olmadig! ve artiril-
masinin istendigi durumlarda FSH uygulamalarindan
sonra yapilan eCG uygulamalari ile stperovulasyon
fonksiyonel cevabinda ve embriyo Uretiminde artis
elde edilebilecegi bildirilmistir (23).

Folikiil sayilari, AMH diizeyi ve siiperovulasyon
yaniti

AMH transforming growth factor- familyasina ait
glikoprotein yapida bir hormondur. Geligsen tum foli-
killerin granuloza hicreleri tarafindan uretilir, saghkh
antral folikiillerde maksimum seviyededir (52). inek-
lerde farkl folikiiler dalgalarinda gelisen folikul sayisi
hayvanlar arasinda oldukga degiskenlik gésterir (39).
Ayrica folikil sayilarinin dolagimdaki anti-mullerian
hormone (AMH) duzeyi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(40). inekler lizerinde yapilan bir gaismada 3-5 mm
capinda 30’'dan fazla folikiile sahip dondrler ile
30’'dan az folikiile sahip donérler arasinda stpero-
vulasyon sonuglarinda farkhlik tespit edildigi bildiril-
migtir (59). Benzer sekilde et¢i diveler ile yapilan
baska bir calismada folikuler dalga olusumu sirasin-
da az sayida folikdl (<15 folikidl, >3 mm ¢apinda) bu-
lunan donérlerde ¢ok sayida folikll (>25 folikal) bulu-
nan dondrlerden daha dislk stperovulasyon sonug-
lari elde edildigi bildirilmistir (39). Japon siyah inekleri
Uzerinde yapilan bir ¢aligmada tohumlama Oncesi
AMH diizeyleri ile embriyo verimi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu, yetistirme doéneminde plazma
AMH diizeylerinin donér segiminde sliperovulasyon
fonksiyonel cevabi ve embriyo verimlilidi icin baslan-
gi¢ kriteri olarak kullanilabilecegini bildirilmistir (54).
Holstayn dondrler lzerinde yapilan ¢alismada AMH
Uretimi ile embriyo verimi arasinda pozitif bir korelas-
yon oldugu bildiriimistir (58).
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Sonug

Sonug¢ olarak Embriyo Transferi uygulamalari icin
sadelestiriimis ve optimum sayida embriyo elde edile-
bilen protokollerin gelistirimesine ihtiya¢ vardir. Son
yillarda gelistirilen folikiiler dalga ve ovulasyon kont-
rol programlari siiperovulasyon cevabinin degiskenli-
gini ortadan kaldirmasa da istenilen zamanda uygula-
malara baslaniimasini saglayarak embriyo transferi
¢alismalarina olumlu katki saglamislardir.
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