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ii. ONSOZ
Genetik gelisimin gerceklestirilmesi igin vazgegilmez bir yontem olan Coklu
Ovulasyon ve Embriyo Transferi (MOET) nesli tehlikede olan ¢iftlik hayvanlarinin

korunmasi, germplasm hiicrelerinin saglik kontrolleri ve degisimi igin bir se¢gme

yontemi olup hizlandirilmis genetik siirece olanak saglamaktadir.

MOET uygulamalaria bir¢ok faktoriin (1rk, mevsim, beslenme vs.) etki ettigi
bildirilmektedir. Bu faktorlerden birisi de irk faktori olup, ¢alismamizda Akkaraman
Irk1 Koyunlarinin siiperovulasyon uygulamalarina cevabi, reprodiiktiif fizyolojisi ve
genetik potansiyeli hakkinda bilgi sahibi olmayr ve bu konuda yiiriitiilecek

biyoteknolojik calismalara yardime1 olmay1 amagladik.

Sunulan ¢alismada TUBITAK 106G114 numarali “ TURKIYE YERLI
EVCIL HAYVAN GENETIK KAYNAKLARINDAN BAZILARININ IV VITRO
KORUNMASI VE ON MOLEKULER TANIMLANMASI-I (TURKHAYGEN-I).”

Projesinde yer alan Akkaraman Irki Koyunlar kullanilmaistir.

Tez galismam siiresince destek ve katkilarin1 esirgemeyen Prof. Dr. Hiiseyin
ERDEM’e Do¢. Dr. Aydin GUZELOGLU’na Yrd. Dog. Dr. Ercan KURAR’a,
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalindaki hocalarim ve arkadaslarima, Eruh Ilce
Tarim Midiirliigiindeki mesai arkadaglarima, beni yetistirerek bugiinlere gelmemi

saglayan ve her kosulda destekleyen aileme tesekkiirii borg bilirim.
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1.GIRIS

Hayvancilik alaninda biyoteknolojik yontemlerden faydalanarak verimi
artirmak ve yiiksek verimli yavrular elde edebilmek i¢in, suni tohumlama, sekstiel
siklus senkronizasyonu, embriyo nakli, embriyolarin dondurulmasi, ikizlik oraninin
artirilmasi, embriyoda veya spermada cinsiyet tayini gibi bir takim yontemler gittikge
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ister birim hayvan basina verimi artirmak, ister
mevcut hayvanlarin verimlerini koruyup siirekliligini saglamak konusunda olsun
uygulanan bu biyoteknolojik yontemlerin ana amacit verim yoniinden istiin erkek ya

da disi genotipinin yayginlastirilmasi seklinde olmustur (Akyol 2001).

Bugiin bir¢ok verim 06zelligi yoniinden yararlandigimiz ciftlik hayvanlari
diinyada yiliksek verim Ozellikleri yoniinden seleksiyona dayali birdrnek iiretime
dogru gitmekte, bdylece genetik varyasyon giderek onemli Ol¢iide azalmaktadir.
Kiiltiir 1rk1 olarak isimlendirilen bu irklar sadece verim ozellikleri iyilestirilmis
hayvanlardir. Ancak bu wrklarin c¢evre kosullarina dayanikliliklar1 ve hastaliklara

direnglilikleri izerinde durulmamistir(Arat 2009, Ertugrul ve ark 2000).

Oysa yerli wrklar yiizyillardir yetistirildikleri ¢evrenin 6zel kosullarina ¢ok iyi
uyum saglamis, verimleri diisiik olsa bile 6zgiin niteliklere sahip olan, dayanikli,
kanaatkar, yetersiz ¢evre kosullarinda yasayip lireyebilen hayvanlardir (Ertugrul
ve ark 2000).

Yerli hayvan irklarimizin evcillesme merkezlerine yakin olmasindan dolay1
genetik potansiyellerinin yiiksek oldugu ve diinyada bir¢ok irkin atasi olabilecegi
belirtilmektedir(Togan ve ark 2005). Ancak bu giine kadar yerli irklarimizin genetik

ve reprodiiktif performanslarini ortaya koyacak yeterli sayida calisma yapilmamastir.

Bu ¢alismada yerli koyun irklarimizdan olan Akkaraman koyunlarina FSH
enjeksiyonu sonucu elde edilecek siiperovulasyon ve Siiperovulasyon sonucu elde
edilecek olan verilere dayanarak bu irkin reprodiiktif fizyolojisi hakkinda bilgi sahibi
olmay1 ve bu konuda yiiriitiilecek olan biyoteknolojik ¢aligmalara yardimci olmay1

amacladik.



1.1. Akkaraman Koyunlarmin Genel Ozellikleri

Tiirkiye’nin yerli irklarindan olan Akkaraman koyunu I¢ Anadolu, Dogu
Anadolu, Giineydogu Anadolu, Akdeniz ve Karadeniz Bélgelerinin I¢ Anadolu
bolgesine yakin olan kesimlerinde yetistirilmektedir. Bu 1rkin kangal tipi olan
varyetesi Sivas’ta, Karakas tipi Malatya’da, Giiney Karaman tipi ise Diyarbakir’da
yetistirilmektedir. Bu irk Tiirkiye koyun varliginin %44 liik bir kismin1 olusturmakta
ve birinci sirada yer almaktadir (Akgapinar 1994).

Akkaraman Irki koyunlar kurakliga, agliga ve hastaliklara kars1 direngli olup
bolge sartlaria uyum saglamis (Oztiirk 2007) ve yiiriime kabiliyeti iyi olan bir irktir
(Ertugrul 1996). Viicut beyaz renkli kaba-karisik yapagi ile ortiiliidiir. Bas ve
ayaklarda siyah lekeler goriilebilir. Bas, boyun, karin alt1 ve bacaklar ¢iplaktir. Bag
uzun ve dar, kulaklar uzun ve sarkik, viicut dar ve uzun, kaburgalar yassi, bacaklar
uzun ve saglamdir. Kuyruk yaglh olup kuyruk omurlart u¢ kisimda S kivrimi

yapar(Akgapinar 1994).

Ana¢ koyunlarin canli agirhigr 45-60 kg Koglarin ise 60-80 kg kadardir.
Yapagi verimi 1.5-2.0 kg, lille uzunlugu 8-12 cm, yapag: kalitesi 36-42 S yapagi
randiman1 %62-70 tir (Akgapinar 1994, Oztiirk 2007). Laktasyon siiresi 128-167 giin
olup, siit verimi 44.7-58.05 kg, yag orani ise 5.22-6.72 dir (Yardimci ve Ozbeyaz
2001).

Ostriis siklusu ortalamal6-17 giin olup &striis siiresi 20-36 saattir. Ulkemiz
kosullarinda Akkaraman koyunlarinda 6striis giin uzunlugunun kisaldigi dénemde
baslar. Bu donem koyunlarda ¢iftlesme mevsimi olup kog¢ katimi yapilir. Kog katimi
bolgelere gore degisiklik arz etmekle birlikte Batida Temmuz- Eyliil Doguda ise
Kasim- Aralik aylaridir (Ak 2002).

Akkaraman koyunlarinda gebelik siiresi 145-150 giin (Askin 1982), dogum
orani %89.4-91.6, ikiz dogum oran1 %29.5-43.1, kuzu verimi %113.3-125.8 ve bir
dogumdaki kuzu sayis1 1.29-1.44 oldugu belirtilmektedir(Colakoglu ve Ozbeyaz
1999).



1.2. Koyunlarda Reprodiiktif Fizyoloji
Pubertas

Pubertas koyunun seksiiel olgunluga ulastig1 ve seks karakterlerinin ilk olarak
gbze carptigi donem olup sekstiel faaliyetleri baglatan gonadotropinlerin hipofiz 6n
loptan artan seviyelerde salgilanmalar1 ve gonadlardan esey hiicrelerinin iiretilmeye

basladig1 donemdir (Yilmaz 1999, Birler 2002).

Disinin pubertasa ulasma yast irk ve kalitim, iklim, yas, dogum mevsimi,
beslenme ve diger bir¢ok faktdore bagli olarak degismektedir(Kalkan ve Horoz 2005).
Koyunlarda, erken gelisen irklar 5 — 8. aylarda, ge¢ gelisen irklar ise 8-20. aylarda
pubertasa ulasirlar (Akc¢apinar 1994).

Koyunlarda Ureme Sezonu

Koyunlar mevsime bagli polidstrik hayvanlardir (Jainudeen ve Hafez 1993).
Ancak giin 15181na baglh degisimlerin az oldugu 35% Kuzey paralelin altindaki ve 35°
Giiney paralelin istindeki bolgelerde koyunlarin yil boyu oOstriis gosterdikleri,
(Martin ve ark 1994) bu etkinin 40-41° Kuzey Paraleline kadar, Akdeniz ikliminin
hakim oldugu boélgelere kadar uzanabilecegi belirtilmektedir (Martin ve ark 2002).
Koyunlarin mevsimsel bir modele sahip olmasinin esas sebebi, dogumlarin kistan
ziyade yeni dogan yavrularin besin ihtiyaclarini karsilayabilen ve uygun hava
kosullarinda yetismesini saglayan yilin optimal zamaninda, genelliklede baharda

meydana gelmesini garantilemektir (Forcada ve Abecia 2006).

Giinlerin kisalmaya basladigi Sonbaharda ve giin 15181 alma siiresinin
azalmasina bagli olarak Ostriis gosterdikleri i¢in koyunlar kisa gilinlerde ilireyenler
olarak bilinirler. Ureme sezonu disinda kalan donemde disiler ostriis belirtisi
gostermezler. Bu donem andstriis donemi olarak adlandirilmaktadir. Giin 15181 alma
stiresindeki degisimlerin az oldugu tropikal bolgelerde yasayan irklar, yilin her
mevsiminde Ostriis gosterebilirler. Merinos gibi sicak iklimlerde yasayan bazi1 koyun
irklar1 Mart- Haziran doneminde diisiik bir fertilite diizeyine sahip olmalarina
ragmen, uzun bir asim sezonuna sahiptirler (Kaya 1996). Uzun bir ciftlesme

sezonuna sahip olmak, genetik olarak dominant bir 6zellik oldugundan Merinos

10



Melezi koyunlar, Merinos Irki koyunlar gibi uzun bir ¢iftlesme mevsimi
gostermektedirler (Thibault and Levasseur 1974).

Bu giine kadar yerli koyun wrklarinin asim mevsimi siirelerini saptamaya
yonelik olarak ¢ok az sayida c¢alisma yapilabilmistir (Dellal ve Cedden 2002). Yerli
koyun iwrklarinin ¢ogunun 3-8 ay siiren bir anostriis donemine sahip olduklari

belirtilmektedir (Kaya 1996). Bu ¢alismalara ait sonuglar tablo 1.1. de sunulmustur.

Tablol.1. Tiirkiye’ de bazi yerli koyun 1rklarinin agim ve andstriis siireleri.

Irk Asim siiresi Andstrus siiresi Kaynak
Dagli¢ 146.3 218.7

Sakiz 116.3 248.8

Ivesi 104.7 259.2 Kaymakei, 1983
Menemen Kivircigi 103.4 261.6

Tahirova 147.7 215.6

Tiirkgeldi Kivircig 248.4 116.6

Akkaraman 294.97 70.03 Kaymakg1 ve ark. 1987

Ulkemizin de icinde bulundugu Kuzey Yarim Kiire de ¢iftlesme mevsimi,
giinlerin kisalmaya basladigt Yaz sonu, Sonbahar veya Kis baglaridir. Buna halk
arasinda ko¢ katim mevsimi denir (Akcapinar1994, Yilmaz 1999, Kalkan ve Horoz
2005).Kog¢ katimi Tiirkiye’de bolgelere gore degisiklik gostermektedir. Marmara,
Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde Haziran-Temmuz, Karadeniz
Bolgesinde Agustos- Eyliil, Dogu Anadolu Bolgesinde ise Ekim-Kasim aylaridir
(Akcapinar 1994).

Seksiiel Siklus

Ciftlesme doneminin baglamasi, giin uzunluguna, irka, beslenme durumuna
ve mevsime baglidir. Ancak giin uzunlugu sekstiel aktiviteyi baglatmada en 6nemli
faktordiir. Gilin uzunlugunun kisalmaya basladigi donemde ovaryumlar aktivite
gostermeye baslarlar(foto periyodik etki). Isik uyarimlarinin neuro-endokrin sistemi
nasil etkiledigi tamamen anlagilmis degildir. Ancak Pineal bezden salgilanan

melatonin hormonunun hipotalamusta 6zel bir bolgeyi giin 1s18ina duyarli hale
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getirdigi diisiiniilmektedir. Giinlin karanlik saatleri arttikca melatonin seviyesi de
artar. Melatonin salgilanmasinda ki bu farkliliklar neuro-endokrin sisteme giin

uzunlugunu ileten bir sinyal gibi gorev yapar (Ak 2002).

Koyunlarda 6striis siklusu yaklasik 16-17 giindiir. Eger disi gebe kalmaz ise
ciftlesme mevsimi siiresince birkag Ostriis gosterebilir. Mevsimin ilk ve son sikluslari
nispeten kisadir. Ostriistan bir giin énce ovaryumda ki follikiil veya follikiiller hizla
biiyiir ve kandaki 6strojen konsantrasyonu yaklasik olarak iki katina ¢ikar bu artis

disilerin Ostriis belirtisi gostermesine neden olur (Ak 2002).

Koyunlarda seksiiel siklus proostriis, Ostriis, metostriis ve didstriis ile

ciftlesme mevsimi disindaki andstriistan olusur (Kalkan ve Horoz 2005).

Prodstriis; iKi-li¢ giin siirer. Genelde bu donem soniik ve pek fark edilmeden
gecer. Bu donemde hizl bir follikiiler gelisme olur. Kanda 6strojenin artmasi genital
organlarda Ostriisa ait degisikliklere sebep olurken koyunlarda diger hayvanlarda ki
gibi dis degisiklikler olusmaz. Sadece donemin sonuna dogru vulvadan akinti

gelebilir (Yi1lmaz 1999, Ak2002, Kalkan ve Horoz 2005).

Ostriis; koyunlarda dstriis siklusu yaklasik 16-17 giindiir. Ostriis siiresi ise
ortalama 26-36 (20-72) saattir. Bu siireyi ortamda kogun bulunup bulunmamasi,
koyunun yasi ve 1sik etkiler. Ciftlesme sezonunun basinda ve pubertasa yeni
erisenlerde Ostriis siiresi 3-6 saat daha kisadir (Akgapinar 1994, Ak 2002).

Ovulasyon spontan olarak Ostriisun sonuna dogru olur. Koyunlarda ikiz veya
liciiz ovulasyolar yaygindir. Ozellikle ciftlesme Oncesi protein ve enerjiden zengin
rasyonla besleme ovulasyon ve ikizlik oranlarinda 6nemli artiglara sebep olur. Birden
fazla ovulasyonlarda, ovulasyonlarin timii iki saat igerisinde olur. Cogunlukla sag
ovaryum daha aktiftir (Ak 2002).

Koyunlarda 6striisii belitlemek ¢ok zordur. Ostriis belirtileri diger ciftlik
hayvanlarina gére ¢cok daha hafif belirtilerle geger. Ostriistaki koyun kogu arar ancak
oldukg¢a pasiftir. Bunun disinda huzursuzluk, kuyruk sallama, vulvada sisme,
servikste agilma, bazen vulvadan servikal kokenli miikoz bir akinti ostriis boyunca
gelebilir. En 6nemli belirti koyunun kogun skrotumunu koklamasi ve ¢iftlesme icin

kogun 6niinde durmasidir. Bu belirtiler giiniin erken saatlerinde daha iyi gézlenir. Bu
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sebeple koyunlarda Ostriisu dogru tespit etmek i¢in arama koc¢u kullanmak gerekir.
Bu koglarin sayis1 40-50 koyuna bir tane olarak hesap edilmelidir ve siiriide giinde en
az iki saat kalmalidir. Normal koglar kullaniliyorsa c¢iftlesmesine engel olmak icin
prepitiumuna bir bez baglanmasi, penisin yoniiniin degistirilmesi gibi ¢esitli tedbirler
alimmali veya vazektomize koglar kullanilmalidir (Akgapmar 1994, Ak 2002).
Puberteye yeni ulagan disiler de ve mevsimin ilk Ostriisunu gosteren koyunlarda
kizginlik belirtileri daha sakin gecer. Bunun nedeni progesteron eksikligidir.
Anostriistaki ergin koyunlarda aktif korpus luteum yoktur. Koyunun davranigsal
oOstriis belirtileri gostermesi icin gerekli olan progesteron ilk ovulasyon sonrasinda

olusan korpus luteumdan saglanir (Ak 2002).

Metostriis; yaklasik iki giindiir. Bu evre de olgun folikiillerin granulosa
hiicreleri LH (Luteinlestirici Hormon) etkisi ile liitein hiicrelerine doniisiir ve
ovulasyona ugramis follikiilde ki degisimler sonucunda korpus luteum sekillenir.

Uterus ve vagina bezlerinden salgilanan salgi da bir azalma meydana gelir (Y1lmaz

1999).

Diostriis; koyunlarda Ostriis siklusunun en uzun donemidir ve 12-14 giin
stirer. Uterus bezleri progesteronun etkisi ile uterus siitiinii salgilayarak uterusu
gebelige hazirlar. Eger siklusun 13. giinii civarinda uterusta canli bir embriyo yoksa
uterustan salgilanan PGF,a (ProstaglandinF,a) etkisi ile korpus luteum regrese olur

ve boylece yeni bir siklus baglamis olur (Kalkan ve Horoz 2005).

Anostriis;  Anostriis donemi, koyunun seksiiel dinlenme donemi olup,
Kuzey Yarim Kiirede Kis ortalarindan Yaz ortalarina kadar siirer. Hormonal
faaliyetler ve ovaryumdaki gelismeler dikkate alindiginda andstriis derin ve geg
anostriis olarak incelenebilir. Andstriistaki koyunlarin genelde ovaryumlarinda bazi
follikiiler gelismeler olur, ancak Ostriis ve ovulasyon olmaz. Ciftlesme sezonu

yaklastikca ovaryumlarda follikiiler faaliyetlerde artis goriiliir (Yilmaz 1999).
Seksiiel Siklusun Hormonal Mekanizmasi

Pineal bez (epifiz) hiicreleri melatonin adi verilen bir hormon sentezler.
Epifiz, retina ve suprakiazmatik niikleus (SCN) 1s181n gorme dist etkilerinin
algilanmasinda ve degerlendirilmesinde temel yapilardir (Cam ve Erdogan 2003).

Dis ortamdan gelen 151k uyarilar1 goziin retina katman ile alinir, fotoreseptorlere
13



ulasir ve buradan hipotalamustaki suprakiazmatik ¢ekirdege iletilir. Bu uyarilar daha
sonra paraventrikiiler c¢ekirdege tasinir (PVN). Uyar1 dalgalari medial 6n beyin
sapinda ve retikiiler formasyonda birleserek omuriligin lateral ¢ekirdegine gider. Bu
cekirdekten sempatik sinir sisteminin pregangliyonik adrenerjik sinirleriyle alinan
uyarilar list beyin gangliyonuna(SCG) gelir ve buradan pineal beze ulasir (Yilmaz

1999).

Pineal hiicrelerde triptofana, triptofan-5-hidroksilaz enzimi yardimiyla —-OH
grubu eklenir ve 5-OH-triptofan olusur. Bundan asit L-aminoaromatik dekarboksilaz
enzimi etkisiylede karboksil grubundan CO; ayrilarak seratonin meydana gelir.
Karanlikta seratonine norepinefrin ve seratonin-N-asetil transferaz (NAT) etkisi
yardimiyla asetil grubu eklenir ve N-asetil seratonin olusur. Seratonine diger bir
enzim olan hidroksiindol-O-metil transferaz (HIOMT) etkisiyle metil grubu eklenir
ve melatonin meydana gelir (Yilmaz 1999). Sekil 1.1. de pineal gland’ ta melatoninin

sentezi verilmistir.

RH trakt

Arkabeyin

Triptofan
p-adrenagik

1 reseplbr
5-Hidmoksitriptofan [ NEALOSIT o
EAM?D
Postganglionik
5-Hidmok=itriptarnin liflar
MAT protein C-kinaz
* sentezi — LIS
r-Asetilseratonin ce-adrenerik
‘HID MT resepidr
melatonin

Sekil 1.1. Pineal Gland’ta melatoninin sentez asamalari.

SCN; Suprakiazmatik niikleus, RH; retinohipotalamik, PVN;Paraventrikiiler niikleus, SCG; Superior
servikal ganglion, NA; Norepinefrin, NAT; 5-Hidroksitriptamin-Nasetiltransferaz, HIOMT;
Hidroksiindol-O-metiltransferaz(Cam ve Erdagan 2003 ).

Melatonin kisa giinlerde siklik aktivite gosterenlerde (koyun, keci, geyik)
gonadlart uyarici, uzun giinlerde siklik aktivite gosterenlerde (at, hamster, deve) ise

gonadlar1 baskilayici etki yapmaktadir (Uyar ve Alan 2008).
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Melatonin diizeyindeki degisimler ilkin hipotalamusu etkiler. Bu etkilenme
ile siklik aktivitede rol oynayan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salinir

(Yilmaz 1999).

Hipotalamustan saliman GnRH hipofizi uyarmak suretiyle FSH salgisini
baslatir. FSH kan yoluyla ovaryumlara gelerek follikiilogenezisi baslatir. Follikiiler
gelisme proostriis boyunca hizli olur ve ovulasyon oncesi Ostriista iken tamamlanir.
Follikiiler gelisme ile Ostrogenlerin seviyesi kanda artar ve 16. Giin civarinda
ostriisun hemen &ncesinde en yiiksek seviyesine ulasir. Ostrogenin salgisina bagl
olarak genital organlarda ve koyunlarin davranislarinda Ostriisa ait baz1 degisiklikler
olur. Ayn1 zamanda hipofizde uyarilarak LH salgis1 baslatilir. Ovulasyon, dstriisun
sonuna dogru, LH salgisindan yaklasik 10 saat sonra olur. Ovulasyon yerindeki
hiicreler, LH etkisiyle luteinize olarak korpus luteum gelismesini saglar. Koyunlarda
Prolaktinin de korpus luteumun gelismesinde rol oynadigi sanilmaktadir. Korpus
luteum, siklusun yaklasik 2-3. giinlerinde progesteron salgilamaya baslar, 8. giinde
en yiiksek seviyesine ulagir. Bu durum 12-14. giinlere kadar devam eder. Progesteron
salgist devam ettigi siirece negatif feedback etkisiyle hipotalamus ve hipofiz baski
altinda tutularak yeni bir 6strus ve follikiiler gelisme engellenir (Kalkan ve Horoz
2005).

Eger 12. glinde uterusta embriyo yoksa PGF,0‘nin konsantrasyonu artmaya
baglar ve 14. giinde pik yapar. Korpus luteumun regresyonunun baslamasi ile beraber
oksitosin seviyesi de giderek artar. Bu nedenle oksitosinin luteolysis olayinda rol
oynadigi kabul edilir. Korpus luteumun regrese olmasina paralel olarak azalan
progesteron seviyesi 16. giinde bazal seviyeye iner. Progesteron seviyesindeki bu
diisiikliik gelismis folikiillerden Ostrojen salgilanmasini stimiile eder. Ostrojende
gonadotropin hormonlarin salgilanmasina neden olur ve yeni bir siklus baglar (Ak
2002). Sekil 1.2. de koyunlarda 0striis siklusu boyunca goriilen hormonal
degisiklikler verilmistir.
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Sekil 1.2. Koyunlarda 6striis siklusu boyunca goriilen hormonal degisiklikler (Kalkan
ve Horoz 2005).

Ovulasyonun Mekanizmasi

Hipotalamustan salgilanan GnRH, hipofizden folikiil stimiile edici (FSH)
hormon salgisin1 uyarmaya baglar. FSH etkisiyle ovaryumda follikiil veya follikiiller
olgunlasmaya baslar. Follikiil olgunlastik¢a dstrojen hormonu iiretimi artar. Ostrojen
hormonunun artmasi, hipofizden LH salgisinin artmasma neden olur. Follikiil
olgunlastik¢a giderek ici sivi dolu ufak bir kese haline gelir. Follikiil yaklasik olarak
16-20 milimetre (mm) c¢apina eristi§inde Ostrojen hormonu da kanda maksimum
seviyeye ulasir ve 6n hipofiz lobundan asir1 miktarda LH salgisinin artmasina neden
olur (Kocatepe 2009).LH oncelikle, hizla baslangigta progesteronun daha fazla
oldugu follikiiler steroid hormonlarin salgilanmasina yol agar. Birkag¢ saat i¢inde

ovulasyon i¢in gerekli iki 6nemli olay gelisir.

1-Teka externa ( follikiiliin kapsiilii ) lizozomlardan proteolitik enzimleri
salgilamaya baslar. Bu enzimler kapsiil duvarmin c¢oziilmesine ve duvarin

zayiflamasina neden olur. Boylece follikiil i¢ basinci artar ve stigma olusur.

2-Ayni anda, follikiil duvarinda hizla yeni kan damarlar1 olusurken
follikiiler dokuda prostaglandinler salgilanir. Bu iki etki, follikiilin i¢ basincinin
artmasia ve follikiiliin genislemesine katkis1 bulunan plazma transiidasyonuna yol
acar. Nihayet follikiiliin biiyiimesi ve eszamanli olarak stigmanin olugsmasi follikiiliin

yirtilmasina ve ovumun disar1 atilmasina neden olur (Guyton ve Hall 2001).
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Olgun bir graaf follikiilin icerdigi sekonder oositin, etrafindaki cumulus
ooforicus hiicreleri ile birlikte oviduka atilmasi olayina ovulasyon denir (Yilmaz

1999). Ovulasyon mekanizmasi sekil 1.3. te 6zetlenmistir.

Liiteinlestirici hormon

v

Follikiiler steroid hormonlar

(progesteron)
Proteolitik enzimler Follikiil hiperemisi ve
(kollejenaz) Prostaglandin sekresyonu
Follikiil duvarinin zayiflamasi Follikiil i¢ine plazma sizmasi
v \ |
Stigma dejenerasyonu Follikiil i¢ basincinin artmasi

\/

Follikiiliin yirtilmasi

A

Ovumun cikmasi

Sekil 1.3. Ovulasyonun mekanizmasi (Guyton ve Hall 2001).
Fertilizasyonun Olusmasi ve Embriyo Gelisim Safhalar:

Kapasite olmus spermatozoonlar ile ovum, oviduktun ampulla bolgesinde
karsilagirlar. Burada spermatozoon ovumu déller ve fertilizasyon gerceklesmis olur

(Ak 2002).

Koyunlarda tohumlamay1 takiben embriyolarin 5. giinde morula (32
blastomer), altinc1 giinde ise ge¢ morula veya erken blastosist asamasinda oldugu
bildirilmektedir (Bodurant 1986). Embriyo kazanma islemi fertilizasyondan itibaren
embriyo zona pellucidayr terk edene kadar yapilabilmektedir. Ancak erken

donemdeki embriyolar ¢ok hassas olduklarindan ve manipulasyonlara fazla dayanikli
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olmadiklarindan genelde embriyo toplama islemi 5-7. giinlerde (6strus 0. giin)

gerceklestirilmektedir (Bondurant 1986).
1.3. Ostriisun Senkronizasyonu, Siiperovulasyon ve Ovulasyonun Uyarilmasi
1.3.1. Ostriis Senkronizasyon Teknikleri

Ciftlik hayvanlarinda 6striis senkronizasyonu ostriis siklusunun luteal veya
follikiiler fazin maniiplasyonuna dayanir. Luteal faz esnasinda koyunlari kontrol
edebilme ve maniiplasyonlara iyi bir cevap alma basaris1 daha yiiksektir. Stratejiler,
var olan korpus luteumun (CL) zamanindan 6nce gerileterek bu fazi1 kisaltmak veya
eksojen progesteron destegiyle luteal fazi uzatmak i¢in kullanilabilir. Basarili
tekniklerin sadece giiclii bir eszamanlilik olusturmasi yeterli degildir. Ayn1 zamanda
dogal ciftlesme ve yapilacak olan suni tohumlamanin da kabul edilebilir bir fertilite
oranin1  yakalamast gerekmektedir. Bu kosullara ulasildiktan sonra Ostriis
senkronizasyonu, bagarili suni tohumlama ve embriyo transfer programlari i¢in bir

temel olusturur (Wildeus 2000).

Ostriis senkronizasyonu PGF,a, progestagenler ve PG + GnRH preparatlar

kullanilarak yapilmaktadir.
PGF,a ile Ostriis Senkronizasyonu

Son yillarda tizerinde durulan konulardan biride prostaglandinlerdir.
Prostaglandinler tam anlamiyla hormon olmamakla birlikte, etkisini yerel hormonlar
gibi salindiklar1 dokularda ya da bu dokularin yakininda gdsteren maddelerdir. Bu
yiizden prostaglandinlere para hormon ya da yerel hormon denir. Onceleri yalniz
prostattan salindig1 sanilarak bu maddelere prostaglandin adi verilmis, ancak yapilan
aragtirmalar sonucunda prostaglandinlerin bir¢ok hiicre tarafindan sentezlendigi
anlagilmistir. Prostaglandinler organizmada ii¢, dort ya da bes cift bag iceren 20
karbonlu doymamis yag asitlerinden tiirer. Yapilarindaki siklopentan halkasindaki
farkliliklara gére A, B, C, D, E, F ve I gibi ana siniflara ayrilirlar ve birincil grupta
olanlardan en 6nemlileri ise E ve F smifi prostaglandinlerdir (Yaman 1999, Yilmaz

1999, Kalaycioglu ve Ark. 2000, Birler 2002, Alagam 2005).

Prostaglandinler erkek ve disi gametlerinin transferi, luteolisis, ovulasyon

ve dogumda 6nemli rol oynamalarinin yani sira, viicutta bircok goreve sahiptirler.
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Prostagalandinler i¢inde reprodiiksiyonla en ¢ok ilgili olanlar PGF,a ve PGE; dir (
Yilmaz 1999, Birler 2002 ).

Koyunlarda PGF,o. ile Ostriis senkronizasyonu yapabilmek i¢in hayvanlarin
sezona girmesi ve ovaryumlarinda aktif bir korpus luteumun bulunmasi gerekir. Bu
nedenden dolay1 hormon enjeksiyonlar1 9 veya 10 giin araliklarla uygulanmaktadir.
Ilk enjeksiyon giiniinde aktif korpus luteum yoksa hormonun siklusa etkKisi
olmayacaktir. Siklus normal ilerleyisini siirdiirecek ve 9-11 giin sonra ovaryumlarda
aktif bir korpus luteum olusacaktir. Bu durum 2. enjeksiyonda aktif bir korpus

luteumun var olacagina isaret etmektedir (Ak 2002).

Gokeen ve ark (1992) 75 Merinos koyununu 3 gruba ayirmis 1. gruptaki
koyunlara bir doz PGF,a (Reprodin 0.5 cc 3.75mg Luprostiol), I1. gruptaki koyunlara
11 giin arayla 2 doz PGFa III. Gruptaki koyunlara da 30 mg Cronolone igeren
vaginal stinger (12 giin) uygulamis ve stingeri uzaklastirdigi giin her koyuna 500 1U
PMSG kas i¢i (IM) enjekte etmislerdir. Sonug olarak 1. grupta %76, 1I. grupta %64,
II1. grupta %92 Ostriis tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Unal ve ark (1996) 100 bas Merinos koyununu 5 gruba ayirmus, 1. gruba 11
giin arayla ¢ift doz cloprostenol sodium (250 pg), II. gruba cronolone igeren sponj
+250 pg cloprostenol sodium, III. gruba cronolone igeren sponj + 250ug cloprostenol
sodium +500 TU PMSG, IV. gruba cronolone igeren siinger + 500 IU PMSG
uygulamis ve V. grubu da kontrol grubu olarak kullanmiglardir. Sonug¢ olarak; I.
grupta %90, Il. grupta %85, Ill. grupta %100, IV. grupta %100 ve kontrol grubunda
da %95 ostrus tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Progestagenler ile Ostriis Senkronizasyonu

Progestagenler veya progestinler; dogal progesteron hormonu da dahil olmak
lizere, progesteron molekiiliinde modifikasyon yapilarak olusturulmus, progesteron
benzeri etki yapan (progestasyonel) yapilar seklinde tanimlanabilirler (Alagam
2005).

Bu grubun en yaygi hormonu progesterondur. Progesteron korpus luteum,
plasenta ve az miktarlarda follikiillerden salgilanan 21 karbonlu bir steroid

hormondur. Steroid hormonlar salgilayan tiim dokulardaki steroid biyosentezinin
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onemli bir ara iriiniidiir. Az miktarda testis ve bdbrek iistii bezinin kabugundan
dolagima katilir. Dolagimdaki progesteronun yaklasik %2 si serbest, %80 albiimiine,
%18 ise kortikosteroid baglayict globuline baghdir. Yarilanma omrii kisa olan
progesteron karacigerde pregnandiole dontstiiriildiikten sonra glukuronik asitle

birlestirilip idrarla atilir (Ganong 1999).

Progestagenler hipofizin 6n lobundan gonadotropinlerin salgilanmasin
kontrol ederek etkilerini gosterirler. Asim mevsimi i¢inde veya disinda aktif bir
korpus luteum gibi etki gosterirler. Koyunlarda didstriis siiresi kadar (12-14 giin)
progestagen verildiginde ve bu siirenin sonunda PMSG hormonu enjekte edildiginde,

son uygulamanin 2. ve 3. giinlerinde yogunlagan ostriislar goriiliir. (Ak 2002).

Ostriisun  kontrolii degisik formiilasyonlarda hazirlanmis progesteron,
medroxyprogesterone asetat (MAP), fluorogeston asetat (FGA), melengesterol asetat
(MGA) gibi progestagenler yardimi ile yapilabilir. Hormon preparatlari oral,

enjeksiyon, subkutan implant ve intravaginal olarak kullanilmaktadir (Ak 2002).
Intravaginal Sponjlar

Ostriis senkronizasyonu uygulamalarinda intravaginal sponjlar gevis getiren
kiigiik hayvanlarda ciftlesme ve andstriis mevsimleri sirasinda kullanilirlar. Bu
sponjlara dogal progesterondan daha diisiik dozlarda etkili olan progestagenler
emdirilir. Piyasada ticari olarak iki cesit sponj mevcuttur. Bunlar FGA igeren
Chronogest (Intervet, Angers, France) ve MAP igeren Veramix (Pharmacia &
Upjohn, Orangeville, Canada) tir. Intravaginal sponjlar genellikle 9-19 giin
periyotlarin da kullanilirlar. Ozellikle sezon dis1 ¢iftlesmelerde sponjun cikarilmasi
esnasinda veya sponj c¢ikarilmadan 48 saat Onceden PMSG enjekte edilir.
Intravaginal sponjlar yiiksek bir retensiyon oranmina (> 90%) sahiptirler. Sponjlar

cikarildiktan sonra 24-48. saatler arasinda Ostriislar goriiliir (Wildeus 2000).

Unal ve ark (1997 ) Merinos koyunlarina mevsim igi 12 giin siireyle 30 mg
FGA igeren sponj uygulamislardir. Sponju uzaklastirdiklar1 giin I. gruba 300 IU, II.
gruba 600 IU, III. gruba da 750 IU PMSG uygulamis, sirasiyla %100, %90 ve %85

Ostriis orani elde etmiglerdir.

20



Iglesias ve ark (1997) mevsim disi, farkli dozlarda MAP (15, 30, 45, 60 mg)
iceren intevavinal sponjlar1 Corriedale koyunlarina 9 giin boyunca uygulamislardir.
Sponju uzaklastirdiktan 96 saat sonrada %90.7, 98.1, 94.1, 96.4 Gstrus orani elde

ettiklerini belirtmislerdir.

Kontrolli Vagina Ici Ilagc Salimm Araclari (Controlled Internal Drug
Release(CIDR)

Bu araglar, progesteron emdirilmis medikal silikon elastomerlerinden
yapilmis ve yeni Zelanda da gelistirilmistir. Gevis getiren kiiclik hayvanlar i¢in
kullanilabilir ¢esitleri CIDR-S ve CIDR-G’ dir. (InterAG, Hamilton, New Zealand).
CIDR-G giiniimiizde daha ¢ok kullanilmaktadir. Araglarin progesteron igerigi %9 -
%12 arasinda (330 mg progesteron) degismektedir. CIDR araglarimin kullanim
protokolleri genellikle intravaginal sponj protokolleriyle aynidir (Wildeus 2000).

Mitchell ve ark (2002) Bluefaced Leicester x Scottish Blackface Melezi
koyunlara 0.3 gr progesteron igeren CIDR’yi intravaginal olarak 12 giin uygulamis
ve 7. giinde bir yenisi ile degistirmislerdir. Hamra ve ark (1989) andstriista bulunan
165 koyuna 14 giin boyunca CIDR-S uygulamis ve CIDR-S’yi uzaklastirdiklar1 giin
tim koyunlara 750 IU PMSG enjekte etmis ve %92 0Ostrus elde ettiklerini
bilirtmislerdir.

Norgestomet Implant Sistemleri

Gevig getiren kiiciik hayvanlarda yaygin olarak kullanilan 0Ostrus
senkronizasyon sistemleri, Birlesik devletlerde sigirlar igin gelistirilmis olan
norgestomet ile desteklenen Syncro-mate-B (SMB; Rhone-Merieux, Athens, GA)
sistemi kulak implantlarina dayanmaktadir. Sigir kulak implantt 6 mg sentetik
progestagen  norgestomet  (17a-acetoxy-11B-methyl-19-pregn-4-ene-3,20-dione)
icermektedir. Fakat kecilerde ve koyunlarda orijinal implantin 1/2 veya 1/3’i
kullanilmaktadir (Mellado ve Valdez 1997). Her iki tiir i¢inde implantasyon
periyotlar1 genellikle 9-14 giin arasinda olur. Implant uzaklastirildiginda veya
uzaklastirilmadan 2 giin 6nce PMSG veya PGF,ayapilir (Wildeus 2000).

Tritschler ve ark (1991) andstriista olan 128 koyuna 14 giin boyunca 2 mg
norgestomet igeren implant uygulamislardir. Implanti uzaklastirdiktan sonra 500 IU

PMSG enjekte etmis ve %96 oraninda 0striis cevabi aldiklarini belirtmislerdir. Jabbar
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ve ark (1994) ise andstriista olan koyunlara 3 mg norgestomet iceren implant1 10 giin

boyunca uygulamis ve %72 0striis cevabi aldiklarini belirtmislerdir.

Melengesterol Asetat (MGA)

Bu iiriin oral yoldan aktif olan sentetik progestagenlerden gelistirilmistir.
Feedlot diivelerinde Ostriisun baskilanmasi i¢in kullanilirken, mevsimsel andstriista
bulunan koyunlarda fertil bir ostriisu baslatmak igin kullanilmaktadir. Ostriis
senkronizasyonu MGA’nin 8-14 giin boyunca giinde bir veya iki defa oral yolla
verilmesi ile saglanir (Wildeus 2000).

Powell ve ark (1996) anéstriista bulunan koyunlara 25 mg MGA’y1 oral yolla

14 giin boyunca vermis ve %80 oraninda 0Ostriis elde ettiklerini belirtmislerdir.

PGF,a + GnRH ile Ostriis Senkronizasyonu (Ovsynch)

Ovsynch, GnRH ve PG (Prostaglandin) kullanilarak ovulasyonun
senkronizasyonu veya kontrol altina alinmasi demektir. Ovsynch uygulamasi,
ostriistan ziyade ovulasyonu senkronize etmektedir. Ostriis gdzlenerek yapilan
tohumlama (Suni Tohumlama) ile benzer sonuglarin alinabildigi senkronizasyon
protokoliidiir. Ovsynch ile Ostriis gozlenmeden tohumlama zamani belirlenir.
Ovsynch protokolii tohumlama yapilmadan 6nce GnRH, PG ve GnRH’nin ardisik
olarak uygulanmasidir (Ding 2006).

Deligiannis ve ark (2005) 28 Karagoiniko koyunu kullandiklari
calismalarinda 0. giin GnRH analogu (8 pg Buserelin), 5. giin PG (4 mg Pronilen), 7.
giin de tekrar GnRH (IM) enjekte etmislerdir. Son GnRH uygulamasindan 12-14 saat
sonra da koyunlar1 tohumlamislardir. Sonug olarak % 50 (14 koyun) gebelik elde

ettiklerini bildirmislerdir.
1.3.2. Siiperovulasyon

Stiperovulasyon disi  hayvanlara eksojen gonadotropin  hormon
enjeksiyonlari yapilarak, ovaryumlarda ¢ok sayida follikiil gelisiminin saglanmasi ve
gelismis olan follikiillerin ovulasyonunun olusturulmasi seklinde tanimlanir (Akyol
2001). Siiperovulasyon igin, gonadotropinlerden PMSG =eCG (equine Chorionik
Gonadotropin) FSH (Follikiil Stimiile Edici Hormon) ve hMG (human Menapousal

Gonadotropin ) hormonlart kullanilmaktadir (Bondurant 1986).
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Follikiil Stimiile Edici Hormon (FSH)

Bu hormona follikiil stimiile edici hormon veya follikiil uyaran hormon
denir. On hipofizdeki gonadotrop hiicrelerde sentezlenir. Biiyiik molekiillii bir
glikoprotein olan FSH, folikiillerin gelisimi ve antrum olusumu igin gereklidir. FSH,
gelisen folikiillerin teka interna ve graniiloza hiicrelerinden basta B-Ostradiol olmak
tizere Ostrojenlerin salinimini uyarir. Follikiillerin dstrojen salabilmesi i¢in FSH ve
LH birlikte etkimektedir. FSH ve LH ovulasyona dek sinerjik olarak etki gosterir.
Ostrojen hormonu folikiillerin gelisiminde FSH ya yardim eder. Ostrojen diizeyi

kanda yiikseldik¢e FSH salinimi azalir ve LH etkin duruma geger (Yilmaz 1999).

FSH genellikle domuz ve koyunlarin hipofizinden elde edilen bir
gonadotropindir. Molekiil agirligi 29 000-35 000 dalton olup yarilanma Omrii
yaklasik olarak 2 saattir. Bu nedenle siiperovulasyon ¢alismalarinda FSH’nin 12 saat
arayla tekrarlanan dozlar halinde sabah-aksam uygulandig: bildirilmektedir(Y1lmaz
1999, Akyol 2001).

Boscos ve ark. (1997) Sakiz ve Friesian koyunlarina On iki (3.0, 3.0, 2.0, 2.0,
1.0,1.0,) ve 16 (3.5, 3.5, 2.5, 2.5, 2.0, 2.0,) mg lik FSH-P’yi (Schering Corporation,
Kenilworth, NJ, USA) 12 saat arayla 6 ya bolerek sabah-aksam azalan dozlarda IM
olarak enjekte etmislerdir. Ostrustan 6 giin sonra koyunlari laparatomi ydntemi ile
agmis ve elde ettikleri verileri tablo halinde sunmuslardir.

Tablo 1.2. On iki ve 16 mg FSH-P uygulanan Sakiz ve Friesian koyunlarimin ovarium

bulgulart.

Sakiz Friesian

12 mg 16 mg 12 mg 16 mg
Corpus luteum 5.5+0.7 124+0.9 3.6£04 7.0£0.6
Toplanan ovum 44+0.7 8.7+1.0 24 £04 43+0.8
Toplanan embriyo sayisi 2.6+0.6 58+1.0 23+04 3.9+0.7
Dondurulabilir embriyo sayis1 1.9 + 0.6 41£0.8 1.5+0.5 32+0.7
Toplama orani (%) 73.0+7.0 70.2 +5.18 67.3+9.6 60.8+9.1
Fertilizasyon orant (%) 65.4+10.3 67.8+£9.3 95.6+3.0 90.8 4.1
Koyun sayisi 15 15 15 15

Sonug olarak hormon dozu ve koyun irkinin ovulasyon orani, ovum, embriyo

ve dondurulabilir embriyo sayis1 lizerine etki ettigini belirtmislerdir.
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Gonzalez- Bulnes ve ark. (2003) sezon i¢i ve sezon dig1 biiylik folikiil
varliginin, siiperovulasyona etkisini aragtirdiklar1 calismada, FSH (OVAGEN, ICP,
Auckland, New Zealand) enjeksiyonlarina 12. giinde, 12 saat arayla azalan dozlarda
(1.5ml x 3, 1.25ml x 2, Iml x 3 ) siinger ¢ekilmeden 60 saat 6nce baslamis ve ilk
FSH enjeksiyonu ile birlikte 125 mg cloprostenol (Estrumate, GmbH, Germany) IM

tek doz enjekte etmis ve elde ettikleri verileri tablo halinde sunmuslardir.

Tablo 1.3. FSH uygulamasi ile sezon i¢i ve sezon disi elde edilen siiperovulasyon bulgulari

Sezon igi Sezon dist
Koyun sayist 15 14
Ovulasyon orant 11.6+14 11.6 £1.3
Toplanan embriyo sayisi 8.0x1.1 96 £1.3
Toplama orani ( % ) 68.7+7.38 82.7+6.3
Transfer edilebilir embriyo sayisi 58+1.2 72 +1.1
Transfer edilebilir embriyo oran1(%)  72.5 + 11.1 740 £ 6.1
Unfertilize oositler(n) 03+0.2 06 0.2
Fertileze olmayan oran (%) 27+1.8 6.1 +£3.2
Dejenere embriyolar (n) 1.5+0.5 20 +04
Dejenerasyon orani (%) 187+ 11.5 19.0 +4.1

Tablo 1.4. Biiyiik folikiillerin varliginda (>6 mm) ve yoklugunda sezon igi ve sezon dist
uygulanan FSH sonucu elde edilen siiperovulasyon bulgulari

Sezon i¢i Sezon dis1

Biiyiik fol. Var Biiyiik fol. yok  Biiyiik fol.var  Biiyiik fol. yok

Koyun sayisi 11 4 6 8
Ovulasyon orani 109+ 1.3 132+ 1.8 10.0+ 2.5 128+1.4
Toplanan embriyo sayisi 69+ 1.1a 123+1.8b 9.0+ 2.5 11.3+1.2b
Toplama orani (%) 657+ 74a 93.1+84b 923+7.7b 904+5.6b
Transfer edilebilir embriyo(n) 50+ 12a 10.5+£05b 63+ 23 81+1.2
Transfer edilebilir embriyo(%) 68.2+ 10.0 853+2.7 783 +£13.5 70.4+£8.3
Unfertilize oosit say1st 02 +£02 0.1 £0.1 0.6+0.4 0.6+0.3
Unfertilizasyon orani (%) 36 £ 35 0.8 £ 0.6 7.0+ 55 6.6+£6.0
Dejenere embriyo sayisi 1.7 £ 05 1.0 £1.0 1.0+ 0.3 2.6 £0.6
Dejenerasyon orani (%) 28.1+ 8.9 81 £5.5 8.4+2.7 243+6.5

a, b gruplar arasinda farklilik arz eder (a, b: p < 0.05)n
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Sonu¢ olarak sezon icinde biiyiik follikiillerin inhibitér etkisinin sezon
disindaki gibi acik olmadigini, siiperovulasyona en iyi cevabin biiylik follikiillerin
olmadigi veya LH seviyesinin en disiik oldugu zamanda alinabilecegini
belirtmislerdir.

Bettencourt ve ark (2008) Sonbahar ve Ilkbaharda senkronize ettigi Portekiz
Siyah Merinoslarina 9. gilinde baslayarak 4 giin boyunca gilinde iki kez (09:00 ve
21:00) 1.25 ml oFSH’y1 ( Ovagen® Immunological Products Ltd., Aukland New
Zealand) IM olarak uygulamislardir. ilkbaharda ise 1:1 FSH/LH orani igeren 250 IU
pFSH (Pluset® Serono Vet., Italy) kullanmuslardir. Ikiyiiz elli IU pFSH’y1 8 ml
enjeksiyonluk su ile sulandirmig ve sponj cikarimindan 24 saat Oncesinden
baslayarak 12 saat araliklarla 3 giinde alti azalan dozda IM (1. Giin 2/1.5 ml, 2. Giin
1.5/1 ml, 3. Giin 1/1 ml) uygulamislardir. Sonbaharda %90, Ilkbahar da ise %68
stiperovulasyon cevabi elde etmislerdir. Coklu ovulasyon ve embriyo transferi
programlarinin  yilin  hangi mevsimi oldugu o©Onemsenmeden Portekiz Siyah
Merinoslarinda basariyla uygulanabilecegini, oFSH’nin avantajli ve oldukca etkili
oldugunu belirtmislerdir.

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG, eCG)

Kisraklarda endometriumdaki salgi bezlerinden gebeligin 40. ve 150.
giinleri arasinda PMSG salinir. Kanda 60-80. giinlerde en yiiksek diizeye ulasir, 120-
150. giinlerde gittikce azalarak belirlenemeyecek diizeylere iner. 150. giinden
sonrada tamamen kaybolur. Serum gonadotropini olarak da bilinen bu prolaktin
yapisindaki hormonun molekiil agirligi 53 000-68 000 daltondur (Yilmaz 1999).
Kanda uzun siire kalir ve yarilanma 6mrii 40-50 saat kadardir (Mori 1999). Molekiil
agirhiginin biiyiik olmasi nedeniyle bobreklerden siiziilmez ve idrarda rastlanilmaz
(Yilmaz 1999). Koyunlara siiperovulasyon amactylasiklusun 11-12. giinlerinde 1000
ile 2000 IU IM tek enjeksiyon tarzinda yapilir(Bondurant 1986). Tek doz uygulama
ile koyunlarda olusabilecek enjeksiyon stresi onlenmis ve is yogunlugu azaltilmisg
olur. Ancak yarilanma dmriiniin uzun olmasi nedeniyle siiperovulasyondan sonra bile
ovaryumda biiylik folikiiller kalabilmektedir. Bu olumsuz durum anti-PMSG
preparatlar1 kullanilarak giderilebilir (Kanagawa 1995, Mory 1999, Akyol 2001).
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Aghdam ve ark (2002) hem sezon i¢i hem de sezon dis1 senkronize ettikleri

koyunlara 1500 IU PMSG uygulamis ve elde ettikleri verileri tablo seklinde

sunmuslardir.

Tablo 1.5. Sezon i¢i ve sezon dist PMSG uygulanan koyunlarda ovaryum bulgulari

Bulgular Mevsim igi Mevsim dis1
Koyun sayist 14 14

Ort. CL sayist 4.43 +2.82 4.57+4.19
Ort. Fol. sayist 9.07+5.57 4.57+3.01
Kazanilan emb. Sayis1 1.71 + 1.83 1.86 +2.61
Transfer edilebilir emb.

Sayisi 1.43 £ 1.55 1.50+1.84

Senkronizasyon ve ovaryum bulgularinin sezon i¢i uygulamalarda daha iyi sonug

vermesi nedeni ile sezon igi yapilacak uygulamalarin daha basarili olacagini belirtmiglerdir.

Mossa ve ark (2007) ovaryumlarda bulunan follikiil sayilarinin
sliperovulasyona etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, koyunlar1 senkronize etmek igin 12
giin siliresince intravaginal sponj uygulamis (Chronogest, Intervet, Boxmeer, The
Netherlands) ve sponjun yerlestirilmesinden 10 giin sonra her koyuna tek doz 1500
IU eCG (Intervet, Boxmeer, The netherlands) enjekte etmislerdir. Elde ettkleri

verileri tabloda sunmuslardir.

Tablo 1.6. Koyunlarda ilk follikiiler dalga ve follikiil sayisinin siiperovulasyona etkisi

Bulgular diisiik grup yiiksek grup
(<8 follikiil/giin) (>8 follikiil/giin)
Koyun sayist 21 23
Giinliik follikullerin ortalama
sayist >2mm (ultrasonografi) 6.3 £0.2 10.7+£0.7
Siiperovulasyondan sonra
CL sayis1 (koyun bagina) 6.8+1.0 102+ 1.6
Oosit sayis1 \toplanan
embriyo (her koyun igin) 47+0.8 84+1.6
Toplama orant 0.68 £0.07 0.70 £ 0.09
Fertilize olmayan oosit
sayist (her koyun i¢in) 1.0£0.6 22+0.2
Diistik kaliteli embriyo
sayist (her koyun igin ) 0.6+£0.5 0.2+0.1
Iyi kaliteli embriyo
sayist (her koyun igin ) 3.6£0.8 7.8£1.5
Toplam embriyo sayisi
(her koyun i¢in ) 42+0.8 80x1.5
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follikiil sayisinin fazla olmasinin siiperovulasyon cevabini arttirdigini, follikiil
sayist fazla olan grupta CL, iyi kaliteli embriyo ve toplam embriyo sayisinin fazla
oldugunu, gruplar arasinda doéllenmemis oosit sayisi ve koyun bagina diisen koti

kaliteli embriyo sayis1 bakimindan higbir farkliligin olmadigini belirtmislerdir.

PMSG + FSH Kombinasyonu

Yamada ve ark (1996) siiperovulasyon amaciyla koyunlara yiiksek dozda
PMSG yapildiginda ovule olmayan follikiil sayisinin arttigin1 ve bazi durumlarda
kistik folikiillere neden olabilecegini, FSH hormonunun ise yarilanma dmriiniin kisa
olmasi nedeniyle ¢ok sayida FSH enjeksiyonunun yapildigini bununda is giiciinde
artis ve hayvanlarda enjeksiyon stresi yarattigini, PMSG+FSH kombinasyonunun
uygulanmasi ile alinan siiperovulasyon cevabinin tek basina yapilan PMSG veya

FSH uygulamalarindan daha iyi olabilecegini belirtmislerdir.

Yamada ve ark (1996) Ekim ve Aralik aylarinda senkronize ettikleri tim
koyunlara 500 IU PMSG (Serotropin, The Teikokuzoki Co. Japonya) enjekte
etmislerdir. Koyunlarin bir grubuna 20 mg FSH’y1 (Antorin Denka Chemical Co.
Japonya) tek doz, diger gruba da azalan 6 doz (5, 5, 3, 3, 2, 2 mg) seklinde
uygulamiglardir. Sponju uzaklastirdiktan sonra tiim koyunlara 100 pg GnRH
(Conceral. The Takeda Industorial Co. Japonya) uygulamis ve elde ettikleri verileri
tabloda sunmuslarir.

Tablo 1.7. PMSG ile kombine tek ve c¢oklu FSH enjeksiyonlart sonucu elde edilen
siiperovulasyon bulgulari

Gruplar  FSH uyg. Koyun toplam toplanan normal dondurulabilir
Sayis1  ovulasyon embriyolar(%) embriyolar(%) embriyolar(%)
Deneme  Tekli enj. 6* 105/98* 68 37 36
I grubu (17.5+4.1) (69.4) (54.4) (52.9)
Coklu enj. 5 115 66 53 38
(23.0£1.9) (57.4) (80.3) (57.6)
Toplam 11 220 134 90 74
(20.0£2.4) (60.9) (67.2) (55.2)
Deneme Tekli enj. 5 96 56 53 51
1 (19.2£5.5) (58.3) (94.6) (91.2)
Coklu enj. 5 98 56 52 52
(19.6£5.7) (57.1) (92.9) (92.9)
Toplam 10 194 112 105 103
(19.4+£3.6) (57.7) (93.8) (92.0)

* 6 koyundaki toplam ovulasyon 105 fakat 1 koyunun uterusu yikanmamuis, 5 koyundaki toplam
ovulasyon 98.
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PMSG ile kombine edilmis tekli FSH dozu uygulamasi ile ¢oklu FSH dozu
uygulamas1 arasinda fark olmadigini her iki uygulamada da siiperovulasyon
cevabinin, toplanan embriyo, normal ve dondurulabilir embriyo bulgularinin benzer

oldugunu belirtmislerdir.

Blanco ve ark  (2003) Merinos  koyunlarma 1200 IU
PMSG(Novormon,Syntex), 1600 IU PMSG ve 800 IU PMSG + 11.5mg FSH-p
(Folltropin, Vetrepharm) azalan dozlarda(2.75, 2.75, 2, 2, 1, 1 mg) uygulamis ve elde
ettikleri verileri tablo halinde sunmuslardir.

Tablo 1.8. Farkli hormon uygulamalari ile olusturulan siiperovulasyon ve dstrus bulgulari

l.grup Il.grup I1.grup
Uygulama yapilan koyun sayisi 6 6 6
Ostrus gosteren koyun(%) 5/6 (83.3) 5/6 (83.3) 5/5 (100.0)
Ostrus zamani (saat) 264 +2.4 28.8+2.9 240 +3.8
Siiperovulasyon cevabi (%) 4/5 (80) 4/4 (100) 5/5 (100)
Corpus luteum sayisi 142 £1.2 6.2 £0.8 11.0 £3.0
Kalic1 follikiil sayisi 05 +05 06 +04 18 + 1.2

Tablo 1.9. Farkli hormon uygulamalari sonucu elde edilen embriyo verileri

l.grup Il.grup I1.grup
Total toplama orani(%) 36/57 (63.2) 19/31(61.3) 26/44 (59.1)
Toplam ovum sayisi
(her koyun igin) 9.0 £26 3.8 £0.6 6.5+ 0.9
Fertilizasyon orani(%) 21/36 (58.3) 5/19 (26.3)  5/26 (19.2)
Embriyo sayisi(her koyun igin) 52 +£1.9 1.0 £0.5 1.2 £0.6

Transfer edilebilir embriyo oran1(%)  18/21 (85.7)  5/5 (100.0) 4/5 (80.0)
Transfer edilebilir embriyo sayisi

(her koyun igin) 48 £20 1.0 £05 1.0 £05

PMSG + FSH kombinasyonu ile yapilan superovulasyon uygulamasinin, tek basina

yapilan PMSG uygulamasina gore daha iyi sonug verdigini belirtmislerdir.
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Naqgvi ve ark (2002) Baharat Merinoslarin1 3 gruba ayirip farkli besleme
programlar1 uygulamistir. Birinci grubu sadece otlatmis, 2. gruba otlatmaya ek olarak
150 gr, 3. gruba da 300 gr konsantre yem vermislerdir. Koyunlara 200 1U PMSG
(Folligon, Intervet-Netherlands) ve 4 giin boyunca her 12 saatte bir 5.4 mg FSH
(Ovagen, NIADDK-O FSH-17) uygulamiglardir. Elde ettikleri verileri tablo halinde
sunmuslardir.

Tablo 1.10. Farkli besleme programi uygulanan koyunlarin siiperovulasyon cevabi.

Uygulama 1. grup 2. grup 3.grup
Koyun sayisi 8 8 8
Siiperovulasyon bulgulari

LF sayis1 (biiyiik follikiil) 1.3+0.36 2.1+0.61 2.4+0.62
CL sayisi 7.4+1.99 7.7+1.32 7.8+1.47
Ovaryumun cavabi (FL+CL) 8.6 +1.97 8.80+1.32 10.1+£0.35
Siiperovulasyon cevabi/koyun 100 (8/8) (7/8) 100 (8/8)
(%, <2 CL)

Tablo 1.11. Farkli besleme programi uygulanan siiperovule olmus koyunlarin

embriyo verileri

Uygulama 1. grup 2. grup 3. grup
Uterusu yikanan koyun no: 6 6 7

Total CL sayist 54 51 60

CL sayist/yikanan koyun 9.0+2.29 85+1.26 8.6+141
Hiicre elde edilen koyun sayisi (%) 6 (100) 6 (100) 7 (100)
Kazanilan hiicre sayisi 34 34 35
Kazanma orani (%) 63 67 58
Kazanilan hiicre/yikanan koyun 56+1.80 5.6+1.74 50+1.48
Transfer edilebilir embriyo 4.0+1.57 4.0 +1.47 43+1.37

Uygulanan farkli beslenme programlarinin &striis ve siliperovulasyon
cevabini, embriyo toplanmasini, transfer edilebilir embriyo ve embriyo verimliligini
etkilemedigini belirtmislerdir.

Human Menapousal Gonadotropin (hMG )

Puperteye erisen bir diside, gonadotropik hormonlarin etkisi ile follikiil
gelisimi olur ve gelisen bu follikiillerden salinan Ostrojenin kandaki miktar1 artar.

Artan Ostrojen miktarma baghh olarak FSH ve LH salinimi baskilanarak kandaki
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diizeyleri azalir. Ancak menapoz sonrasi gelisecek follikiil kalmadigindan Gstrojen
salmimida 6nemli Olglide diiser, FSH ve LH salinimi baskilanmadigindan, kandaki

dolayisiyla idrarla ¢ikarilan miktarlar1 4-10 kat1 kadar artar (Yi1lmaz 1999).

Bu diisiinceden yola ¢ikilarak menapoz sonrasindaki bir kadinin idrarindan
elde edilen gonadotropinlerin siiperovulsyon amaciyla kullanilabilecegi diisiintilmiis
ve bu hormona da hMG adi verilmistir. h(MG kullanilarak yapilan siiperovulasyon
calismalarinda FSH veya PMSG gibi olumlu ve yeterli sonu¢ alinamamistir (Mory
1999).

Schieve ve ark (1990) hMG’nin koyunlarda siiperovulasyon etkisini diger
gonadotropinlerle karsilastirdig1 ¢aligmalarinda hMG’yi ¢oklu enjeksiyon tarzinda
(Pergonal, Serono Laboratories, Randolph, MA: 2, 2, 1, 1, 1, 1, ve 1 ampul; 150
IU/ampul, toplam 1350 1U) 12 saat arayla IM uygulamis, elde ettikleri verileri tablo

halinde sunmuslardir.

Tablo 1.12. Koyunlarda farkli gonadotropin uygulamalarina ovaryumun cevabi

Toplam embriyo sayisi/toplam CL sayis1 Toplanan embriyo (%)
Uygulama

Normal CL (%) Regrese CL fertilizasyon orani transfer edilebilir

embriyo orant

Kontrol @ @ —=i=i= @ mimi= mime= -
PGF,0. /PMSG  11/23 (48) 0/7 (0) 552 84
PGF,a/FSH-P  41/75 (55) 0/23 (0) 95° 80
PGF,a/hMG 29/51 (57) 0/49 (0) 86° 84

a, b aralarindaki deger farki 6nemli (p<0.05)

Sonu¢ olarak hMG’nin pahali oldugunu ve FSH-P ye iyi bir alternatif

olmadigini belirtmislerdir.
1.3.3. Ovulasyonun Uyarilmasi

Embriyo ve biyoteknoloji ¢alismalarinda ovulasyon sayisinin arttirtlmas,
biiyiik follikiillerin baskilanmasi, hayvanlar arasinda gonadotropin hormonlarin
uygulanmasi sonucu alinan cevabin ¢esitliliginin azaltilmasi (McNeilly and Fraser
1987), ovulasyon siiresinin kisaltilmasi (Cetin ve ark 2003), oosit elde etme
zamaninin ayarlanmasi (Basar ve ark 2008) ve basarili bir fertilizasyon i¢in (Cognie
ve ark 1987) ovulasyonun uyarilmasinda rol oynayan GnRH, LH ve hCG
hormonlarinin kullanildig1 belirtilmektedir.

30



Human Chorionic Gonadotropin (hCG)

Gebe kadmnlarin plasentasinin  korion villuslarindaki sinsitiotrofoblast
hiicrelerinden salgilanir (Yilmaz 1999). Glikoprotein yapisinda olan bu hormonun
molekiil agirligi 38 000 dalton olup yarilanma siiresi 11 saattir (Alagam 2005). Gebe
kadinlarin hem kaninda hem de idrarinda bulunan hCG o ve B alt birimlerinden
meydana gelmis olup, biitiin gebelik siiresince kana verilir. Gebelikten 6 giin sonra
kanda belirlenebilir ve dollenmeyi izleyen 3-4 hafta icerisinde idrarla ¢ikartilmaya
baslar (bazen gebelikten 2 hafta sonra idrarda saptanabilir). Gebeligin 70. giinlinde
en yiiksek degere ulasir ve bundan sonra doguma kadar giderek azalir (Ganong

1999,Y1lmaz 1999).

hCG yap1 ve fizyolojik karakter olarak daha ¢ok LH ya benzer. Ovaryumdaki
intersitisyel hiicreleri stimiile eder, ovulasyona neden olur, granuloza hiicrelerini
liiteinizasyona sevk eder ve Korpus luteumun fonksiyonel yasamini devam ettirir. Bu

etkileri disinda az derecede FSH benzeri aktiviteye de sahiptir (Birler 2002).

Aghdam ve ark. (2002) kivircik 1irki koyunlarda mevsim i¢i ve mevsim dist
yaptiklari embriyo transfer calismalarinda senkronize ettikleri ve kizginlik belirtisi
gosteren alict grubundaki koyunlara 500 IU, doniir konumundaki koyunlara da 1000
IU hCG uyguladiklarini belirtmislerdir.

Liiteinlestirici Hormon (LH)

Liiteinlestirici hormon ya da erkekler de interstisyel hiicre stimiile edici
hormon (ICSH) adi ile anilan bu hormon FSH gibi 6n hipofizdeki gonodotrop
hiicrelerden sentezlenir ve buradan saliir. Liiteinlestirici hormon FSH gibi
glikoprotein yapisinda olup biiylik molekiillii bir hormondur. Yapisinda %16 kadar
karbonhidrat bulunur. Alfa alt birimleri 92 aminoasit, beta alt birimleri ise 115
aminoasit icerir. Molekiil agirhigi 28-34000 dalton olup yarilanma siiresi 30

dakikadan azdir (Yilmaz 1999, Alagam 2005).

LH ovaryumdaki teka hiicrelerini ve testislerdeki leyding hiicrelerini uyararak
bu hiicrelerden androjen, ayn1 zamanda liiteal hiicrelerden progesteron sekresyonunu
tesvik etmektedir. Disilerdeki en Onemli etkisi olgun follikiillerin ovulasyonu,

ovumun olgunlagmasi, korpus luteumun olusumu ve devamlilifi {izerinedir.
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Ovulasyondan hemen dnce LH seviyesinde bir pik meydana gelir ve yaklasik olarak
6-12 saat devam eden bu durum follikiil duvarmin yirtilmasi, dolayisi ile
ovulasyonun baslamasindan sorumludur. LH gibi FSH hormonu da ovulasyondan
once bir yiikselme gosterdigi i¢in, LH hormonunun bu etkisinin FSH ile koordineli
oldugu diistiniilmektedir (Birler 2002) .

Kan dolagimindaki Ostrojen konsantrasyonunun artist LH’nin preovulator
yiikselisini baslatir. Ostrojen hipotalamus iizerine pozitif etki yaparak GnRH’nin
salgilanmasma neden olur. Bu durum LH salgisinin artmasina ve ovulasyonun

baslamasina neden olur (Birler 2002).
Gonadotropin Salimmm Hormonu (GnRH)

GnRH, dogal olarak hipotalamusta arkuatik niikleustan sentezlenen ve
aksonlar yoluyla eminentia medialise tasinarak burada depo edilen dekapeptit yapida
bir nérohormondur. Beyinden gelen uyarilarla hipotalamus ile hipofiz arasindaki
portal dolasima verilir ve bdylece adenohipofize ulasan GnRH Gonadotropik

hormonlarin ( FSH ve LH ) sentez ve sekresyonunu uyarir (Alagam 2005).

Bu hormon hipotalamustan pulsatil bir sekilde salinir ve buna paralel olarak
yine 6n hipofizden pulsatil olarak hem FSH hem de LH salinimin1 artirir. Bu nedenle
kanda LH diizeyi daha ¢ok, FSH diizeyi daha az olmak iizere yiikselir bunun

sonucunda ovulasyon gergeklesir (Yilmaz 1999).

GnRH hormonunun FSH ve LH salinimim arttirmasi 6zelliginden
yararlanarak koyunlarda siliperovulasyon uygulamalarinda ovulasyon sayisini
arttirabilecegi diislintilmiistiir. Bunun icin GnRH gibi bir etkiye sahip olan
hormonardan lesirelin asetat 12.5-37.5 pg veya 0.0021-0.0063 mg busarelin asetat
IM olarak kullanilabilir.

GnRH nin yinelenen enjeksiyonlarinin anti-hormon olusturmadigi, immun
sistemi uyarmadigr ya da anafilaksiye sebep olmadigr saptanmistir. Bu o6zelligi,
gonadotropik hormonlarla kiyasla sagitiminda 6nemli bir avantaj saglamaktadir

(Alagam 2005).

GnRH hormonu adenohipofizdeki hiicreler tarafindan tamamen kullanilir ve

periferik  dolasima hi¢ ge¢mediginden diizeyleri assay teknikleri ile
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belirlenememektedir. Zirveye ulastiktan 6-7 saat sonra hipotalamo-hipofizel
dolasimda da diizeyleri tespit edilemez. Bu nedenle rezidiilerine siit ve ette

rastlanilamaz (Alagam 2005).

Naqgvi ve Gulyani (1999) Rambouillet koyunlarini 3 esit gruba aymrmus, 1.
gruba 800 IU PMSG + 4 pug GnRH, 2. Gruba 8 ml FSH (Ovagen) ile 400 IU PMSG
ve 3. gruba da 18 mg FSH-P uygulamislardir. Birinci grupta Ostrus siiresinin kisa
oldugunu fakat istatistik olarak bir fark olusturmadigini, ovulasyonun 2. grupta (6.6t
1.99) 3. Grupta (5.9 = 1.99) ve 1. Grupta (3.6+£2.29) olup belirgin bir fark
olusturmadigini, fertilizasyonun ise en diisiik 2. grupta oldugunu, PMSG+GnRH
uygulamasinda goriilen yanitlarin siiperovulasyon, embriyo geri kazanimi ve

fertilizasyon orani agisindan ikna edici bulmadiklarini belirtmiglerdir.

Jabbour ve Evans (1991) PMSG ile siiperovule edilmis koyunlara GnRH
uygulamasinin ovulatér ve kistik follikiillerin bulunusunu azalttigini, bdylece

ovulasyona girecek follikiillerin gelisme oranini artirdigini belirtmislerdir.

Lopez — Alonso ve ark (2005) senkronize ettikleri Manchega koyunlarina 9.
ginde 1.5 mg GnRH (Antarelix'™ Teverelix, Zentaris AG, Frankfurt, Germany)
enjekte etmislerdir. Daha sonra bu koyunlari siiperovule etmek i¢in 12. giinde azalan
dozlarda 12 saat arayla 8 doz FSH (Ovagen®) uygulamuslardir. Sonug olarak,
stiperovulasyon ¢aligmalarinda FSH uygulamasindan once tek doz GnRH
uygulamasinin gelismeye yetenekli follikiillerin say1 ve fonksiyonelligini artirdigini,
bu follikiillerin tiim koyunlarda preovulator ebatlara ulagabileceklerini belirtmis ve
GnRH uygulanan grupta daha fazla yasayabilir embriyo elde ettiklerini
belirtmislerdir.

1.4. Embriyolarin Kazanilmasi ve Kazanmilan Embriyolarin Degerlendirilmesi

Embriyolar, koyunlarin 6strus gostermesinden 5 ile 7 giin sora (0strus 0. giin)
toplanir (Bondurant 1986). Embriyolar koyunlarin kesilip reprodiiktif {iriinlerinin
toplanmasi seklinde elde edilebilecegi (Mossa ve ark 2007) gibi koyunlar1 kesmeden
sirurjikal yontemlerlede elde edilebilir (Mitchel ve ark 2002). Koyunlarda temel
olarak cerrahi yontemlere dayanan embriyo kazanilmasi uteru-tubal bdlgeden

girilerek kornu ve uterus limeninin yikanmasi seklinde gerceklestirilir (Mitchel ve

ark 2002).
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Koyunlarda ovule olan oositin fertilizasyonundan 24 saat sonra ebriyonun 2
blastomerli, 1.3’lincli giinde 4 blastomerli, 2.5’inci giinde 8 blastomerli, 3 ile 4.
giinde morula, 4 ile 10. giinde blastocyst, 7 ile 8. giinde hetchig oldugu ve
embriyonun morula asamasinda iken 3-4. giinde uterusa indigi bildirilmektedir
(Senger 1999). Maniplasyon ve dayaniklilik agisindan embriyolarin 5 ile 7. giinlerde
toplanmasi tavsiye edilmektedir (Bondurant 1986).

Genel anestezi (Tekeli ve ark 1994, Chagas e Silva ve ark 2003) veya
bolgesel lokal anestezi (Rubianes ve ark 1999) saglandiktan sonra median hata
paralel olacak sekilde memenin hemen Oniinden 10 cm ensizyon yapilir. Karin
bosluguna girilerek ovaryum, oviduct ve uterus ensizyon hatti disina alinir (Tekeli ve
ark 1994, Rubianes ve ark 1999, Chagas e Silva ve ark 2003). Uteru-tubal bolgeden
uygun gauglarda kiit u¢lu bir igne ile girilir ve bifurkasyo noktasinin biraz {istline
foley kateteri yerlestirilir. Fotal calf serum (FCS) ve antibiyotik eklenmis olan Fosfat
Buffer Saline (PBS) ile uterus kornusu yikanir ve yikanti petri kabi veya tiiplere
almir. Yikanti yarim saat kadar isitma tablasinda bekletildikten sonra 10-15’lik
biiylitmede Stereo mikroskop altinda aranarak embriyolar toplanir (Tekeli ve ark
1994, Rubianes ve ark. 1999, Focada ve ark. 2000).

Toplanan embriyolarin degerlendirilmesi genellikle morfolojik kriterlere gore
yapilmaktadir. Degerlendirmede géz Oniine alinan bazi kriterler; embriyonun sekil
olarak diizenliligi, blastomerlerinin biitiinliigli veya kompaktlig1, hiicre boyutundaki
degisiklikler, sitoplazmanin rengi ve yapisi, embriyonun capi, ¢ekilen hiicrelerin

varlig1, zona pelusidasinin diizeni ve sitoplazmada vezikiillerin varligidir (Selk

2002).

Toplanan embriyolar kalite ve gelisim safhalarina gore siniflandirilir.
Kalitelerine Gore:

Miikemmel (A/1): En ideal embriyo tipidir. Fark edilebilecek hicbir kusuru
yoktur. Embriyo kiiresel yapida, simetrik, hiicresel yap1 ve renk liniformite gosterir.

Zonasi diizgiin ve saglamdir.

Iyi (B/2): Onemsiz birkag kusura sahiptir. Ornegin, gruptan ayrilmis diizensiz
sekil veren birka¢ blastomer ya da birkag vezikiil vardir. Bu bozukluklar embriyonun

%10 veya daha azin1 teskil eder.
34



Orta (C/3): Az sayida ancak belirgin kusurlar1 vardir. Blastomerler disariya
dogru ¢ikint1 yapmustir. Birkac vezikiil ve dejenere olmus birkag¢ hiicre bulunur. Bu

bozukluklar %10-30 arasindadir.

Zayif (D/4): Ciddi bozukluklar mevcuttur. Bunlar dejenere bolgeler, farkl
buytikliikteki hiicresel olusumlar ve genis vezikiillerdir. Bu olusumlar hiicrenin %30-

50’sini teskil eder (Kanagawa ve ark 1995, Akyol 2007).

Ufo (Unfertilize Ova): Fertilize olmadig1 i¢in koyu renkli tek bir hiicre y1gin1
seklinde goriiliir (Akyol 2007).

Gelisim Safhalarina Gore:
Gelisim agsamas1 embriyonun toplandig1 zamanla iligkilidir.

Morula: Hiicre sayisinin 16 nin iizerine ¢ikmasiyla embriyo morula adini alir.
Morula asamasinda hiicreler yogunlasip hiicre topu seklinde bir goriiniim arz eder.
Blastomerleri tek tek ayirt etmek oldukga giictiir. Perivitellin bosluk genis olmayip

hiicreler isgal edilmistir.

Kompakt Morula: Blastomerler siki sikiya birleserek yigin halinde hiicresel
bir kiitleyi olusturur. Bu hiicreler perivitellin boslugunun %60-70’ni isgal eder ve

perivitellin boslugu morula asamasina gore daha genistir.

Erken Blastosist: Bir kisim hiicrelerin erimesi ile i¢i s1vi dolu ve “blastosel”
denen bir kavite meydana gelir. Bu haliyle embriyo tash bir yliziigli andirir. Hiicreler
perivitellin boslugunun %70-80’ini isgal eder. “Trophoblast” ve “iner cell mass” (i¢
hiicre kiitlesi) hiicreleri gelisir. “Trophoblast” ve “iner cell mass” hiicreleri arasindaki

gorsel ayirim, gelismenin bu sathasinda miimkiin olabilir.

Blastosist: Dis kisimda “trophoblastik™ hiicreler ile sik1 ve koyu bir goriiniim
arz eden “iner cell mass” hiicreleri ousmus ve bunlarin ayirimi bariz bir hal almistir.
Blastosel olduk¢a genislemis, perivitellin boslugu neredeyse tamamen doldurmus

durumdadir.

Genislemis (Expanded) Blastosist: Embriyonun cap1 1.2-1.5 kati kadar artmis
durumdadir. Zona dikkate deger bicimde (1/3) incelmistir. Bazi durumlarda kismi

blastosel kaybina bagl olarak embriyoda ¢okiintiiler gormek miimkiindiir.
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Zona Serbest (Hatched) Blastosist: Embriyo zonadan tamamen kurtulmus
olabilir ya da olmayabilir. Zonasindan tamamen ¢ikmis bir embriyoda blastosel
¢okiintiiler daha bariz olarak tespit edilebilir. Ancak bu durumdaki bir embriyo
deneyimsiz calisanlar tarafindan baska bir olusumla karistirilabilir (Lindner ve ark
1983, Akyol 2007).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma 25.02.2009 tarihinde Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulunun 2009/04 nolu toplant1 sayist ve 2009/022 nolu etik kurulu karar1 alinarak
yapildi.

Calisma koyunlarin 6strus gosterdigi Eyliil, Ekim, Kasim, Aralik ve Ocak
aylarinda, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi,
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinigi ve IVF (Invitro Fertilizasyon)

laboratuvarinda yiirtitiildi.
2.1. Calisma Materyali ve On Hazirhklar

Calismada yaglar1 2.5 ile 5 arasinda degisen her biri en az bir defa gebe kalip,
normal dogum yapmis olan 15 Akkaraman koyunu ile fertil olan 15 Akkaraman
Kocu kullanildi. Genetik c¢esitliligi artirmak amaciyla bir koyuna bir kog¢ diisecek
sekilde ciftlestirme yapildi.

Calismada kullanilacak tiim hayvanlarin  fiziki yapilarinin, gelisme
oranlarinin ve agirliklarinin  homojenite gostermesine O6zen gosterildi. Asim
mevsiminden Once hayvanlar temin edilerek cevreye adapte olmalart saglandi.
Hayvanlarin sistemik muayeneleri yapilarak herhangi bir enfeksiydz hastaliginin
bulunmamasina 6zen gosterildi. I¢ ve dis paraziter enfestasyonlara karsi gerekli
muayene, tedavi ve koruyucu ilaglar1 yapildi. Deneme koglarinin spermatolojik

muayeneleri yapilarak fertiliteleri kontrol edildi.

Calisma siiresince koyunlara kuru yonca verildi. Koyunlarin dengeli
beslenmelerini saglamak amaciyla disilere 350 gr, koglara ise 700 gr konsantre

koyun yemi verildi. Hayvanlar ¢alisma boyunca yar1 agik padokta korundular.

Calismanin; senkronizasyon, siiperovulasyon, c¢iftlestirme ve embriyolarin

toplanmas1 agsamalarinda tablo 2.1. nolu protokol uygulandi.
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Tablo 2.1. Calisma protokolii.

Uygulama giinti

Yapilan islem

0. giin sabah

Sponjlar vagen igine yerlestirildi.

12. giin sabah

aksam

1.5ml FSH (Folltropin-V*, 20mg/ml) ve
2 mIPGFa (iliren C*, 263pg cloprostenol sodium/ml)

1.5 ml FSH (Folltropin-V®, 20mg/ml) enj. IM yapildi.

13. giin sabah

1.5ml FSH (Folltropin-V®, 20mg/ml)

aksam 1.25ml FSH (Folltropin-V®, 20mg/ml) enj. M yapildu.
14.giin sabah 1.25ml FSH (Folltropin-V*, 20mg/ml)
aksam 1ml FSH (Folltropin-V®, 20mg/ml) enj. IM yapildi.

15. giin sabah

aksam

Sponjlar vagenden ¢ikarildi
1ml FSH (Folltropin-V*, 20mg/ml)

1ml FSH (Folltropin-V®, 20mg/ml) enj. IM yapildi.

16. gilin sabah

aksam

Ostriis takibi + Ciftlestirme

Ostriis takibi + Ciftlestirme

17. giin sabah

aksam

Ostriis takibi + Ciftlestirme

Ostriis takibi + Ciftlestirme
Ciftlestirme sonrasinda 1ml GnRH (Receptal®, 0.0042 mg
buserelin asetat/ml) enj. IM yapildi.

23-24-25.glinler

Ostriis baglangicindan itibaren 7. giinde uterus yikanarak
embriyolar elde edildi.

2.2.0strus Sikluslarinin Senkronizasyonu

Koyunlarin ostrus sikluslarin1  senkronize etmek igin her biri 20 mg
fluorogestone asetat (FGA) emdirilmis vaginal sponjlar (Choronoges® CR, Intervet
Productions SA., Rue de Lyons, Fransa) kullanildi. FGA emdirilmis tampon
seklindeki vaginal sponjlar 6zel spekulumlari ile vaginaya yerlestirilerek uygulandi.
Vaginal uygulamadan Once, sponjlar boru seklindeki o6zel spekulumlarina

yerlestirildi. Spekulumlarin kayganlagmasi igin lizerine jel siiriildii. Spekulumlara jel
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stiriildiikten sonra hayvanin kuyrugu bir yardimer tarafindan kaldirildi ve vulva
dudaklart acilarak 45° egimle sponj tasiyan spekulum vaginaya uygulanarak
serviksin Oniine kadar ilerletildi. Daha sonra uygulayici tarafindan spekulumun
pistonuna basing uygulanarak sponj serviksin oniine birakildi ve spekulum 6zenle
disar1 alindi. Uygulama sirasinda vaginal sponjlara bagli olan iplerin vulva dudaklari
disinda kalmasina 6zen gosterildi. Sponjlar 14 giin boyunca vaginada tutuldu. Bu
siirenin sonunda 15. giliniin sabahinda sponjlara bagli olan ve vulva dudaklar1 disinda

sarkmis olan iplerden c¢ekilerek sponjlar disar1 alinda.

Vaginal sponjlarin vaginadan uzaklastirillmasindan once 12. giinde olas1
korpus luteumlarin regresyonu amactyla koyunlara 2ml PGF,a IM (iliren-C®, 263pg
cloprostenol sodium/ml, Intervet International BV Boxmeer/Hollanda) yapild:.

2.3. Siiperovulasyon Calismalari

Stiperovulasyon 15 Akkaraman koyunu iizerinde yapildi. Vaginal sponj
kullanilarak ~ Ostrus  sikluslar1  senkronize  edilen koyunlara, sponjlarin
uzaklagtiriimasindan 60 saat 6nce yani 12. giinde FSH enjeksiyonlar1 (Folltropin-V*,
20mg/ml NIH-FSH-P1, BIONICH, Belleville, Ontario Canada) yapildi. FSH
enjeksiyonlar1 12. Giinde, sabah 08:00 ve aksam 20:00 olmak iizere 12 saat ara ile
azalan dozlarda giinde 2 kez IM olarak yapildi. Enjeksiyonlar 12. giin 1.5ml x 2
(sabah-aksam), 13. giin 1.5ml x 1 (sabah), 1.25ml x 1 (aksam), 14. giin 1.25ml x 1
(sabah) 1ml x 1 (aksam), 15. giin 1ml x 2 (sabah-aksam) yapildi. Sponjlar 15. giiniin

sabahinda vaginadan uzaklastirildi.
2.4. Ostrus Takibi ve Ciftlestirme

On besinci gilinlin sabahinda sponjlar vaginadan uzaklastirildi. On altinci
giinde bir koyuna bir ko¢ diisecek sekilde ko¢ katimi yapildi. Kog¢ katimi yapildiktan
sonra Ostriis ve ¢iftlesme zamanimi belirlemek amaciyla hayvanlar giin boyunca
gozlenmeye calisildi. Ko¢ koyunu astiktan sonra koyuna Iml GnRH anolugu
(Receptal®, 0.0042mg buserelin asetat/ml, Intervet International GmbH, Unterschleissheim-

Almanya) yapild1 ve ko¢ uzaklastirildi.
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2.5. Embriyolarin Kazanilmasi

Ostriisun baslangicindan 7 giin sonra koyunlarin uterusu yikanarak
embriyolar elde edildi. Bunun i¢in uterusu yikanacak olan koyunlara genel sedasyon
yapildi. Genel sedasyon icin koyunlara 0.5-1 ml Rompun (Rompun® %2, 23,32mg
ksilazin/ml, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti. Umraniye, Istanbul) kas ici enjekte
edildi. Koyunlar genel sedasyon etkisine girdikten sonra sirt {istii yatirilarak,
memelerin 1-2 cm Oniinden baslanarak abdominal bdlgenin trasi yapildi. Abdominal
bolgenin trasi bittikten sonra koyun operasyon masasina alindive hafif bas asagi
olacak sekilde yatirildi. Trasl bolge antiseptiklerle dezenfekte edildi ve 10 cc lokal
anestezik ile (Adokain®, 20mg lidokain HCl/ml, Sanovel, Istanbul) g¢evresel
infiltrasyon yontemiyle lokal anestezisi yapildi. Lokal anestezisi yapildiktan sonra
memelerin hemen Oniinde linea albaya paralel olacak sekilde 10 cm uzunlugunda
ensizyon yapildi. Ensizyon hattindan uterus cornular1 ve ovariumlar disar1 alindi.
Ovaryum iizerindeki korpus luteum ve follikiiller sayilarak ovaryum bulgulari
saptandi. Yikamada 3mg/ml oraninda BSA (Bovine Serum Albumine. Sigma,
Lot:67H15821) iceren PBS kullanildi. PBS hazirlamada milli-Q ultra saf su kullanildu.
PBS asagida formiile edildigi sekilde hazirlandi.

PBS formulasyonu:

Kimyasal Madde g/l (mM)

NaCl (sigma. Lot:88H0689) 8 g (137 mM)
KCl sigma. Lot:69H0007) 0.29 (2. 7 mM)
KH2PO4(sigma. Lot:68H01265) 029 (1.5mM)
Na;HPO4.7H20 sigma. Lot:87H0650) 2609 (8.1 mM)

Hazirlanan PBS i¢ine 0.3 mM Na Piruvat (Sigma. Lot:126H10975. 3.3 mg/100
ml ), 55 mM glikoz (Sigma. Lot:69H0013.99.11mg/100 ml),100 1U/ml kristal
Penisilin (Iecilline®, 800000IU/flakon, I.E. ULAGAY, Topkapi, Istanbul),0.05
mg/ml Streptomisin siilfat (Streptomycine, 1g/flakon, I.E. ULAGAY, Topkap:,
Istanbul), 3mg/ml oraninda BSA katilip 0.22 pm por caph filtreden siiziilerek
sterilize edildi.
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Yikama isleminde iki yollu Riisch markali 10 numarali folley kateteri
kullanildi. Folley kateteri uterusun korpus bolgesindeki damarsiz bir yerden kiit
olarak agilan delikten limene sokuldu ve uterusun Kkornularma sirasiyla
yonlendirilerek kornunun uygun boélgesine hava balonu sisirilerek yerlestirildi. Daha
sonra ucu kiitlestirilmis bir enjektor ignesi ile uterutubal birlesme yerine yakin bir
yerden liimene girilerek 40-50 ml PBS soliisyonu yavas yavas verildi. PBS
soliisyonu foleyden gecip 50 ml olan plastik deney tiiplerine (Falcon) akmasi igin
kornulara hafif sekilde masaj uygulandi. Bu islem diger kornu i¢inde tekrarlandi.
Boylece yikama iglemi tamamlanmis oldu. Yapismalarin Oniine geg¢mek icin
kanamalara dikkat edildi ve uterus iizerine acilan delik dikilerek kapatildi. Daha
sonra kornu ve ovaryumlar normal situsuna yerlestirildi ve karin boslugu
kapatilmadan ~ 6nce  organlardaki  olast  yapismalar1  Onlemek  i¢in
5000IU/100mloraninda sulandirilmis (Nevparin®, 250001U/flakon, Mustafa Nevzat
llag Sanayii A.S. Gayrettepe, Istanbul ) heparin soliisyonundan 100 ml karin
bosluguna verildi ve abdominal bolgeye dikis atilarak kapatildi.

2.6. Kazanilan Embriyolarin Degerlendirilmesi

Falcon tiiplerine toplanan uterus yikantisi 37 °C ye ayarlanmig 1sitma
tablasinda bekletilerek embriyolarin ¢okmesi saglandi. Daha sonra pastor ve agiz
pipeti yardimiyla tiipiin dibindeki uterus yikantisi aspire edilerek bir petri kabina
bosaltildi ve stereo mikrokop (Olympos SZX16, Japan) altinda 10 ve 15x’lik
bliylitmede embriyolar arandi. Tiiplerin dibindeki yikanti birka¢ kez aspire edilip
embriyolar arandiktan sonra geriye kalan sivi 90 mm c¢apindaki alt1 ¢izilmis petri
kutularma bosaltild1 ve embriyolar tekrar arandi. Embriyo arama islemini birinci kisi

bitirdikten sonra, yikanti ikinci bir kisi tarafindan tekrar gézden gegirildi.

Toplanan embriyolar degerlendirilmek tizere handling olarak isimlendirilen
%20 FCS (Fotal Calf Serum) igeren temel PBS soliisyonunun igine aktarildi.
Handling soliisyonun da bulunan embriyolar invert mikroskop(Olympus 1X71, Japan)
altinda 40 ve 100x’liik biiylitmede kalitelerine gére miikemmel, iyi, orta, zayif ve

unfertilize ova (UFO) olacak sekilde 5 grupta degerlendirildi.

Morula, kompakt morula, erken blastosist, blastosist ve expand blastosist

asamalarinda olup, fark edilebilecek hicbir kusuru olmayan, trophoplastlart kiiresel
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yapida ve simetrik olan, hiicresel yapr ve renk olarak tiniformite gosteren, zonasi

diizgiin ve saglam olan embriyolar miikemmel,

Embriyonun %10 veya daha azin1 teskil eden gruptan ayrilmis diizensiz sekil

veren birkag blastomer ya da birkag vezikiiliin bulundugu embriyolar iyi,

Blastomerleri disariya dogru ¢ikint1 yapip birka¢ vezikiil ve dejenere hiicre

igeren embriyolar orta,

Dejenere bolgeler, genis vezikiiller ve farkli biiyiikliikteki hiicreleri igeren

embriyolar zayif,

Tek bir hiicre yigin1 seklinde goriilen olusumlar ise unfertilize ova olarak

degerlendirildi.

Miikemmel ve iyi kalitedeki embriyolar degerlendirildi. Diger kalitedeki

embriyolara ise herhangi bir islem uygulanmada.
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3.BULGULAR
3.1. Senkronizasyon Bulgular:

Yirmi mg fluorogestone asetat (FGA) emdirilmis vaginal sponj
(Choronoges® CR, Intervet Productions SA., Rue de Lyons, Fransa) kullanarak
senkronize ettigimiz toplam 15 Akkaraman koyunundan; 12 koyun Gstriis gosterirken
3 koyun oOstriis gostermedi. Senkronizasyon bulgular1 asagida tablo halinde

sunulmustur.

Tablo 3.1. Akkaraman koyunlarinda 6striis senkronizasyonu bulgulari.

Toplam koyun Ostriis gdsteren Ostriis orant Ostriisun
sayisi koyun sayist gorildiigi saat ort.
15 12 %80 25.50 +0.52
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3.2. Siiperovulasyon Bulgular1

Siiperovulasyon amaciyla 15 koyunun kullanildigi c¢alismada laparatomi

sonucu elde edilen bireysel ovaryum reaksiyonlari tablo 3.2. de verilmistir

Tablo 3.2. Bireysel ovaryum reaksiyonlart.

Koyun no: Sag ovaryum Sol ovaryum
CL FL CL FL

1. ) 0 3 5
2. 1 0 0 0
3. 2 0 0 .
4. 1 0 0 .
5. 6 0 . ;
6. 6 0 A ;
7. 0 0 1 0
8 1 0 5 .
9.* 0 0 0 .
10.* 0 0 0 .
11.* 0 0 0 .
12. 1 0 3 .
13. 7 0 . .
14. 3 0 0 .
15. 14 0 3 .
Toplam 15 44 0 %7 ;

*No’lu koyunlar 6strus gostermedi

Koyunlarin sag ovaryumlarinda 44 sol ovaryumlarinda 37 toplam 81 adet

korpus luteum tespit edilirken kistik folikiil hi¢ tespit edilemedi. Ovaryumlarinda 3

ve daha fazla CL bulunan koyunlar siiperovulasyona cevap vermis kabul edildi ve

istatistik hesaplamalar1 buna goére yapildi. On bes koyundan 8 tanesinde 3 ve daha

fazla CL tespit edilirken, 4 tanesinde 2 ve daha az CL, 3 tanesinde ise hi¢ cevap

alinamadi. Siiperovulasyon orani ve ortalama CL sayisi1 tablo3.3. de verilmistir.
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Tablo 3.3. Siiperovulasyon orani ve ortalama CL sayisi.

Uygulama  Siiperovulasyon Siiperovulasyon Ortalama CL Ortalama
yapilan koyun  gdsteren koyun orani (%) sayisl kistik follikiil
sayisl sayi1sl sayi1sl

15 8 %53.33 9.5+2.83 0+0

3.3. Toplama ve Degerlendirme Bulgular:

Siiperovulasyona cevap veren 8 koyundan 49 hiicre kazanildi. Hayvan basina
ortalama hiicre sayis1 6.13 + 2.14 olarak belirlendi. Bu hiicrelerden 2 + 1.73 (%33)
iniin oosit, 0.5 = 0.5 (%8.16) iiniin dejenere embriyo, 2.13 = 0.79 (%34.70) unun
morula, 0.36+0.18 (%6.12) nin kompakt morula, 0.13+£0.13 (%2.04) i erken
blastosist,0.63+0.42(%10.2) i blastosist ve0.38 =+ 037 (%6.12) sinin
hatchedblastosist oldugu tespit edildi. Elde edilen embriyolar gelisim dénemlerine

gore tablo3.4. te verilmistir.

Tablo 3.4. Elde edilen embriyolarin gelisim dénemleri.

Hay.no. QOosit  Dej.emb. Morula K.morula E.blast Blast. Hatched
blast.

15 16 4 17 3 1 5 3

Ort. 2+1.73  0.5£0.5 2.13+£0.79 0.36+0.18 0.13+0.13 0.63+0.42 0.38+0.37

Ort: ortalama
Dej.emb. : dejenere embriyo
K.morula : kompakt morula
E.blast. : erken blastosist
Hatched blast.: hatched blastosist

Toplam hiicre sayis1 (49) ile korpus luteum sayist (76) karsilastirildiginda
hiicrelerin kazanilma oran1 % 64.5 olarak belirlendi. Toplam embriyo sayis1 4.13 +

1.04 iken, saglikl1 ve istenilen gelisme doneminde olan, iyi olarak degerlendirilen ve
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dondurulabilir olan embriyolarin orani 3.25 + 0.64 olarak hesapland1 ve fertilizasyon
oraninin  %67.35 oldugu tespit edildi. Tablo 3.5. te koyunlardan elde edilen
hiicrelerin bireysel dagilimi ve tablo 3.6. daise ¢alisma onucu elde edilen verilerin

Ozeti verilmistir.

Tablo 3.5. Koyunlardan elde edilen hiicrelerin bireysel dagilimu.

koyun Oosit Dej.emb. Morula  K.morula E.blast Blast. Hatched
no. blast.
1 0 0 0 1 0 2 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 2 0 5 0 0 0 0
6 0 0 0 0 1 3 3
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 1 1 0 0 0
13 0 4 4 1 0 0 0
14 0 0 2 0 0 0 0
15 14 0 5 0 0 0 0
TOP: 16 4 17 3 1 5 3
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Tablo 3.6. Calisma sonucu elde edilen verilerin ozeti.

LAPARATOMI
Sag ova | Sol ova Elde dilen embriyolar
Sira No:
CL |FL| CL FL | Oosit | Dej.emb | Morula | K.morula | E.blast | Blast. ll;llgtstihed
1 2 0 3 0 0 0 0 1 0 2 0
2 1 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 1 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
5 6 0 4 0 2 0 5 0 1 0 0
6 6 0 6 0 0 0 0 0 0 3 3
7 o 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
8 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
12 1 0 3 0 0 0 1 1 0 0 0
13 7 0 5 0 0 4 4 1 0 0 0
14 3 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
15 14 0 13 O 14 0 5 0 0 0 0
TOP: 4 0 37 0 16 4 17 3 1 5 3
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4. TARTISMA

Son yillarda biyoteknoloji caligmalar1 yogun olarak kiiltiir irklar1 {izerinde
yapilmis, yerli iklarin genetik ve reprodiiktif performanslarina yonelik yeterli
caligmalar yapilmamistir. Bu calismada iilkemizin yerli koyun varligimin biiyiik bir
boliimiinii olusturan, Akkaraman koyunlarina FSH hormonu uygulayarak elde edilen
siiperovulasyon ve embriyo verilerine dayanarak bu irkin genetik ve reprodiiktif
performanslar1 hakkinda bilgi sahibi olmayr ve bu konuda yiiriitiilecek olan

biyoteknolojik ¢alismalara yardimei olmay1 amacladik.

Calismada Akkaraman koyunu segilirken, iilkemizde yaygin ve ekonomik bir
irk olmasi, kontrol ve maniiplasyonunun biiyiikbas hayvanlara nazaran daha kolay
olmasi ve bu 1rk iizerinde yeterli 6lciide karakterizasyon calismalarinin yapilmamis

olmas1 g6z oniinde tutuldu.

Koyunlarda senkronizasyon c¢aligmalarinda prostaglandinler ve degisik

formlarda bulunan progestagenler kullanilmaktadir (Ak 2002).

PGF,a koyun ve kegilerde Ostriis senkronizasyonunu luteal evrede CL’yi lize
ederek kontrol etmektedir. Bu uygulama sadece aktif bir CL varliginda ¢alisir. Bu
yiizden prostaglandinlerin koyun ve kegilerde kullanimi c¢iftlesme mevsimiyle
smirlandirilmistir. Ostriis déngiisiiniin her evresinde aktif bir CL olmadig1 igin,
koyun ve kecilerde prostaglandinlerin luteal evrede bir kez veya 11 giin arayla cift

enjeksiyon sisteminin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Wildeus 2000).

Rubianes ve ark (2003) koyunlara 160 pg delprostenate (Glandinex, PGFza
analogu) ovulasyondan sonra 1. grupta 1. giin 2. grupta 3. giin ve 3. grupta 5. giin
enjekte etmislerdir. PGF,a enjeksiyonundan sonra enjeksiyon ostrus araligini 1.2. ve
3. grupta sirasiyla 48, 39, ve 48 saat oldugunu ve 3 giinlik korpus luteumun

PGF,a’ya duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Tekeli ve ark (1997) iireme sezonunda Konya Merinosu Irki koyunlarda
125ug Cloprostenol’ii 1. 2. ve 3. gruplarda sirasiyla 8, 11, ve 14 giin araliklarla ¢ift
doz olarak uygulamislardir. Dérdiincii gruba ise 8 giin ara ile iki kez plasebo enjekte
etmiglerdir. Birinci 2. 3. ve kontrol grubunda sirasiyla %86.7, %100, %83.9 ve

%389.3 Ostrus cevabi elde etmislerdir.
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Gokeen ve ark (1992) yaptiklar1 ¢alismada, PGF,0 analogunu 1. gruptaki
koyunlara tek doz, 2. gruptaki koyunlara 11 giin ara ile ¢ift doz ve 3. gruptaki
koyunlara da 30 mg Cronolone igeren vaginal siingerleri 12 giin siireyle uygulamis
ve stingerlerin uzaklastirilmasindan sonra 500 IU PMSG enjekte etmislerdir. Bir 2 ve
3. gruplarda tedavi bitiminden 72 saat sonra 0strus gosterme oranlarini sirasiyla %76,

%64 ve %92 olarak saptamislardir. Sonug olarak;

e (ift doz PGF,a veya progesteron igeren vaginal siinger ile birlikte PMSG

enjeksiyonunun tercih edilmesinin daha yararli oldugunu,

e Senkronize Ostriis veya bunu izleyen ilk dogal Ostriista yapilan
tohumlamalarda yeterli diizeyde dol verimi alinabilecegini ve sezon igi
senkronizasyon c¢aligmalarinda ¢ift doz PGF,a veya vaginal sponj
yontemlerinin ~ herhangi  birinden  basariyla  yararlanabilecegini

belirtmislerdir.

Ostriis ve ovulasyonu kontrol etmek amaciyla kullanilan progestagenler ise
premiks, tablet, kapsiil ve soliisyun formlarinda oral, enjeksiyon, implant, siinger
veya silikon spiral (PRID) formunda intra vaginal olarak kullanilmaktadirlar (Ak

2002).

Esen ve Bozkurt (2001) sezon i¢i 40 Akkaraman koyununa 14 giin boyunca
40 mg FGA igeren intra vaginal sponj uygulamis ve 14. giinlin sonunda sponju
uzaklastirip, tim koyunlara 600 IU PMSG enjekte etmis ve %94 oraninda Ostriis elde

etmislerdir.

Karakus ve Askin (2007) ise sezon i¢i Anadolu Merinosu ve Malya
koyunlarina 14 giin siireyle 40 mg FGA iceren intra vaginal sponj uygulamis 14.
giiniin sonunda sponju uzaklastirip 600 IU PMSG enjekte etmistir. Sonug¢ olarak
%100 ostrus elde ettiklerini bildirmislerdir.

Anogstriista bulunan koyunlara 14 giin siireyle CIDR-S uygulayan Hamra ve
ark (1989) 14. giiniin sonunda siingeri uzaklastirip 750 IU PMSG enjekte etmis ve

%92 oraninda Ostrus elde etmislerdir.
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Norgestomet implant sistemini kullanan Tritschler ve ark (1991) %096
oraninda Ostrus bulgusu elde ederlerken, Jabbar ve ark. (1994) %72 oraninda bir

Ostrus bulgusu elde etmislerdir.

MGA’y1 oral olarak kullanan Powell ve ark. (1996) ise %80 oraninda Ostriis

elde etmislerdir.

Ancak oral yolla uygulanan MGA’dan hayvanlarin esit dozlarda hormon
alamamasi (Castonguay 2000), kullanilan implantlarin ¢ikartilmasi esnasinda kiigiik
de olsa cerrahi bir miidahale gerektirmesi, 14-15 giin siireyle yapilan progesteron
enjeksiyonlarinin pratik bulunamamasi nedenlerinden dolay1 bu yontemler pek fazla
tercih edilmezken ( Ak 2000), intra vaginal sponjlar ise yiiksek bir basari ve
uygulama pratigine sahip oldugundan dolay1 daha cok tercih edilmektedir.

Sunulan ¢alismada gerek basarili sonuglar vermesi gerekse uygulama ve
kontrol kolaylig1 nedeniyle 20 mg FGA iceren (Choronogest, intervet) vaginal
sponjlar 14 giin boyunca uygulandi. On ikinci giinde FSH enjeksiyonu ile birlikte var
olabilecek bir CL’yi lize etmek igin 2 cc IM PGFo enjeksiyonu yapildi.
Uygulamalar sonucunda %80 oraninda ostrus cevabi elde edildi.Vaginal sponjlarin
uygulamalar1 veya uzaklastirilmalart esnasinda hicbir problemle karsilanmadi ve

vaginal sponjlar hi¢bir hayvandan kendiliginden diismedi.

Elde edilen %80 0Ostrus orant Gokgen ve ark (1992) nin tek ve cift doz
PGF,okullanarak elde ettigi %76 ve %64 ile Jabbar ve ark (1994) elde ettigi %72
ostrus oranindan yiiksek, Unal ve ark (1996) Cronolone + PGF,a ve (1997)
Cronolone + 750 TU PMSG kullanarak elde ettigi %85 Gstrus orani ile, Powell ve ark
(1996) nin elde ettigi %80 Gstrus oranina yakin, Esen ve Bozkurt’un (2001) %94,
Tritschler ve ark (1991) %96, Hamra ve ark (1989), %92 olan Ostriis oranindan
diisiik bulundu.

Stiperovulasyon i¢in yaygin olarak kullanilan ilk gonadotropin PMSG yani
Equine Chorionic Gonadotropin eCG idi. eCG’nin yarilanma siiresinin uzun
olmasindan dolay1 kas i¢i tek bir enjeksiyon olarak progestagen g¢ikarimindan bir
veya iki giin 6nce (1000 — 2000 IU) yapilirdi (Cognie 1999). Bu hormonun etki
stiresinin uzun oldugu, ovulasyona ugramayan kalic1 follikiil sayisin1 arttirdig1 ve bu

follikiillerin yiiksek oranda Ostradiol salgiladigi belirtilmektedir (Moor ve ark 1985).
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Ostrojenin disi genital organlarinda gamet naklini degistirdigi ve bu yiizden embriyo
toplanma oranlarmi diisiirdiigii diistiniilmektedir (Whyman ve Moore 1980, Evans ve
Armstrong 1984). Premature oosit matiirasyonu ve endokrin olgularindaki degisimler

e¢CG’nin zayi1f etkisini gostermektedir (Moor ve ark 1985).

FSH preparatlar1 ise kolay elde edilebilir hale geldiginden beri, eCG ile
birlikte embriyo elde edilebilirligi lizerinde karsilastirmali ¢alismalar yapilmistir
(Armstrong ve ark 1983, Baril ve ark 1993, Gordon 1997). Bu ¢alismalarda, istenen
kalitede embriyo elde etmede, ovulasyon ve fertilizasyon oranlar1 agisindan FSH’ nin
eCG’den daha iistiin bir gonadotropin oldugu rapor edilmistir. FSH preparatlar1 kisa
yarilanma Omiirleri sebebiyle, progestagen ¢ikarimindan 2 veya 3 giin dnce 12 saat
araliklarla alt1 ile sekiz enjeksiyonun yapilmasi gerekli goriilmektedir (Demoustier ve
ark 1988). Bu protokolii basitlestirmek, hem zaman hem de is¢ilikten tasarruf etmek
icin PVP (polyvinylpyrrolidone) i¢inde ¢6ziinmiis pFSH nin tek bir enjeksiyonunun
uzun siire etkili oldugu bildirilmis (Dattena ve ark 1994), ancak bu calismalar diger
bilim adamlar tarafindan dogrulanmamistir (Lajous ve ark 1997). FSH ile eCG
kombinasyonunun tek bir doz olarak uygulanmasi Avustralya da ticari olarak yaygin
olup, tek basina yapilan gonadotropin enjeksiyonlarindan daha iyi sonu¢ verdigi

bildirilmektedir (Rowson ve moor 1967).

Bari ve ark (2001) Iskog Blacface koyunlarinda yaptiklar1 ardisik
siiperovulasyon c¢alismasinda senkronizasyonun onuncu giiniinde 1.25 ml oFSH’y1
ardistk 4 giin boyunca sabah aksam uygulamis ve 6. Enjeksiyondan sonra

intravaginal sponju uzaklastirmislardir.

Boscos ve ark (1997) Sakiz ve Friesian koyunlarina 14 giin siireyle
intravaginal MAP igeren sponj ile senkronize etmis ve her iki irka da 12 (3.0, 3.0,
2.0,2.0,1.0,1.0) ve 16 mg (3.5, 3.5, 2.5, 2.5, 2.0, 2.0) FSH-P’yi 6 ya bolerek sabah-
aksam azalan dozlarda IM olarak enjekte etmislerdir. Ik enjeksiyonu sponj
cekilmeden 60 saat oOnce yapmis ve 5. Enjeksiyondan sonra sponju

uzaklastirmiglardir.

Gonzalez Bulnes ve ark(2003) Manchega koyunlarini vaginal sponj
yontemiyle 7+7 seklinde senkronize etmislerdir. FSH enjeksiyonlarina 12. giinde

baslamis ve 60 saat sonra sponju uzaklastirmislardir. Ilk FSH enjeksiyonu ile birlikte
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1.25 mg cloprostenol (estrumate) enjekte etmislerdir. FSH enjeksiyonlarint 12 saat
arayla azalan dozlarda (1.5 ml x 3 giin, 1.25 ml x 2, Iml x 3) IM olarak

uygulamiglardir.

Cocero ve ark (1999) fretici firmanin sabit dozda FSH kullanmalarini
onermelerine ragmen FSH’y1 azalan dozlarda kullandiklarini, hayvanlar arasinda
cevapsal farkliliklarin oldugunu, ancak azalan doz rejiminin kullanilmasiyla

stiperovulasyon bulgularinda bir artis elde ettiklerini bildirmislerdir.

Calismamizda Cocero ve ark (1999) belirttigi gibi FSH’y1 azalan dozlarda,
Gunzales Bulnez ve ark (2003) uygulamalarina benzer sekilde (1.5ml x 3, 1.25 ml x
2, Iml x 3) 12 saat arayla sabah aksam (08:00-20:00) giinde iki kez toplamda sekiz
doz pFSH kullandik.

Chagas eSilva ve ark (2003) Saloia Irki koyunlarda sponju uzaklastirdiktan
12 saat sonra Ostriisu tespit etmek i¢in vazoktemize koglar kullandiklarini, dstriisun
baslangicindan itibaren koyunlar1 sifir, 12 ve 24. saatlerde c¢iftlestirdiklerini
bildirmislerdir.

Lymberopoulos ve ark (2001) Sakiz Irki koyunlarda yaptiklar1 c¢aligmada
koyunlarin Ostriista oldugunu tespit etmek igin 4 saatte bir vazoktemize koglar
kullandiklarini, Ostriisu tespit ettikten 24 ve 28 saat sonra her kornuya 0.3ml (1 x 10°

spermatozoa/ml) sperma enjekte ettiklerini bildirmislerdir.

Lopez Veiga ve ark (2008) Manchega koyunlarinda sponju uzaklastirdiktan
18. saatten 42. saate kadar her 6 saatte bir, bir kog¢ bir koyun olacak sekilde Ostriista
olan koyunlar1 tespit etmeye calistiklarini,dstriista oldugu tespit edilen koyunlarin
ciftlesmesine izin verdiklerini, 6 saat sonra koyunlar tekrar ciftlestirdiklerini ve 6
koyuna bir kog¢ diisecek sekilde iki giin boyunca koyun ve koclar1 bir arada

tuttuklarini belirtmislerdir.

Bari ve ark (2001) ostriisu tespit ettikten sonra, bir ko¢ 5 koyun olacak
sekilde 4 saat araliklarla koyunlan ¢iftlestirdiklerini, sponju uzaklastirdiktan 44 ve
46. saatlerde her bir kornuyu seyreltilmis ( 30 x 10%hareketli sperm/kornu ) taze

sperma ile laparaskobik olarak tohumladiklarini belirtmislerdir.
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Alessandro ve ark (2005) isesponju uzaklastirdiktan 16 saat sonra ve 4 saat
araliklarla Ostrus tespit ¢aligmasi yapmislardir. Yaptiklart ¢alismada koyunlart 3
gruba ayirmis ve her bir grubu farkli yontemlerle tohumlamislardir. M (dogal
ciftlestirmeme grubu) grubundaki koyunlar1 dogal olarak ¢iftlestirmis ve 4 koyuna
bir kog¢ diisecek sekilde Ostriis bitimine kadar beraber birakmiglardir. AI (suni
tohumlama grubu) grubunda 6striis kontroliinii 12 saat arayla arama kogu ile yapmis
ve 30+1. saatte laparaskobik olarak taze sperma ile (100 x 10° sperm/doz) intrauterin
tohumlamiglardir. M+AI (dogal + suni tohumlama grubu) grubunda ise koyunlari
once dogal olarak ciftlestirmis ve 30. saatte de laparaskobik olarak taze sperma ile
(100 x 10° sperm/doz) intrauterin tohumlamuslardir. Sonug olarak, M grubunda
%51.6, Al grubunda %60.5 ve M+AI grubunda ise %80.3 oraninda bir fertilizasyon
orani elde ettiklerini, dogal ciftlesmeyle birlikte suni tohumlama yapilmasinin

fertilizasyon oranini arttiracagini belirtmislerdir.

Sunulan ¢alismada 15. giinlin sabahinda inravaginal sponj uzaklastirild: ve
16. gilinlin sabahinda bir koyun bir kog¢ olacak sekilde kog¢ katim1 yapildi. Daha ¢ok
embriyo ve senkronize ovulasyonlar elde etmek i¢in ko¢ koyunu astiktan hemen

sonra koyunlara 1 ml GnRH analogu IM olarak enjekte edildi.

Naqvi ve ark (2001) yaptiklar1 ¢alismalarda PMSG ile birlikte GnRH
kullantmimin CL sayis1 ve ovulasyonu artirdigini belirtmis olsalar da ¢alismamizda

GnRH analogunun bu yonde bir etkisi tespit edilemedi.

Chagas e Silva ve ark (2003) siiperovule ettikleri Saloia koyunlarini dstriistan
6 giin sonra laparatomi yontemiyle agmislardir. Sezon icinde yaptiklar1 calismada
9.3+1.1 CL, 3.4+0.7 follikiil, 4.7+0.8 toplam ova, 3.8+0.6 fertilize embriyo ve
3.24+0.6 transfer edilebilir embriyo, %62 toplanma orani ve %95 siiperovulasyon

bulgusu elde etmislerdir.

Lymberopoulos ve ark (2001) Yunan Sakiz Irki koyunlarimi Ostriistan 6 giin
sonra genel anestezi altinda laparatomi yoOntemiyle acip uterus kornularini
yikamiglardir. Yikama sonucunda 11.5+1.1 CL, 6.3£0.6 ova, %57.0+4.2 toplama
orani, 4.9+0.5fertilize ova, %82.8+4.4 fertilizasyon orani ve 1.3+0.4 unfertilize ova

elde ettiklerini belirtmiglerdir.
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Forcada ve ark (2000) 1996-1999 yillar1 arasinda 3 donem boyunca Sonbahar
ve Kis Mevsiminde Rasa Aragonesa koyunlarinda siiperovulasyon c¢aligsmasi
yuritmislerdir. Birinci 2. ve 3. calismalarinda sirasiyla %83.9, 87.1, 80.4
siiperovulasyon orani, %64.0, 69.0 ve 63.5 toplama orani, %79.4, 77.5 ve 76.1
fertilizasyon orani ve ortalama 5.0, 5.4 ve 3.4 dondurulabilir embriyo elde ettiklerini

belirtmislerdir.

Boscos ve ark (1997) Sakiz koyunlarinin 12 ve 16 mg FSH-P uygulamasina
sirast ile 5.5+0.7 ve 12.4+0.9 CL, 4.4+0.7 ve 8.7+1.0 Ova, 2.6+0.6 ve 5.8+1.0
embriyo, 1.9+0.6 ve 4.1+0.8 dondurulabilir embriyo elde ettiklerini, toplama
oraninin  %73.0+7.0 ve 70.2+5.18 arasinda oldugunu, fertilizasyon oraninin
%65.4£10.3 ve 67.8+£9.3 olarak elde ettiklerini belirtmislerdir. Friesian Irkinda ise
3.6£0.4 ve 7.0+0.6 CL, 2.4+0.4 ve 4.3+0.8 ova, 2.3+0.4 ve 3.9+0.7 embriyo elde
ettiklerini 1.5+0.5 ve 3.2+0.7 embriyo dondurduklarini, toplama oraninin 67.3+£9.6
ve 60.849.1 oldugunu ve fertilizasyon oraninin 95.6+3.0 ile 90.8+4.1 oldugunu

belirtmiserdir.

Gonzalez Bulnes ve ark (2003) sezon i¢i Manchega koyunlarinda yaptiklar
calismada 11.6+1.4 ovulasyon orani elde ettiklerini, 8.0+1.1 embriyo topladiklarini
ve %68.7+7.8 toplama orani elde ettiklerini belirtmiglerdir. Yasayabilir embriyo
sayisinin 5.8+1.2 ve % 72.5+11.1 oldugunu, unfertilize oosit sayisinin 0.3+0.2 ve %
2.7£1.8 oldugunu, dejenere embriyo sayisinin 1.5+0.5 ve dejenerasyon oraninin %

18+11.5 olarak tespit etmislerdir.

Blanco ve ark (2003) Merinos koyunlarinda FSH-P ve PMSG uyguladiklar
caligmalarinda, sliperovulasyon cevabimi %80, CL sayisin1 14.2+1.2, total toplama
oranint % 63.2, toplam ovum sayisin1 9.0+2.6, fertilizasyon oranimi %58.3 ve

embriyo sayisin1 5.24+1.9 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Aghdam ve ark (2002) mevsim i¢i Kivircik Irki koyunlarda yaptiklar
calismada, 4.434+2.82 CL, 9.0745.57 follikiil, 1.71+1.83 embriyo kazandiklarin1 ve
1.4341.55 transfer edilebilir embriyo elde ettiklerini belirtmislerdir.

Tekeli ve ark (1994) Merinos Irki koyunlarda yaptiklar1 ¢aligmada ortalama

5.6 CL, 3.0 ovum ve % 53.57 toplama orani1 elde etmislerdir.
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Kiligoglu ve ark (1984) mevsim i¢i Merinos koyunlarinda yaptiklari
calismada PMSG ve FSH kullanmiglardir. PMSG kullandiklart ¢alismada %85.71
siiperovulasyon, ortalama 4.83 CL, 5.83 Follikiil ve FSH kullandiklar1 ¢alismada ise
% 81.81 siiperovulasyon, 2.44 CL ve 5.66 follikiil elde etmislerdir.

Sunulan ¢alismada Ostrustan 7 giin sonra koyunlar genel sedasyona alindi ve
lokal anestezisi yapildiktan sonra mid-ventral laparatomi yontemiyle acildi ve her bir
kornu ayr1 ayr1 PBS ile yikandi. Yikama sonucunda 9%53.33 oraninda
siiperovulasyon ve 9.5+2.83 CL, % 64.5 toplama orani, 4.13+1.04 embriyo sayisi,
3.25+0.64 dondurulabilir embriyo ve 67.35 fertilizasyon orani elde edildi. Elde
edilen hiicrelerin % 33’1 (2+1.73) oosit, % 8.16’s1 (0.5+£0.5) dejenere embriyo, %
34.70’1 (2.13£0.79) morula, % 6.12’si (0.36+£0.18) kompakt morula, % 2.4’
(0.13+£0.13) erken blastosist, % 10.2’si (0.63+0.42) blastosist ve % 6.12’si
(0.38+0.37) hatched blastosistti. Yikamadan sonra olasi cerrahi komplikasyon ve
yapigmalara karst 5000 IU/100ml oraninda diliie edilmis heparin solusyonukarin

igine verildi.

Sunulan c¢alismada elde edilen %353.33’liikk siiperovulayon orani literatiir
verilerinden diisiikk bulunuldu. Bunun nedenlerinin baginda ¢alismanin yapildig: kis
mevsiminin ¢ok soguk ge¢mesi, hayvanlarin depresif bir durumda olmasi, deneyim
eksikligi ve Ostriis gostermeyen 3 koyunun hesaplamaya dahil edilmis olmasiyla
birlikte yapilan siliperovulasyon uygulamalarina hayvanlarin oldukca degisken
cevaplar vermesiydi.  Siiperovulasyon uygulanan hayvanlarin  iigte  biri
sliperovulasyona yanit vermezken, {igte birinde 1-3 adet transfer edilebilir embriyo
elde edilmekte ve kalan iicte birin de ise yeterli sayida embriyo elde edilmektedir

(Galli ve ark 2003).

Sunulan c¢alismada elde edilen CL verileri Boscos ve ark (1997) Sakiz
(5.5£0.7) ve Friesian (3.6£0.4 ve 7.0£0.6), Aghdam ve ark (2002) Kivircik
(4.43+2.82) Tekeli ve ark (1994) Merinos (5.6) Kiligoglu ve ark (1984) Merinos
(4.83) Irk1 koyunlarinda elde ettigi verilerden yiiksek, Chagas e Silva ve ark (2003)
Saloia (9.3#1.1) Irki koyunlardan elde ettigi verilere yakin, Lymberopoulus ve
ark(2001) Sakiz (11.5+1.1), Gonzales Bulnes ve ark (2003) Manchega (11.6£1.4),
Blanco ve ark (2003) Merinos (14.2+1.2) Irkindan elde ettigi verilerden diisiik olarak

bulundu.
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Stiperovulasyon uygulamalar1 sonucu elde edilen CL verilerinin bu kadar
degiskenlik gostermesinin temel nedenleri arasinda koyunun irki (Bondurant 1986,
Torres ve ark 1987), uygulanan hormon dozu (Mutiga ve Baker 1982, Torres ve ark
1987) ve hormon uygulama protokoliiniin (Cognie ve ark 1985, Torres ve ark 1987)

yer aldigi belirtilmektedir.

Chagas e Silva ve ark (2003) embriyo toplama oranlarinin %062,
Lymberopoulos ve ark. (2001) %57, Forcada ve ark (2000) %64-69 ve 63.5, Boscos
ve ark (1997) %67.3 ile %60.8, Gonzalez Bulnes ve ark (2003) %68.7, Blanco ve ark
(2003) ise %63.2 oldugunu belirtmislerdir.

Sunulan ¢alismada elde edilen %64.5 embriyo toplama orani literatiir

verileriyle benzer ve paralellik gosterdi.

Sunulan calismada %67.35 fertilizasyon orani elde edildi. Elde edilen bu oran
Kiligoglu ve ark (1984) %57.14, Blanco ve ark (2003) nin %58.3 verilerinden
yiiksek, Boscos ve ark. (1997) nin sakiz irkinda elde ettigi %65.4 ve %67.8 verilerine
yakin, Lymberopoulos ve ark (2001) nin %82.8 Forcada ve ark (2000) nin %79.4,
77.5, 76.1 Boscos ve ark (1997) nin Friesian 1irkindan elde ettikleri %95.6 ve %90.8

verilerinden diisiik olarak bulundu.

Calismada elde edilen fertilizasyon bulgularinin diisiik olmasinin nedenleri
arasinda stliperovulasyon i¢in yapilan hormon uygulamalarinin spermatozoonlarin
irogenital organlarda taginmasini olumsuz yonde etkiledigi disiiniilmektedir (Evans

ve Armstrong 1984).

Lymberopoulos ve ark (2001) bu olumsuz durumdan kaginmak i¢in dstrustan
sonra 24 ve 28. saatlerde, Forcada ve ark (2000) ise sponju uzaklastirdiktan 48 saat

sonra intrauterin tohumlama yaptiklarini bildirmislerdir.

Boscos ve ark (1997) siiperovulasyon uygulamalarinin spermatozoon
hareketlerini olumsuz yonde etkiledigi gercegini bildiklerini, buna ragmen Friesian
koyunlarin1 dogal olarak ciftlestirdiklerini ve yliksek bir fertilizasyon oram elde

ettiklerini, ancak bu durumu aciklamanin zor olacagini belirtmisglerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Senkronize ettigimiz 15 koyundan 12’si Ostriis gosterirken 3°t  Ostriis
gostermedi. Ostriis oran1 %80 olarak tespit edilirken, dstriis ortalama 25.50+0.52

saatlerde tespit edildi.

Stiperovulasyon uygulamalarina 15 koyundan 8’inde 3 ve daha fazla CL

tespit edilirken, 4’linden 2 ve daha az CL ve 3’ilinden ise hi¢ cevap alinamadi.

Stiperovulasyon orant %53.33 ortalama CL sayist 9.5+ 2.83 kistik follikiil ise

tespit edilemedi.

Stiperovulasyona cevap veren 8 koyundan 76 CL tespit edildi ve 49 hiicre
toplandi. Hayvan bagina ortalama hiicre sayis1 6.13 £ 2.14 olarak tespit edildi.

Elde edilen hiicrelerin %33’ (2+1.73) oosit, %8.16’s1 (0.5+0.5) dejenere
embriyo, %34.70’1 (2.13+£0.79) morula, %6.12’si (0.36+0.18) kompakt morula,
%2.04’1 (0.13+0.13) erken blastosist, %10.2’si (0.63+0.42) blastosist ve %6.12si
(0.38+0.37) hatched blastosistti.

Hiicre toplama orant %64.5, kazanilan embriyo sayis1 4.13+1.04,

dondurulabilir embriyo 3.25+0.64 ve fertilizasyon oran1 %67.35 olarak tespit edildi.
Stiperovulasyon ¢aligsmalarindan istenen sonuglarin elde edilebilmesi igin;

Calisma i¢in secilecek koyunlarin 1k ozelliklerini tasiyan, paraziter ve
enfeksiydz hastaliklardan ari 2 yagin iistiinde en az bir defa dogum yapmus ve fertilite

problemleri olmamalidir.

Ciftlesmede kullanilacak olan koglarin spermatolojik muayeneleri dnceden

yapilmalidir.

Calismada en az 4 arastirmaci bulunmali, arastirmacilar deneyimli ve

maniiplasyon becerileri yiiksek olmalidir.

Koyunlarin bakim, beslenme, senkronizasyon ve ciftlesmeleri bulunduklari
ortamda her zaman i¢in ayni kisiler tarafindan yapilmali ve operasyona girecek ekip

degismemelidir.
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Senkronizasyon amactyla intra vaginal olarak kullanilan sponjlar s1v1 toplayip

kokusmaya neden olduklarindan sponjlar 7. giinde bir yenisi ile degistirilmelidir.

Sponjlar  uzaklagtirildiktan sonra vagina tabani fizyolojik serumla

yikanmalidir.

Gonadotropin uygulamalar1 spermatozoonlarin taginmasint olumsuz yonde

etkilediginden dogal ¢iftlesmeye ek olarak suni tohumlama yapilmalidir.

Sonug olarak, Akkaraman 1rki koyunlara uyguladigimiz protokolden dolay1
basarili sonuglar alindig1 kanisina varildi. Ancak, koyunirki, hormon dozu, hormonun
uygulama protokolii, mevsimsel farkliliklar, bakim ve besleme, dominant
follikiillerin varlig1 gibi etkenler hayvanlarin siiperovulasyona yanitlarinin genis bir
varyasyon gostermesine neden olmaktadir. Bundan dolay: spesifik bir koyun 1rk1 i¢in
giivenilir bir siiperovulasyon metodunun gelistirilmesi yapilacak caligsmalarin basari

oranini arttiracagi kanisina varildi.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Akkaraman Irki Koyunlara FSH Uygulamasi Sonucu Elde Edilen
Siiperovulasyon Cevabinin Degerlendirilmesi

Ergiin KAYAALP

Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZIi / KONYA-2010

Bu calisma azalan dozlarda P-FSH ile follikiil gelisimi uyarilan Akkaraman Irki koyunlarin
stiperovulasyon cevabinin degerlendirilmesi amaciyla yapildi.

Calismada 15 Akkaraman Irki koyun ve 15 Akkaraman Irki kog¢ kullanildi. Koyunlar
senkronize etmek i¢in 20 mg Fluorogestone Asetat (FGA) igeren vaginal sponjlar (Choronogest” CR,
Intervet) 14 giin boyunca uygulandi. Siiperovulasyon amaciyla koyunlara 12. giinde 12 saat arayla
(08:00-20:00) sabah-aksam 4 giin boyunca azalan dozlarda (1.5ml x 3, 1.25ml x 2, Iml x 3) P-FSH
(Folltropin®-V, BIOICHE) uygulandi.On besinci giiniin sabahinda sponj uzaklastirildi. On altinct
giinde bir koyuna bir kog olacak sekilde kog¢ katimi yapildi. Kog¢ koyunu astiktan sonra koyuna 1ml
GnRH analogu (Receptal®™, Intervet) yapildi. Ostriisten 7 giin sonra koyunlar Mid-ventral laparatomi
yontemiyle agildi. Calisma sonucunda %80 ostriis, %53.33 siiperovulasyon, %64.5 hiicre toplama
orani, %67.35 fertilizasyon, 9.5+2.83 CL, 4.13+1.04 toplam embriyo, 3.25+0.64 dondurulabilir
embriyo, 2.0+1.7300sit, 0.5+0.5 dejenere embriyo, 2.13+0.79 morula, 0.36+0.18 kompakt morula,
0.13+0.13 erken blastosist, 0.63+0.42 blastosist ve 0.38+0.37 hatched blastosist elde edildi.

Sonug olarak spesifik bir koyun 1kt i¢in gelistirilecek olan giivenilir bir siiperovulasyon
protokoliiniin yapilacak ¢aligmalarin basari oranini arttiracagi kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Akkaraman; FSH; Siiperovulasyon
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7. SUMMARY

The Evaluation of Superovulation response to FSH in Akkaraman Ewes

In this study, aim was to evaluate the superovulation response of Akkaraman ewes when
follicle development was stimulated by FSH.

Total of 15 Akkaraman rams and 15 sheep were used. For synchronizzation, vaginal sponges
containing 20 mg Fluorogestone Acetat (FGA, Choronogest CR, Intervet) were applied (day 0) for 14
days in ewes. Starting on day 12, decreasing doses of P-FSH (Folltropin®-V, BIOICHE, 1.5ml x 3,
1.25ml x 2, 1ml x 3) was administrated to the ewes for induction of superovulation for 4 days with 12
hour intervals. In the morning of day 15, sponges were removed and ewes were placed together with a
ram (one ram for one ewe). After mating, ewes were injected with GnRH (Receptal®, Intervet, 0.0042
mg/ml). Ewes were underwent surgery with mid-vetral opening 7 days after oestrus and uterus hornes
were washed separately. Twelve ewes displayed oestrus and therefore, oestrus rate was determined as
80%. As the result of washing, superovulation response was 53.3 %. 9.5£2.83 CL, 64.5% total cell
rate, 4.13£1.04 total embryo number, 3.25+0.64 freezable embryo, 67.35% fertilization rate, 2 +1.73
Oosit, 0.5+0.5 degenerate embryo, 2.13+£0.79 Morula, 0.36+0.18 compact morula, 0.13+0.13 early
blastosist, 0.6340.42 blastosist and 0.38+0.37 hatched blastosist were obtained per ewe.

Consequently, these results indicate that a reliable superovulation protocol needs to be
developed for a particular breed of ewe to increase the success rate of the further studies.

Key Words: Akkaraman; FSH; superovulation
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9. 0ZGECMIS

1983 yilinda Siirt ili Eruh ilcesi Erenkaya Koy’iinde dogdu. ilkokul 3. sinifa
kadar kdy okulunda okudu. Ugiincii siniftan itibaren Nigde Dumlupmar lkdgretim
Okulu’nda okudu. Lise 6grenimini Nigde Fatih Lisesi’nde tamamladi ve 2002 yilinda
mezun oldu. 2002 yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni kazand1 ve 2007
yilinda mezun oldu. Ayni yil Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisansa bagladi. 17 Eylil 2007
tarihinde“Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan Bazilarinm In Vitro
Korunmasi ve On Molekiiler Tanimlanmasi-I (Tiirkhaygen-1) Projesinde ¢alismaya
basladi ve ¢alismadan 15 Mart 2009 tarihinde ayrildi. 17 Mart 2009 tarihinde Siirt ili
Eruh Ilge Tarim Miidiirliigii'nde Sozlesmeli (4B) Veteriner Hekim olarak goreve

basladi. Halen ayn1 kurumda goérevine devam etmektedir.
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