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1. GiRi§

Bilindigi gibi hayvanecilik godu idlkede Snemli bir gelir
kaynayr durumundadir. 6zellikle gelismig ilkelerde birgak
biyoteknolojik yéntemin yardimiyla hayvan 1slahinda biyik
asamalar kaydedilmigtir. Biyik bir hayvan potansiyeline sahip
olan dlkemizde Kiltir s181r 1rkil ve melezlerinin orani gok disik
dizeyde olmasina rafmen, bu ydénde vyapilan 1slah ¢alismalari
zadece sun’i tohumlama uygulamalari 1ile sinirli kalmigstir. Oysa
6zellikle son yillarda daha da o6nem kazanan embryo transferi
galismalari ile digi materyali de kullanarak hayvan 1i1slahinda
kisa =sirede ilerlemeler Kkaydedilebilmektedir. Bu yontemle
kalitesal agidan {iyi ézelliklere sahip bir digiden yilda bir
verine 15-20 yavru elde etmek mimkin olmaktadir. Biyik eveil
hayvanlarin dstrus =sikluslari esnasinda genellikle tek ovulasyon
sekillendigi goz énine alinirsa, gerek embryo transfer
galigmalary ve gerekse 1in vitro g¢aligmalarda =siperovulasyon
teknidi bir =zorunluluk haline gelmektedir. Embryo transferinin
amacina ulagsabilmesi 1ig¢gin idstin wvasifli hayvanlardan, fazla
sayida saflikly embryo kazanmak wve bu embryolari alici olarak
geglilen verim dizeyleri disgdak digilere transfer etmek

gerekmektedir. Kazanilan embryolarda fertilizasyon oraninin disik

olmagl veya embryolarin kalitesinde gdézlenen degisiklikler
uygulamalari giglestirmekte, bu yizden de uygun bir
stiperovulasyon  teknigi saptanmasinin her bakimdan yararla

olacayir disinidlmektedir.

Yeni yontemlerin oturtulmasinda deney hayvanlari ile
galismak, ekonomik ve teknik agidan biyik evecil hayvanlara
kiyasla g¢ok daha uygun olmaktadir. Bdylece de elde edilen
deneyimler bayak eveil hayvanlara kolaylikla adapte



edilebilmektedir. Deney hayvanlara: igerisinde reprodiktif
organlari ve fizyolojisi agisindan maniplasyonlara en uygun tir
olan tavgan, bu tip galigmalarda tercih edilmektedir.
Caligmamizda tavganlarda en uygun siiperovulatér
preparati segerek siperovulasyon teknigini geligtirmek ve bdylece
embryo transferi ve 1lgili galismalarda yeterli sayir ve kalitede
embryo elde etmek amaglanmistir. Bunun igin gesitli siperovulatéor
preparatlar kullanarak tedavi edilmig tavsanlardan uterus
yikamasi yontemiyle kazanilan embryolarda (96 saatlik) gbdzlenen
dejenerasyonlarin, siliperovulatdr ajanlara bag§li olup olmadig:r ve
tavsanlarin siperovulatdorlerin defdisik doz ve kullanaim
yontemlerinden ne gekilde etkilendi§i arastirilmigtir. Ayrica
segilen en uygun preparatin kullanimi ve kazanilan embryolarin
alicilara transferi 1ile, bu preparatin gebelik oran: {zerine

etkisi belirlenmek istenmisgtir.



2. LiTERATHR BiLGiSi

2.1. EMBRYO TRANSFERi:

2.1.1. Enmbryo transferinin tarihgesi: Embryo transferi,
donor olarak isimlendirilen verici digiden salikli embryolarin

toplanip, resipient adi verilen alici disilere transfer edilmesi
iglemlerini kapsayan bir tekniktir. Bu konudaki ilk ¢aligmanin
Ralter Heape tarafindan 1890 yi1linda tavganlarda
gergeklegtirildigi bildirilmesine ra4§men (10,14,15,25,39,55,56,
63), embryo transfer tekniklerine ancak 1940°1: yillarda 1ilgi
duyulmaya baglanmigtir. Ciftlik hayvanlarinda koyun ve kegilerde
1949‘da, domuz ve_ineklerde 1851 yilinda ilk bagariliy embryo
transfer galigmalari gergeklestirilmigtir(10,55,63). Bunu takip
eden yillarda tavgan ve koyunlarin kullanildid§:i aragtirmalar ile
embryo transfer tekni§i hizla geligmis ve ilerlemistir(5,39,63).
Cesitli hayvan tirlerinde gergeklestirilen ilk bagarili

embryo transfer galismalari Tablo 1’'de yer almaktadir(10).

Tablo 1. ilk bagarili embryo transfer arastirmalari:

Tarih Tiar Aragtirica _
1891 Tavgan Heape

1933 Rat Nicholas

19324 Koyun Warwick ve ark.
1934 Kegi Warwick ve ark.
1942 Fare Fekete ve Little
1949 tnek Umbaugh

1949 Kegi Warwick ve Berry
19561 inek Willet ve ark.

1961 Domuz Kvasgnickii

1964 inek Mutter ve ark.

1968 Ferret Chang

1974 At Oguri ve Tsutsumi
1976 Baboon Kraemer ve ark.
1978 insan Steptoe ve Edwards
1978 Kedi Schriver ve Kraemer

1979 Képek Kinney ve ark.




Domuz ve ineklerden baglangigta hayvanin &ldirilmesi
ile embryolar kazanilirken, 1928 yilinda bu uygulama Allen ve
ark. tarafindan cerrahi ybntemle gergeklegtirilmisg ve bu
yillardan s=onra cerrahi yéntem, daha gok uygulama alani
bulmustur(10). 1970’1i yillardaki deg§isgik tirlerde wuygulanan
yodun galigmalar ise embryo transferinin gelismesine yardimca
olmustur(63).

tilkemizde 11k olarak 1982 yilinda Kiligogdlu ve ark.(37)
tarafindan tavganlarda bagslatilan galigmalara, daha sonra de§igik
kuruluglarda ve farkli hayvan tirlerinde devam edilmigtir.
Fakiltemizde deney hayvanlara diginda s1§1rlarda vyapilan
galismalar sonucu, ilk buzay:r 1985 yilinda dogmustur. lkemizdeki

embryo transfer g¢galigmalari yillara gbre Tablo 2°'de yer
almaktadair.

Tablo 2. ilkemizdeki embryo transfer galigmalara.

’’’’’’’’ - Tarih Tir Aragtirica _
i9g2 Tavgan Kiligogdlu ve ark.(37)
1984 Tavsan Szkoca ve ark.(49)
1984 Koyun Kiligoglu ve ark.(38)
1986 Sig:ir tleri ve ark.(31)
1986 Sid1ir ileri ve Sayin(32)
1390 Si§ir Sénmez (59)
1990 Ankara kegisi Kiligarslan(36) o

2.1.2. Tavganlarda embryo transferi: Memeli embryo=zunun

taninmasi1 ve erken embryonik geligimin ortaya konmasinda
tavganlardan bilyik d6lgiide yararlanilmigtir. iIlk bagarila embryo
transferi tavsanlarda uygulanmig ve gamet aragstirmalari: 1igin
yapilan galigmalarda da genellikle bu tidr tercih edilmigtir.

Ticari enmbryo transfer uygulamalari g¢odunlukla g1dirlarda



yapirlirken, arastirma g¢alismalar: biyak ©6lgide laboratuvar
hayvanlarinda gergeklegtirilmigtir(10,27,39,56). Gerek barindirma
ve besleme kosullarinin daha kolay ve ucuz olmasi, gerekse
genital organlari ve embryolarinin maniplasyonlara elverigliligi
nedeniyle tavganlar birgok aragtirici tarafindan deney hayvani
olarak tercih edilmigtir(10,27,37,44,49,50).

istenilen geligim dénemindeki embryolarin kazanilmasi
tavgan gibi provake ovulasyon yapan hayvanlarda daha kolay oldugu
igin, kiltir galigmalarinin hemen hemen hepsl baslangigta tavgan
enmbryolari: ile yapilmistair. Tavganlarin birgok yoénden embryo
kazanimi, transfer ve deneysel gebelik maniplasyonlarini kapsayan
aragtirmalar igin ¢ok uygun oldufu ifade edilmigtir(34,2).

Tavsanlarin genital organ anatomileri incelendifinde,
iki ayri s=ervix ile wvaginaya agilan iki uzun kornuya ve iyi
geligmig fimbria ile sonlanan oviduktlara sahip olduklara
gbrilmektedir. Ciftlik hayvanlarinin aksine tavsanlar dizenli
dstrus sikluslari gdstermemektedir. Yabani tsvganlar belirli bir
anfstrus periyodu gdéstermekte ve reprodiktif faaliyetlerinde
mevsimsel farkliliklar bulunmaktadir. Evcil tavganlarda andstrus
gliresi tiirlere ve bireylere gdére defismektedir. Baz: disi
tavgsanlar yi1l boyunca fertilken, bir g¢o4u yilda 1-2 ay andstrus
gostermektedirler. Reprodiktif faaliyetlerinde mevsimsel
de§igiklikler gdzlenebilen evell tavsanlar, uygun gartlar altinda
uzun bir siire boyunca follikiler devrede kalmaktadirlar. Bu
devrede ovulasyon gergeklegmezse ovaryumlarda follikiller devaml:
olarak geligmekte ve regrese olmaktadir. Tavsanlarda ovulasyonun,
giftlesme, LH enjeksiyonlari, basin veya spinal kordun lumbal
bélgesinin elektriksel stimilasyonu ya da difer digilerle temas
sonucu sekillenen orgasm gibi stimilasyonlardan yaklagik 10-13
gaat =sonra meydana geldi§i bildirilmigtir(2,25,26,57).

Maurer (44)’in bildirdigine gore, ¢iftlegsmeden sonra



tavgan embryolarinain geligimi ve reprodiktif kanaldaki

lokalizasyonu Tablo 3’de gorialdigi gibidir.

Tablo 3. Ciftlegsmeden sonra embryolarin geligimi ve
reprodiktif kanaldaki lokalizasyonu:

Embryo geligim Ciftlesmeden sonraki Lokalizasyon
devresi siire(saat) -
Zigot 14-12 Ovidukt

2 hicreli 20-28 Ovidukt

4 hicreli 26-32 Ovidukt

8 hicreli 32-44 Ovidukt

Morula 60-72 Ovidukt-Uterus
Blastosist 70-144 Uterus

P

2.1.3. Embryo transfer planl: Birgok aragtiric: sembryo

transferi ile 1lgili teknikleri; siperovulasyon, donor ve

reglpientlere dstrus senkronizasyonu uygulanmasi, embryolarain
kazanilmasi, deferlendirilmesi ve saklanmasi, ve embryolaran
traneferi olarak siniflandirmiglardar (31,36,43,48,49,50,55).

Pineda ve Bowen(52), embryo transfer islemindeki olaylar
zincirinin; donorun sevk ve idaresi, tabi veya sun‘’i tohumlama,
donordan embryo kazanilmasi ve dederlendirilerek Kisa 2zaman
saklanmasi ile bu embryolarin uygun resipientlere transferini
kapsadigini bildirmiglerdir. Ayni arasgtiricilar, donor ve
resipientlerin dizenli s=sa4lik kontrollerinin wve her ybnden
detayl: bir kayit sisteminin de basarili bir embryo transaferi
igin gerekli oldufjunu ifade etmiglerdir.

Trounson ve Rowson(63), evcil hayvanlardaki embrya
transferini ve beraberinde getirdikleri teknikleri su sekilde
siniflandirmiglardair:

a. Sdperovulasyon,



b. Donor ve resipientlerin senkronize edilmesi,
. Embryolarin cerrahi ve cerrahi olmayan yollarla
toplanmasa,

d. Embryolarain cerrahi ve cerrahi olmayan yolla
transferi,

2. Embryolarin saklanmaslr ve transportu,
f. Mezbaha materyalinden embryo toplanmas:,

g. Cinsel olgunlufa erigmemis veya vasglia hayvanlardan

embryo kazanilmasai,
h. Embryclarda sex tayini,

1. Embryolarin in vitro kiiltiri ve maniplasyonu.

2.2. SUPEROVULASYON:

Erkedin hergin milyonlarca spermatozoit iretmesine
karsin, disli her kizginlikta ancak birkag adet ovum idretmektedir.
Bununla beraber, «c¢ingel yénden olgunlagmig veya olgunlagsmamig
digilere gonadotropinler tatbik edildidinde, bir éstrusta diginin
20-100 adet yumurta hicresi idretmesi mimkin olabilmektedir(2,48,
52,54,63).

Hafez2(25), istin genetik 6&zellikli hayvanlardan daha
fazla embryo kazanmak ig¢in siperovulatdér uygulamalarin embryo

transfer programlarinda yaygin olarak kullanilmakta oldudunu
belirtmigtir.

2.2.1. Siperovulatdr ilaglar: Bagta gonadotropinler
(PMSG,FSH,HMG) olmak tlizere farkli hayvanlardan elde edilen

pituitar extrakt ve GnRH preparatlara ile baza sentetik
preparatlar(Clomiphene <citrate, difeniletilen tirevleri gibi)
gliperovulasyon amac:i ile Kkullanilmaktadar. LH ve LH etkili HCG
preparatlar: daha gok ovulasyonlara tegvik etmek igin

nygulanmaktadair(2,9,10,16,22,25,29,35,39,43,48,52,54,63).
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2.2.1.1. Gonadotropinler: Gonadotropik hormonlar
plituitar wve plasental kdkenli olmak izere iki kizimda

incelenmektedir. Pituitar kékenli gonadotropinler; FSH(Follicle
Stimulating Hormon), LH(Luteinizing Hormon) ve HMG (Human
Menopausal Gonadotrophin), plasental kokenli gonadotropinler ise;

PMSG(Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) ve HCG(Human Chorionic
Gonadotrophin) olarak ayrilmaktadir. Siperovulasyon amaci ile en
gok kullanilan hormon PMSG olmakla beraber, digerlerinden de
genig 6lgide faydalanilmaktadir(25,29,46,52).

PMSG ya da bir bagska adi ile Eguine Gonadotropin(eCG),
yaklagik olarak 60.000 molekil adirlikta, yari Omrid 26 saat olan
bir glikoproteindir. Bu hormon, gebe kisrak uterusundaki
endometrium i¢gine gbé¢ etmig fetal plasenta hiicrelerinden olusan
endometrial cup‘’lar tarafindan iGretilmektedir. Gebelidin 40. ve
140. ginleri arasinda Kisraf§in kaninda PMSG’nin mevcut oldudu ve
60. ile 110. ginler arasinda bir pik vyapti1§1r bilinmektedir.
Pituitar LH’ya benzer bazi iglevlere de sahip olmasina radmen,
aktivitesi oéncelikle pituitar FSH benzeridir ve bu yizden PMSG'ye
"FE8H-benzeri” hormon oclarak da igim verilmektedir. Renal
filtreden gegemedigi igin enjekte edilen hayvanin kan
gslrkilasyonunda veya PMSG’yi lireten gebe kisradin Kkaninda uzun
sire kalmaktadair(13,25,46,51,564).

inek ve difder hayvanlarda siiperovulasyonu stimile etmek
igin, PMSG’'nin multiple ovulasyon olusturma yetenedinden genig
élgide yararlanilmaktadir (2,8,9,23,46,47,53,63).

Follicotrophin adi ile de anilan FSH, yaklagik olarak
domuzda 29,000, koyunda 32.000 molekil adirligdinda, yara omri 2-4
saat olan glikoprotein yapisinda bir hormondur(46).

LH veya ICSH({Interstitial Cell-Stimulating Hormon)
olarak isimlendirilen hormon ise koyun ve sidirda yaklagik 30.000
wolekil afirlida sahip, yari omri 30 dakika oclan bir
glikoproteindir(25,46).
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HCG yaklagik 30.000 molekiil adirliga sahip, B-12 zaatlik
bir yari émri olan ve insan plasentasinin "syncytiotrophoblastic"
hiicrelerl +tarafindan salgilanan bir glikoproteindir. HCG,
gebelifdin baglangicindan birkag hafta sonra idrarda gdrilir,
gebelidin yaklasik 5B0. gininde bir pik yapar ve daha sonra
azalir. Kimyasal olarak LH’dan farklidir. Fakat bazi FSH benzeri
etkileri olmasina ra§men etkisi dénecelikle LH karakterindedir. Bu
nedenle siperovulasyon galigmalarinda daha g¢ok ovulasyonlara
uyarmak amaci 1ile Kkullanilmaktadir. Bu hormon maymunlarda da
gebeligin 18. ve 35. giinleri arasinda serumda mevcuttur
(21,25,46).

HMG, menapozdaki kadinlarin idrarindan veya insan
hipofizinden elde edilen ve binyesinde FSH ve LH aktivitelerini
beraber bulunduran, bu yizden de follikiiler geligsme ve ovulasyon
tesviki amaciyla kullanilan bir gonadotropindir(4,11,21).

Kraemer ve Bowen(39), digi tavsanlarda siperovulasyonu
stimile etmek amaci ile tek doz 150-200 iti. PMSG (s.c. veya i.m.)
ve enjeksiyondan 66-80 gaat sonra (giftlesme =zamaninda) 50 1id.
HCG’nin yaygin olarak kullanildigini bildirmiglerdir.

Tavganlarda sun’i tohumlamadan 72 saat énce 150 ib.
PMSG’yi i.m. olarak aplike eden Spilman(60), tohumlamadan hemen
gsonra 100 id. HCG’yi i.v. olarak uygulamis ve ortalama 48.9+1,8
embryo elde ettifini bildirmisgstir.

Toplam 225 1. PMSG’yi tek enjeksiyon ve 3 enjeksiyonla
olmak ildzere iki gsekilde uygqulayan Pabugguodlu(50), hayvan bhagina

ortalama ovaryum reaksiyonlarinin tek enjeksiyon yénteminde

256.96+4,96 va 3 asnjekziyon yénteminde ise 28.46+5,64 olarak elde
edildigini bildirmistir.

Kiligoglu ve Tekeli (37), =s=silperovulasyon amaciyla
tavganlara 150 i6. PMSG (i.m.) uygulamiglar ve bu uygulamadan 66~
72 saat =sonra ¢giftlegtirilen hayvanlara i.v. olarak 50-756 iii. HCG
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enjeksiyonu yapmiglardir. Bu iglemin sonunda ovaryumlarda
ortalama 19+) pvulazsyon odadi =aydiklarini, fakat bu sayiya esgit
oranda embryo toplayamadiklarini bildirmiglerdir.

Tavganlarda PMSG ve HMG’nin etkilerini kargilagtirmak
amaciyla galigan Illera ve ark.(29), 1. gruba 120 1iiti. PMEG
(i.m.), 2. gruba toplam 60 fii. HMG’'yi 6 egit dozda 12°'’ser =saat
ara ile vermigler ve her 1ki gruba ¢giftlesgmeden hemen sonra (1.
grupta PMSG uygulamasindan 60 gaat, 2. grupta son HMG
enjeksiyonundan 12 saat sonra) 60 iiti. HCG (i.v.) uygulamiglardir.
Ciftlegmeden 62 saat sonra kesilen hayvanlarda ovidukt ile uterus
yikamasi yaparak elde ettikleri sonuglari, agadidaki gibi
bildirmiglerdir (Tablo 4).

Tablo 4. Toplam korpus luteum ve follikil sayilari,
embryo ve ovulasyon oranlari.

Toplam Cl. Embryo Ovulasyon Embryo

Follikiiller =z=avisi 2ayi1=1 (%) (%)
HMG 48.8+4,0 32.2+3.8 30,8+4.3 65.9 85,65
PMSG 46.7+4,58 26.6+2.8 26.2+4,7 56.9 98,50
Kontrol 15.5+0.5 11.0+1.0 10.5+0.5 71.61 94.59_

Sonug olarak aragtiricilar(29), HMG 1ile tedavi edilen
hayvanlarin PMSG ile tedavi edilenlere kiyasla, ovaryumlarinin
kigik olmasi, korpus hemorrajikum sayilarinin az olmasi ve daha
¢ok embryo kazanilmasi ile siperovulasyon tedavisine daha 1iyi
cevap verdiklerini belirtmiglerdir.

Siperovulasyon amaciyla ginlik 0.4 mg.lik dozlarda 4 gin
ist dste metilseliiloz ile %1 oraninda sulandirilmig FSH’nin s.c.
yolla kullanilabilecef§ini belirten Maurer(44), 4. gin
ovulasyonlari uyarmak amaci ile PLH verilerek sun’i tohumlama
uygulamasinin gerekli oldugunu ifade etmigtir. Aragtiries,

tavganlarda ovulasyonlarin uyarilmas: igin i.v. yolla 0.5 mg./kg.
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PLH veya 26 iti. HCG verilerek %100 ovulasyon sadlanabilece§ini
bildirmig ve ovulasyon tegvikinin, deneyin tam olarak
zamanlanabilmesine ve hayvanlardan maksimum yararlanmaya migade
gttifdinl ifade etmigtir.

Jagannadha ve ark.(33), rat ve hamsterlerde, ovulasyonhun
baglatilmasi mekanizmasinda LH’nin ovulasyon tegviki i¢in gerekli
pldudunu ve LH olmadan FSH’nin tek bagina ovulasyonu tesgvik
edemedid§ini ortaya koymugslardir. Mc Donald(46) pituitar kdékenli
LH’nain birgok dzelliklerine sahip olan HCG’nin, digi tavsanlardsa
ovulasyonu safgladidiny, ve daha ucuz olmasi nedeniyle tercih
edildigini bildirmistir.

Tavganlarda siperovulasyonu gergeklegstirmek 1igin 3 gin
boyunca sabah wve aksam her defasinda 0.5 mg. FSH-P ve son
enjeksiyondan 24 saat sonra 25 mg. PLH wveya 80-100 iti. HCG
enjeksiyonu uygulanabilecedini belirten Hahn(26), ayni amagla 75~
160 iti. PMSG ve bundan 72 saat sonra da ovulasyon saflayici bir
hormonun kullanilabilecegini ifade etmigtir.

Hatton ve ark.(28), yaptiklari galigmada 75 1. PMSG'yi
s.c. uyguladiktan 66-68 saat sonra 1.v. olarak 50 tii. HCG vererek
gliperovulasyonu sadlamiglar ve giftlesmeden 72 saat sonra
embryolari toplamigslardir. Tam bir senkronizasyon saflanabilmesi
igin, resipientler ile donorlara ayni anda i.v. olarak 50 i8. HCG
uygulanmasi gerektidini bildiren arastiricilar, ¢aligmalarinda
her bir donordan yaklagik olarak 25 embryo kazandiklarini ve
bunlarin %70-80’inin 8 hiicreli 1ile morula devresindekl normal
embryolar olduklarini belirtmiglerdir.

Tavganlarda embryo Kkazanilmasi ve transferi {(zerine
yaptiklari bir aragstirmada, siperovulasyonu gergeklegtirmek ig¢in
2 ayri PMSG preparatina 150 iti. dozda tek enjeksiyonla aplike
eden Ozkoca ve ark.(49), bu uygulamadan 72 =saat sonra 1ise

vericilerle alicilara ayni anda i.v. olarak 100 iti. HCG
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vermislerdir. Arastiricilar bu uygulamanin sonucunda 7 donor
tavganin ovaryumlarinda 70 ovulasyon odadi saydiklarin ve
ovidukt yikamas:i yéntemiyle 37 embryo ve 11 ovum kazandiklarini
bildirmiglerdir.

Kraemer vwve Bowen (39), tavganlarda gliperovulasyonu
sa§lamak amaciyla ginde iki kez olmak lzere 3 gin boyunca 0.5 mg.
FSH uygulamiglar, son enjeksiyondan 12-24 =saat sonra 1.5 mg./kg.
LH veya 30-50 i#i. HCG (i.v.) verdiklerinde, hayvan bagina
ortalama 40-60 ovulasyon meydana geldidini agiklamiglardir.

Tavganlarda siperovulasyonu saglamak amaciyla PMSG, HMG
ve FSH-P hormonlarinin ve bunlarla kombine olarak HCG ve P.LH’nin
kullanimini Gabler(19), tablodaki gibi belirtmigtir(Tablo 5).

Aragtiraici (19) , Z00E. PMSG / 100E. HCG (Anteron/
Primogonyl), 228E.PMSG/75E.HCG (ProlanA/Prolan) ve 75E . HMG/
100E.HCG ({Humegon/Prolan) kombinasyonlaraindan %100 bagara
saglamig, tum follikillerin ovule oldufiunu bildirmigtir.
75E.HMG/100E.HCG (Humegon/Primogonyl) ve 3mg.FSH/100E.HCG (FSH-
P/Primogonyl) kombinasyonlara ile disgik sonuglar aldidini
(zrra=i1yla %79.2 ve %80.1) bildiren aragtirici, en digik sonucun
120E.PM8G/75E.HCG (Anteron/Primogonyl) kombinasyonu ile (%58.8)
2lde =2d11digini ifade etmigtir.



i5

*aAt1-But g -w-y-fug-Qgxg -w-i-bWG QXZ "wW-y bUGTQOXZ [f H1*d/°d-Hs4

- *A*Tbugez cwe T bwg- Qxg cwci-bugeQxgz -weytbugeQxyZ £9 H1-d/°d-Hg4d
- A 13001 -u-jy-buge.Qgxz -w-y-bug-gxz ‘w-y-bwg Qgxz ¢ 1duobowtag/*d-Hsd
A*T°d007 -~ "Wt T IAGE *weytAGZ ‘we 9 5 uojepaag/uobauny
- - *A* 13007 "w-T1°dGZ *weTHGT "W T dSZ 3 1ducbowutag/uobawuny
A*T°H001 ®4aa 0§ - *Ww*1°d007-0G§ "W T H00T-05 "wW*I*300T-09 171 ueioag/y usioad
A*T"H00T - "Wt 173007 "Wt TtHA007T “we 13007 9 TAuchowyag/unaaiuy
- - AT H00T *M°T°HG/ EREE-T-7] "Wt T HGL L1 1duobowtag/uoasjuy
A*T1°J00T ®A3A 0§ - *w*T*g0§-0f W T°JO0G-0f "W T"J0G-0¢F 9 TAuobowtag/uoaajuy
= unn-g unn°cyp unntg unn-z ung- I 1514eg nuolseuiquoy

uradBHy uonwany

- “TaBe[UDASEUTQWO> UOWJIOY UEBTIUEBIINY EBpucdsSEINAOJIadNg *‘g O[de]



16

2.2.1.2. Sentetik preparatlar: Ovulazyon oranini artirmak

veya ovulasyonu tesvik etmek igin gonadotropinler yaninda ba=zl

zentetik preparatlar da kullanilmaktadir. Antiéetrojenlerden olan
ve kadinlarda anovulatér kisirlik tedavisinde sikga kullanilan
klomifen gitrat bu amagla hayvanlarda da denenmigtir (4,20,21%1,
58,65).

Déecke(18), devamla 1518a maruz birakilan, kigak
hipotalamik lezyonlar olusturulan veya doJumdan sonra digik
dozlarda testesgteron proplionat enjekte edilen ratlarda
anovulasyonun meydana geldigini, bu gibi hayvanlara klomifen
gitrat uygulandid: hallerde ovulasyonun olustudunu bildirmigtir.

Koyunlarda klomifen sitratin etkisini =saglikli ve kigir
koyunlar izerinde deneyen Lindsay ve Robinson(42), klomifenin bu
hayvanlarda zayif bir éstrojen gibi etkil géstererek hipofizer
aktiviteyi baskiladifinr ve andstrus insidensini artirdidina
‘belirtmislerdir. Kisir ve sa@likli koyunlarda sonuglarin benzer
oldufunu ifade eden aragtiricilar, tim doz seviyelerinde (0.03-
6.8 mg/kg/gin) ovaryum aktivitesinin inhibe oldudunu, buna bafgla
olarak follikillerin geligmedidini ve ovulasyonlarin meydana
gelmedidini bildirmislerdir.

Land ve Scaramuzzi(40) tarafindan yapilan bir g¢aligma,
klomifenin ara dozlarinin(20-25ug.)koyunlardaki ovulasyon oranini
artirabildigini gbéstermistir. Aragtairicilar Kklomifenin dozu
arttikga ovulasyon oraninin arttidina (anti-éstrojenik etki),
fakat daha yikesek dozlarda bu oranin inhibe oldufunu (dstrojenik
etki) ifade etmislerdir. Ayrica ovulasyon oraninda maksinum artig
gergeklegtiren klomifen dozunun dedigtidini belirten
arastiricilar, klomifen kullanarak koyunlarda ovulasyonu tegvik
etmenin veya ovulasyon oraninda artislar elde etmenin mimkin

oldugunu, buna ra¥dmen uygun dozu belirlemenin =zor oldufdunu
bildirmiglerdir.
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2.2.2. Siperovulatér ilaglarin embryo kalite ve

kantitesine etkileri:Bagarili bir embryo transfer program:
igin, siiperovulasyondan sonra sa$§likli embryolarin elde edilmesi,

her bir hayvandaki stimile edilmis ovulasyon sayisindan daha

dnemlidir. Siperovulasyon igin kullanilan programlarda
kargilagilan en biylik problem, ayni tirlerin bireyleri arasinda
dahi siiperovulasyonda gézlenen biyik sayisal farkliliktir. Zira
ekeojen gonadotropinlere cevap olarak, hayvanlarin verecekleri
ovum veya embryo sayisini énceden belirleyebilecek gegerli bir
yol yoktur.

Me Donald(46), ticari preparatlarin etki wve kalitesi,
hatta preparatin orjini olan tirlerdeki farkliliklarin,
gliperovulatér uygulamadan dedigik cevaplar alinmasilna neden
olabildigini belirtmigtir. Ayraica donorun genel sadlifs,
laktaeyonel durumu ve daha dénceki reprodiktif performansinin da
sliiperovulasyona cevabi kesinlikle etkiledigini, mevsimsel
etkilerin de bu dedigikliklere yardim ettigini bildirmistir.

Hahn(27) siperovulasyon uygulanmisg ve uygulanmamis
donorlardan kazanilan oositlerin in vitro fertilizasyonu ile elde
ettigi tavsan embryolarini alici hayvanlara transfer etmig,
gliperovulasyon uygulanmig hayvanlardan elde edilen embryolarda
daha s1k olarak implantasyonu kapsayan gelisim anormalliklerinin
meydana geldidini bildirmigtir. Arastairica ayrica,
siiperavulasyocnun embryolarda kromozomal anormallikleri tegvik
ettidini ve farelerde siperovulasyonu takiben normal ovulasyona
gére daha fazla triploid embryoclarin meydana geldifdini
bildirmigtir(%4.6’ya %10.9). Bu verilere radmen, siperovulasyonun
oositler ilzerine negatif genetik etkisinin nispeten az oldudunu
ve bu etkinin tirlere gore delistidini de ifade etmigtir.

Adams (2), siiperovulasyon amaciyla FSH kullanilan

tavganlardan elde edilen embryolarin transferi sonucu, bu
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embryolarin gelisme potansiyellerinin gok iyi oldudunu, hatta
tedavi uygulanmamig donorlara tercih edildigini bildirmigtir.
Aragtirici ayrica seksiiel olgunluda erigmemis digilerin HAP

(Horee Anterior Pituitary Hormone) ile tedavisi sonucu kazanilan
embryolardan normal yavru gelisebildidini de ifade etmigtir.

120 i. PMS8G uygulamasindan 60  saat sonra 60 iti. HCG
aplike ederek giftlestirilen tavsanlardan hayvan bagsina ortalama
26.2+4,7 embryo kazanan Illera ve ark.(29), 12 =aat arayla 6 kez
10 iti. HMG ve son enjeksiyondan 12 saat sonra 60 iii. HCG vererek
giftlegtirdikleri tavganlardan da hayvan basina ortalama 30.8+4,3
embryo elde etmiglerdir. Ayni arastiricilar kontrol gruplarinda
ige ortalama 10.5+0,5 embryo kazandiklarini bildirmiglerdir.

Siuperovulasyon amaciyla 75 it. PMSG ve bunu takiben 66-68
saat sonra 50 iHi. HCG enjeksiyonu yaparak hayvanlari giftlegtiren
Hatton ve ark.(28), g¢iftlegmeden 72 saat =sonra donor bagina
yaklagik olarak 25 embryo Kkazandiklarini ve bu embryolarin %70-
80‘’inin geligim sirelerine uygun sadlikli embryolar olduklarini
bildirmiglerdir.

Equoman forte-Pregnyl kombinasyonu ile stiperovule
ettikleri tavsanlardan hayvan bagsina ortalama 5.0+4,3% eambryo
kazandiklarini belirten &zkoca ve ark.(49), FRH 1000-Pregnyl
kombinasyonu ile siperovule ettikleri tavsanlarda ise hayvan
basina kazandiklar: embryo sayisinin 5.5+5,80 oldudunu ifade
etmiglerdir.

Morula doéneminden daha ileri safhadzaki embryolarain
kazanilmasi amaciyla siperovulasyon tedavisinin uygulanmamasil
gerektigini bildiren Hahn(26), uterusta 8-10 taneden daha fazla
embryonun bulunmasa halinde, embryolardaki dejenerasyonun
arttidini belirtmigtir. Ayni arastirici, siperovulasyon tedavisi
uygulanmamig tavganlarda B8-10 civarinda olan embryo sayisinin,

eliperovulasyondan sonra 25-35’'e giktigini, fakat her iki durumda
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da bireysel ve mevsimsel dalgalanmalar olabilecedini ifade
etmigtir.

Tek ve g enjeksiyonda toplam 225 iii. PMSG uygulayan
Pabugguoglu({50), ovidukt yikamasi sonucu girasiyla hayvan hagina

ortalama 14.4+4,45 ve 14.3+3,76 hicre kazanildi&§iny bildirirken,

toplam 75 id. HMG’yl {ige bdlerek aplike eden Ahmad(3) hayvan _.

bagina ortalama 41.5+15,93 hicre kazandidini belirtmistir.

2.2.3. Siperovulasyonun hayvanlarin sonraki reprodiktif

yagamina etkisi:Embryo transferi amaciyla yapilan sipsrovulasyon
ve uterus yikamasi galigmalarinin, ineklerin reprodiiktif

fizyolojilerine ydénelik eciddi miidahaleler olduklari ve bu

uygulamalarin yiiksek verimli ineklere zarar verebilecel§i endigesi
mevcecut olmasina ral@men, genellikle siperovulasyon ve embryo
kazaniminin donor ineklerin =sonraki reprodiktif performansi
izerine etkili olmadigd: veya gok az etkili olduduna
inanilmaktadir. Bu konuda yapilan g¢aligsmalarda siperovulasyon ve
uterus yikama=zinin reprodiktif parametreler, genel saglik ve siit
verimi agisindan hig bir negatif genetik etkisinin gérilmedidi,
bazi hayvanlarda kistik ovaryum geligmesine ragmen, bu durumun
tedaviye cevap verdi§l ve ayrica uterus yikamasi esnasinda asepei

kurallarina titizlikle uyulmasi gerektidi bildirilmistir(6,7,
30).

2.3. EMBRYOLARIN KAZANILMASI:

Gelisme doénemlerine gére embryolar ovidukt veya uterustan,
hayvanlarin 6ldirilmesinden sonra kazanildidy gibi, cerrahi veya
cerrahi olmayan yolla canli hayvanlardan da kazanilabilmektedir.
Cerrahi veya cerrahi olmayan yolla embryo toplanmasinda g¢egitli

teknikler uygulanmaktadir (2,44,63).

2.3.1. Cerrahi metot: Carrahi yontem gensl anestezi

altinda ve asepsi - antisepsl gartlarina uyularak
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gergeklestirilmektedir(2,25,26,49).

Ovumlar veya erken dénemdeki embryolar ovidukt igerisinde
yer almaktadir. Tavsanlarda embryclarin g¢iftlegmeden 72-84 =maat
yanl ovulamyondan yaklagik olarak 60-72 saat sonra ovidukttan
uterusa gegtikleri bilinmektedir. HCGE tedavisi 1le ovulagyon
gun’l olarak tegvik edildiginde ovum ve embryolarin uterusa
gegisi biraz daha hizlanmaktadir. Embryolarin kazanilma zamani,
arzu edilen geligim dénemine gére ayarlanmaktadir. Ovidukt
igindeki embryolar ya fimbriadan uterusa do¥ru veya utero-tubal
baflanti yerinden fimbriaya do8ru yikanarak kazanilmaktadair.
Yiksek oranda embryo kazanma ayigsindan fimbriaya dodru olan
yikama yénteni domuz ve at digindaki tirlerde tercih
edilmektedir(2,25,26).

Ovidukt yikamasinin uterustan fimbriaya dodru vyapildidin:
bildiren Hahn(26), i¢ gapi1 1-Z2mm.clan polietilen bir borunun
fimbria agikligindan yaklagik 1-2 cm. ovidukt igerisine sokularak
plastik bir pens veya 1ligatir ile fixe edilip, yikama =iviginin
ntero-tubal badlanti yerinin 1-2cm. geriginden uterus duvarinin
kit bir kanille delinmesi ile verilebilecedini, hatta basingtan
dolay: uvterus duvarinin patlamasiny énlemek igin kanilin ovidukt
igerigine vyénlendirilmesinin daha uygun clacafiini
belirtmiglerdir. Ovidukt yikamasi igin 5ml. vyikama =s=i1visginin
yeterli oldudunu ve polietilen borunun serbest ucu altina =aat
caml yerlegtirilerek sivinin toplandigini bildiren arasgtiricailar,
yikama sivigl olarak %20 tavgan serumu ve godyum bikarbonat
ilaveli TCM 199 kullanmiglardair.

Yikama s®siviga olarak %20 si1gar serumu, 0.5 ng.
Streptomycin silfat/ml. wve 100 1I#i. Penicillin kristalize/ml.
ilaveli Ringar golisyonu kullanan &zkora ve ark.(49),
laparatomiden =sonra {¢ g¢ap: 1lmm. olan polietilen bir boruyu

fimbria ovarikadan ovidukt 1igerisine 2-3Fcm. kadar gokarak 1ki
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parmak arasinda fixe etmiglerdir. Yikama 1igin kornu uteriyi
utero-tubal badlant: yerine yakin bir yerden kit bir kanille
delen aragtiricilar, Bml. yikama sivisini ovidukt yénine dofru
gevk ederek, polietilen borunun serbest ucu altina yerlestirilen
bir saat cami igerisine toplamiglardir.

Embryolaran donor tavganlardan cerrahi yolla veya
tavsanlarin kesilmesiyle toplanabilecedini bildiren Kraemer ve
Bowen(39), 1ilk 72 saatlik sire igerisinde embryolarin toplanmasa
igin oviduktlarin wucu kitlestirilmig 26-no 1idne Kkullanilarak
yikanabilecegini ve genellikle 2 ml. medyumun bu amag ig¢in
veterli oldudunu belirtmiglerdir. Arastiricilar, ovidukt yikamasi
igin ig ¢api1 0.3-0.5 mm. olan ucu KkKivrik bir cam Kkanilin
pviduktun fimbrial sonuna vyerlegstirilerek elle tutuldufunu ve
daha sonra ucu kit bir kanille utero-tubal baglanti yerine

girilerek 5-8 ml. medyumun verildigini bildirmiglerdir.

Yikama igleminde farkla tirler igin gesgitli
modifikasyonlar kullanilmaktadir. Koyun ve kegilerde ovidukt
yikamagil kornu uterillerden givainin verilmesi ve finmbriaya
yerlestirilen kanille bir saat camina toplanmasgl ile

gergeklestirilirken, ineklerde s1vi utero-tubal ba§lanti yeri
yakinindan basingla ovidukt yonine dodru uterus igerisine
verilmekte wve yine fimbriadan +toplanmaktadir. iglemdeki bu
farkliliklar utero-tubal baglanti yerl igerisinden sivainin gegme
kolayligdina bagli olmaktadir. Koyun, kegi ve domuzda embryolaran
dstrus baglangicindan 3 gin, at ve sidirda ise 4 gin sonra
ovidukttan uterusa gegtikleri wve ovidukttan embryo kazanma
oraninin uterusa gore daha fazla oldudu bildirilmektedir(63).
Daha geg¢ dénemdeki embryolarin elde edilmesinde uterus
yikamasi yéntemi wuygulanmaktadir. Uterus yikamasi yonteminde
yikama siviginin servixten akmasinl dnlemek amaciyla servixin

hemen &én kismina, her 1ki kornu uterinin etrafindan gegecek
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sekilde ligatir yerlestirilmesi gerektidini belirten Hahn (286),
yikama giviginin Kornu uterinin kranial ucundan kit bir Kkanille
girilerek verildidini ve kornu uterl 1igerisinde yeterli basing
oclugtuktan sonra, arkasina lastik bir hortum takili sivri uglu
bir igne 1ile kornunun kaudal ucunun delindigini ve bhdylece
hortumun serbest ucuna yerlegtirilen petri Kkutulari ile yikama
sivisinin alindidin: bildirmigslerdir. 10-20 ml. yikama sivigl
kullanan aragstiricalar uterustaki delinen bélgelerin

kapatilmasina gerek olmadi§ini da ifade etmiglerdir.

2.3.2. Cerrahi olmayan metot: Csrrahi olmayan teknikler

hem donorun yagsami ve =safli1d1 agisindan daha az riskli olmaesi,

hem de cerrahil tekniklerin postoperatif adhezyonlara sebep olmas:
nedeni ile at ve sidirda embryo toplanmasi amaciyla tercih
edilmektedir. Bu metot yara 1izi, doku komplikasyonlar: ve
adhezyonlar olugsturmadigindan, ineklerden tekrarla embryo
kazanimina olanak saflamaktadir. Fakat cerrahi uygulamaya gerek
olmadan rutin olarak kullaniminin Kkolay olmasi yaninda, biyik
hayvanlar diginda aplikasyonunun gig oldufu bildirilmigtir
(2,25,63).

Tavganlarda embryolarin cerrahi olmayan yolla
toplanabilecel§ini bildiren Tsutsumi ve ark.(64), bu amagla fertil
bir erkekle giftlegtirildikten sonra 20 iii. HCG enjeksiyonu
yapilan tavsanlara, giftlesmeden sonra farkl: zamanlarda
Oestradiol benzoate, Oestradiol-17 B, Oestrone ve OQOestradiol
cyclopenthyl-propionate enjeksiyonlari aplike etmislerdir. Yikama
amaciyla tavganlar sairt istd yatirilarak external genital
organlari dezenfekte edilmig ve bir kateter vulva iginden servize
kadar yavagga sokulmugtur. 400 meyille basgi yukarida olacak
sekilde yatairilan tavgsana yaklagik 50 ml. yikama sivisil kateter

iginden enjekte edilmig wve sivinin geri akmas:i beklenmigtir.
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Yikamada kullanilan kateter, insanlarda iretra i¢gin kullanilan 2

vyollu balonlu kateterden modifiye edilmistirv.

2.3.3. Otopsiden sonra embryo kazanilmasil: By amag igin

tavganlar servikal dislokasyonla 6&ldirdldiadia gibi(44), bu iglem
200 mg/ml. 1ik pentobarbiton sodium’un 1-2 ml. miktarinda 1i.v.
yolla hizl: enjeksiyonu ile de (2) gergeklegstirilmektedir.

Hayvan 6&ldidridldikten sonra sairt idsti yatirilmakta ve
median hat ensizyonu 1le reprodiktif organlar wviicut digina
alinarak ya§ ve bay dokularindan temizlenmektedir. Ovidukt,
utero-tubal badlanti yerinden ayrilarak 3-5 ml. yikama medyumu
ile yikanmaktadir. Daha sonra, ovaryumlar g¢ikarilip ovulasyon
odaklari sayilmaktadir. Uterus yikamasi esnasinda ise, toplama

kabina kan karigmasini ©&nlemek igin organ gazli bez ile
kurutulmaktadir(44).

2.4. EMBRYOLARIN DEZERLENDiRILMESi:

Transfer edilen embryoclardan gebelik elde edilmesi,
onlarin yagama kabiliyetleri ve geligme Kkapasitelerine badlidar.
Memeli embryolarinin vyasama kabiliyeti, genellikle onlarin
morfolojik gdérinimi, metabolik aktivitesi, in vitro geligimi veya
alici annelere transfer edildigi =zaman gebelik sadlanmasi {ile
tayin edilmektedir. Embryolarin yagama kKabiliyetinin mikroskobik
olarak dederlendirilme Kriterleri; zona pellusidanin kalinlig:,
blastomerlerin uniform gérinimi, blastomer yapisinin homojenliygi,
simetrinin bulunmasi, dejenerasyonun gérilmesi, tavganlarda musin
mantonun varli§r ve embryonik gelisme igaretlerinin deligsmesini
kapsamaktadir. Erken morula veya erken blastosist dénemindeki
embryolarin mikroskobik incelenmesi pratik deneyim gerektiren,

gig ve ayni zamanda ¢ok subjektif bir dederlendirme olmasina
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ragmen, galismanin yapildigir alanda kullanilabildig§i ve hemen
gonug verdigi igin tercih edilmektedir. Embryo yagama
kabiliyetini tayin etmek ig¢in kullanilan dider metotlarin; in
vitro kiltir, dider tirlerin oviduktlarinda geligim, biokimyasal
aktivitedeki degigimlerin o6élgilmesi ve radyoaktif igaretli
prekiirsorlarin metabolizmasi oldudu bildirilmektedir (12,41,44,
61).

Hafez (265),agad1daki morfolojik anormalliklerden herhangi
birisini gdésteren kusurlu embryolarain kullanilmamasi gerektidini
bildirmigtir.

a. Defisken uniform biyiklikteki blastomerler,

b. Morulada hiicresel yikintilar,

c. Zona pellusidanin oval gekil almasi ve igindeki

blastosistin ¢ékmesi,

d. Pargalanmig mitotik figir,

e. Belirsiz ké&pikli blastomerler,

f. Sitoplazmik ve niklear materyalin fragmentlesmesi,

g. Anormal bigimli morula veya blastosist.

Swanson ve ark. (61) embryo kalitesinin tayin edilmesinde
fluoresans boyalarin kullanilmasinin, morfolojik degerlendirme
digindaki metotlara gére daha hizly: sonug verdigini ve
fluorescein diacetate, nétral red ve +trypan blue’‘nun si1§1ir,
tavgan ve fare embryolarainan gelisgme veya implantasyon
kabiliyetlerini etkilemeden, 1in vitro vyasama kabiliyetlerini
tayin etmek 1ig¢in kullanildiginr: bildirmislerdir. Arastiricilar
acridin orange (AOQ) ve ethidium bromide (EB) fluore=sans
boyalarini kullanarak yaptiklara bir galismanin sonucunda, EB’nin
embryolara toksik bir boya olmadidini ve yagama kabiliyetini
tayin etmek igin yararla bir malzeme olabilecedini
belirtmiglerdir.
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Dorland ve ark. (17), 7 ginlik si1dir embryolarinda
gojunlukla nétral 1lipitler igeren, biyiklik ve say:r olarak
defigebilen wvezikiller bulundudunu ve 1invert faz kontrast
mikrogkop ile bu vezikiillerin ayirt edilebilecedini
bildirmiglerdir. Embryo canliligy ile baglantili olan bu
vezlkillerin onemini saha uygulamalarinda dederlendiren
aragtiricilar, siiperovule (PMSG/Anti PMSG) ineklerden cerrahi
olmayan yolla toplanan embryolari siniflandararak senkronize
resipientlere +transfer etmiglerdir. 2-4 ay sonra rektal
palpasyonla gebelikler saptanmig ve en yliksek gebelik yizdesi
hem orta hem de kigik vezikiil tagiyan grupta (%71) gédzlenmigtir.
Sadece kigik vezikiil tasiyan gruptaki gebelik orani % 57 ve ayna
anda kiguik, orta ve bilyik vezikil tagiyan embryolarla gebelik
orani: %39 olmugtur. Arastiricilar embryolardaki lipit miktarinain
vezikillerin biydkligi ile badlantilia oldufunu, lipit miktari ve
vezikil biyikliginin embryonun transplantasyondan sonraki yasama
glicine yardimci olan énemli faktérler oldudunu ifade etmiglerdir.

Siperovule etgi donor ineklerden éstrustan sonraki 4 ve 7.
ginler arasinda kazandiklari def§isik doénemlerdeki embryolari 4
farkly grupta (1=Mikemmel, 2= 1iyi, 3= Kéti, 4= Dejenere )
siniflandiran Casey wve ark. (12), embryolarda zona pellusida
dederlendirmeye alinmadan dlgimler yapmiglardir. Genelde en iyi
kalite derecesindeki {(Derece 1) embryolar 2. wve 3, kalite
derecesindeki embryolarla karsilagtirildigr =zaman, daha biyik
¢apta olduklarini gérmisgler ve ayrica kéti kaliteli embryolarin

daha yiuksek optik dansiteye sahip olduklarini belirtmiglerdir.

2.5. ALICILARIN HAZIRLANMASI VE TRANSFER :

Bagarili bir embryo transferi 1ig¢in hem verici, hem de

alicinin ayni dstrus siklusu ddéneminde olmasi zorunludur.
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Genellikle, 6strus siklusu bakimindan vericinin sire agisindan
alicidan 6nde olmasi halinde daha yeterli gebelik =onucu elde
edilmektedir (39,48). Tavganlarda ovulasyonu stimile etmek igin
alicilara HCG veya GnRH uygulanmakta, tekrarli uygulamalarda HCG
etkisiz kaldigindan, GnRH bu amagla tavsiye edilmektedir (2,39).
Ayrica ovulasyonu tegsvik etmek 1i¢in, tavganlarir vazektomize
erkeklerle g¢giftlestirmek de mimkin olmaktadar (24,27,39).
Trounson ve Rowson (63), tim tirlerde +transfer edilen
embryolarin %50’sinden daha fazlasinda gebelik sa§lanabilmesi
igin, tolere edilebilecek maksimum asenkroni sdresinin + 24 =zaat
oldudunu bildirmiglerdir.

Geligme dénemlerine badli olarak ovidukt veya uterusa
transfer edilen embryolarin, zigot ve 32 hiicreli devreye kadar
ovidukta, morula ve daha geg dénemdekilerin uterusa

transferlerinin uygun oldudu bildirilmektedir (39). Kural olarak

embryclar alaindiklari bélgelere gére transfer edilmektedir
(39,48).

Embryo transferde en ©dnemli konunun alici hayvanlarain,
ovaryumlarinda ovulasyon odaklarina sahip olup olmadiklara
agigindan kontrold cldudunu belirten bzkoca ve ark.(49),

kazandiklari embryolari bir enjektére baglanan pastdr pipetinin
kapillar ucuna 0.1 ml. medyum igerisinde g¢ekmisler ve kapillar
ucu alici tavsanin fimbria ovarikasindan ovidukta dodru 2-3 cm.
yénlendirmiglerdir. Bu iglemi yaparken kapillar ugtaki sivinin
disari akmasini: 6nlemek igin medyumdan sonra bir miktar havanin
gekilmesini uygun géren arastiricilar, pastér pipetinin ug
kismina hafif bir edim wverildiginde oviduktun daha 1¢ kismina
embryolarin transferinin gergeklesebilecedini bildirmiglerdir.
Senkronizasyonu saglamak igin resipient ve donor
tavganlara ayni ovulatdér hormonlarin (2.5 mg. LH veya 50 ii. HCG)

enjekte edildidini ifade eden Maurer ve ark.(45), az miktardaki
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medyum igine g¢ekilen embryolarin fimbria ovarikadan 2-3 cmn.
igeriye birakildigini bildirmislerdir. Normal olarak resipientin
her bir oviduktuna 5 embryo transfer ettiklerini belirten
aragtiricilar, 2’den daha az embryonun asla transfer edilmemesi
gerektifgini bildirmiglerdir.

Kraemer ve Boven(39), ovidukta transfer edilecek tavgan
embryolarinin, bir cam pipet yardimiyla fimbriadan infindibuluma
kadar 5-10 mm. sokuldufunu ve transfer sivisinin 0.2 ml. den daha
cok olmamasina dikkat edilmesi gerektif§ini belirtmislerdir.

Tavganlarda transfer edilen embryo sayisainin 5-35 arasinda
dedismesi gebelik orani lzerinde ©6nemli bir etki olusturmazken,
transfer edilen embryo sayisi arttid: zaman, implante olan embryo
oraninda digis meydana geldigi, bununla beraber tavgan
embryolarinda transuterin migrasyon gdrilmediginden, fetal
yasamin sirdirilmesi ig¢in en az 2 implante olmus embryonun
gereklil oldufu bildirilmektedir(2,39).

Tim resipientlerde vyalanci gebelidin 6O iti. HCG 1ile
olusturuldudunu bildiren Hatton wve ark.(28), normal olarak her
bir fimbriaya 4-6 embryo transfer edildigini, fakat embryo
bulunmadigir durumlarda bir resipiente 3 adet gibi az sayida
embryo da transfer edilebilecedini bildirmisglerdir.

Tavgan embryolarinin erken blastosist déneminde wuterusa
girdigini ifade eden Kraemer ve Bowen(39), implantasyonun
yaklagik olarak 63/4 giinde meydana geldigini ve geg donemdeki
blastosistlere gore morula veya erken blastosistlerin
transeferinde daha 1iyi sonuglar elde edildidini belirtmisglerdir.

Ovidukt transferi i¢in pratik bir teknik gelistirmeyi
isteyen Sloan ve ark.(56), resipient tavsanlarin oviduktlarina
devamli kalacak bir kanil yerlegstirmisler ve kanidlin agik kismini
karin derisine tutturmuglardir. Ayni arastairicalar transfer

esnasinda embryolari pipete gektikten sonra pipeti vicut igindeki
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kanile yerlestirmisler ve digardan 0.5 ml. medyunm verarek
transferi gergeklestirmiglerdir. Verilen sivinin geriye akmamasl
igin kanilin adzi1 bir middet kapatilmistir. Bu yéntemle tranzfer
edilen embryolarin %44.4 oraninda implante olduklaraini bildiren
aragtiricilar (56), tim ihtimama ragmen enfeksiyonun gok biyidk
problem oldufunu ve ayrica vicut igindeki kaniilde tikaniklik
meydana geldidini belirtmislerdir.

Fare ve tavgan embryolari genellikle laparatomiyi takiben
ovidukt veya uterusa cerrahi olarak transfer edilirlerken (27),
g18i1rda traneferler genel olarak cerrahi olmayan yolla uterusa
uygulanmaktadir. ineklerde en iyi gebelik sonuglarinain, & ginlik
veya daha yagli embryolarin transferinden sonra elde edildidini
belirten Trounson ve Rowson{(63), o&strustan sonra embryoclarin
tranefer edilebilecedi son ginin ise, koyunda 12, inekte 16 ve
domuzda 7 oldu8unu belirtmigler, koyun ve si1dirda her bir kornuya
1 adet olmak iizere 2 embryonun transferinin %75-85 gebelik orana

ve %55-70 embryo yagama glici orani ile sonuglandidina
bildirmiglerdir.
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2. MATERYAL VE METOT

Aragtirmanin materyalini siperovulasyon galigmalari igin
80, gebelik oranlarinin dederlendirilmesi ig¢in de 25 adet olmak
izere 105 digi tavsan olusturdu. Bu tavsanlarain tohumlanmasi igin
ise B8 adet erkek tavgan kullanildi. Hayvanlarin seg¢iminde,
onlarin ayni 2ark, vyasg grubu ve a8irlikta olmalarina bzen
gésterildi. Ayrica segilen hayvanlar ayni bakim ve beslenme
gartlarinda bulunduruldu.

Tavganlarda siperovulasyon gailsm351 igin 3 dedisik
preparat ve onlarin farkla dozlari kullanild:. Sonuglara
kargilagtirmak ig¢gin de bir kontrol grubu olusturuldu.

1. PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophine) grubu.

2. HMG (Human Menopausal Gonadotrophine) grubu.

3. Clomiphene citrate grubu.

4. Kontrol grubu.

3.1. PMSG grubu: Bu grupta PMSG(intergonan,
intervet)’nin 3 farkli dozu denendi.

1. 76 iii. PMSG

2. 150 i8. PMSG

2. 200 iti. PMSG

Her farkli doz igin 10 adet disi tavsan ayrildi ve ilk
10 tavgana 75 iti. , digerlerine de 150 iii. ve 200 iti. PMSG i.m.

olarak tek enjeksiyonla uygulandi. Ovulasyon zamaninl senkronize

etmek amaciyla uygulamadan 72 saat  sonra tim tavganlara 1.v.
olarak 100 iti. HCG (Human Chorionic Gonadotrophine) verildi ve
hayvanlar g¢giftlegtirildi.

3.2. HMG grubu: By grupta toplam 75 iU, HMG(Humegon,
Organon) iki farkli yoéntemle verildi.
i. Toplam 75 iii. HMG’nin tek enjeksiyonla verilisgi.
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2. Toplam 75 iti. HMG’nin 3 ayr: enjeksiyonla verilisgi.

2.2.,1. Toplam 75 iti. HMG’nin tek enjeksiyonla veriligi:
Bu gruptaki 10 tavgana 75’er ifii. HMG tek enjeksiyonla ve 1i.m.
alarak uygulandi. Bu uygulamadan 48 saat sonra ise 100 id. HCG

damar i¢i yolla verildi ve hayvanlar g¢giftlegstirildi.

3.2.2. Toplam 75 iiti. HMG’nin 3 ayra enjeksiyonla

veriligi : 75 14, HMG ig esit porziyona bdlinsrsk, 25 1V. 1lik
dozlarda 24 saatlik aralarla tavganlara kas 1g¢i yolla wverildi.

Son enjekeiyondan 48 saat sonra ise ovulasyonlari sadlamak igin,

100 iti. HCG damar 1g¢i yolla verildi ve hayvanlar giftlegtirildi.

3.3. Clomiphene citrate grubu: By grupta Clomiphene

citrate(Fertilin, Asfarma)’in iki ayri dozu denendi.

1. 100 mg. Clomiphene citrate.

2. 150 mg. Clomiphene citrate.

Her iki grup igin 10‘ar adet digi tavgan ayrildi ve ilk
10 tavsana 100 mg., digder 10 tavgana ise 160 mg. Clomiphene
cltrate peros yolla wverildi. Bu uygulamadan 24 saat sonra

ovulasyonlar: saflamak igin 100 ii. HCG damar igi yolla wverilerek
hayvanlar ¢iftlegtirildi.

3.4. Kontrol grubu: Kontrol grubu igin ayrilan 10 adet
digi tavgana sadece ovulasyonlari sadlamak amaci ile 100 iti. HCG

{Pregnyl, Organon) enjeksiyonu damar ig¢gi yolla uygulanarak
hayvanlar giftlegtirildi.

Gruplarin hepsinde giftlesgmeyi takiben 96 saat =onra
uterus yikamasi yontemi ile embryolar kazanild: ve
deferlendirildi. Gruplar arasi farki en aza indirmek amac:i 1ile,
her gruptan birer tane olmak lzere toplam 8 tavgan ayni giin arka

arkaya operasyona alinarak belirtilen uygulamalar
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gergeklegtirildi.

Bir operasyon grubunu olugturan 8 tavsgana hormonlarain

uygulanigl ve operasyonun gergeklestirilmesi Tablo 6‘de gérildigu
gibidir.

Tablo 6. Bir operasyon grubunda hormonlarin uygulanilaigi

Tavsan 1.G 2.G 3.G 4.G 5.G 6.G 7.G 8.G 3.6

i - EMSG - - 100 iu - - - Uterus
75 10 HCG+T. Yikamazgi

2 - PMSG - - 100 id - - - Uterus
150 1t HCG+T, Yikamaza

3 - PMSG - - 100 1u - - - UOterus
200 10 HCG+T., Yikamasgl

4 - - HMG - 100 id - - - Uterus
5 10 HCG+T, Yikamazi

5 HMG HMG HMG - 100 1id - - - Uterus
25 1) 25 I8 25 10 HCG+T., Yikamasgi

6 - - - c.C. 100 td - - -~ Uterus
100mg HCG+T. Yikamaza

7 - - - C.C. 100 id - - - Uterus
150mg HCG+T., Yikamazi

8 KONTROL GRUBU 100 id - - - Uterus
HCG+T. Yikamagl
HMG:Human Menopausal Gonadotrophine; PMSG:Pregnant Mare Serum
Gonadotrophine; HCG:Human Chorionic Gonadotrophine;

C.C.:Clomiphene citrate; G:Gin; T:Tohumlama.

3.5.0terus yikamasi ydntemi ile embryolarin kazanilmasgi:

Embryolar, genel anestezi altinda laparatomiyi takiben uterus
yikamasgil ile kazanilda. Expanded blastosist devresindeki
embryolarin kazanilmasi i¢in uterus yikamasi, +tohumlamadan 96
saat zonra gergeklegtirildi. Anesteziyi olusturmak amaci ile
tavganlara kas igi yolla 20-25 mg./kg. Ketalar (1.3 ml.) ve 8
mg./kKg. Rompun (0.8 ml.) enjekte edildi. Anestezi oclusgtuktan
sonra tavsan sart i{isti vyatairilip tespit edilerek operasyon
bélgesindeki killar tirasg edildi. Daha gsonra bélgenin

dezenfeksiyonu vyapildi ve {izeri steril serviyet ile oértildi.
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Median hat ensizyonu ile reprodiktif organlar (uterus, ovidukt ve
ovaryumlar) ensizyon hatti digina gikarildi. Daha sonra ovaryumn
dzerinde bulunan korpus luteum ve follikiil sayilari, ovaryum
reaksiyonunu dederlendirmek amaciyla kaydedildi.

Uterus yikamasgini gergeklegtirmek igin, ucu
kiitlegtirilmig bir kanil(16-18 numara) utero-tubal baglant:
verine yakin bir bdlgeden uterus igerisine ydnlendirilerek bag ve
igaret parmaklar: arasinda tespit edildi(Resim 1). Diger taraftan
yikanacak olan kornu uteri, baska bir yardimci tarafindan serviks
uteriye yakin bir yerden bag ve igaret parmaklari arasinda basing
uygulanarak tespit edildi. 10 ml. yikama sivisi igeren bir
enjektér kanille adapte edilerek givinin bir kismi (yaklagik 5B
ml.) kornu {igerisine verildi. Kornu uterinin gerginlegsmesini
takiben serviks uteriye yakin bir yerden, ug kismina polietilen
bir boru adapte edilmig i8ne(12 numara) 1le uterus lumenine
girildi(Resim 2). Polietilen borunun u¢ kismi bir =aat cam
igerisine yerlegstirilerek si1vinin bu saat camina akmasi
sadlandi(Sekil 1). Yikama sivisinin tamami verildikten sonra, ucu
kit kanil gikarildr ve utero-tubal baglant: yerinden baglanmak
izere, bas ve isaret parmaklari arasinda basing uygulayarak kornu
uterideki tim sivinin geri alinmas: gergeklestirildi. Daha sonra
polietilen boru adapte edilmig i¥ne gikarilarak ayni iglem diger
kornu uteriye uyguland:.

Yikama &sivislr olarak steril %0.9°luk NaCl solisyonu
(serum fizyolojik) kullanildi ve operasyondan 6&nce solisyonun
gicakligyr vicut i1si1si1na getirildi.

Saat camlarinda toplanan yikama sivilari, 37°c’a ayarli
s1cak tabla izerine konuldu. Kazanilan embryolar, mikropipet
yardimi ile maat camlarindan alinip, 30x15 mm. ebatlarindaki tek
kullanimlik steril plastik kiltir kaplara {Nunk, Inter Med)
igerigine yerlegtirilerek dederlendirildi.
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Sekil 1. Uterus yikamasi ydntemi.

Embryolarin aranmaginda ve 1lk deferlendirilmesinde
zumlu, %10 ila %40 biyiitmeli stereo mikroskop (Olympus; UMZ dF)
kullanildi(Resim 3). Daha sonraki dederlendirme ve fotograf
¢gekimi Olympus;BH-2 mikroskopta yapild: ve dederlendirme
giraginda su kriterlere dikkat edildi(Resim 4).

a. Zonanin bitinligddi ve parlakliga,

b. Embryonun 2z2ona igini doldurma durumu,

c. Hicre kitlesinde bizigsgme olup olmadiy:,

d. Zonanin gekli(yuvarlak olup olmadig:i),

e. Hicrelerin homojenligi.

Bbéylece kazanilan hilcrelerin siniflandirilmasi yapild:r ve
kaliteleri hakkinda karar verildi.

3.6.Embryo transfer: Bulgular béliminden de anlasgilacad:
izere, 75 it. PMSG ve 75 iii. HMG’nin tek enjeksiyonla verildiji

gruplarda kalite ve kantite agisindan en iyi embryolar elde
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edildi. Bu iki preparat arasindakl fark istatistiki olarak dnemli
bulunmamasina radmen, gerek saflikli embryo sayiegir ve gerekee
ovaryum cevabi agisindan en 1iyi sonuglar 75 iii. dozda ve tek
enjekesiyonla verilen HMG grubunda elde edildi ve embryo transfer
galigmasinda bu uygulama esas alind:i.

Bu preparatain gebelik orani izerine etkisinin
aragtirilmasil igin kontrol ve deneme grubu olmak izere 1ki grup
olugturuldu. Deneme grubunda 65 verici wve 10 alici olmak iizere
toplam 15, kontrol grubunda ise 5 wverici ve 5 alici olmak iizere

toplam 10 tavsganin Kullanimi planlandi.

3.6.1. Vericilerin hazirlanmasi: Dgneme grubundaki 5

verici tavsana 75’er iiti. HMG tek enjeksiyonla kas igi uyguland:i.
Bu uygulamadan 48 =saat sonra ovulasyonlari sa8lamak amaci ile 100
it. HCG damar igi yolla verildi ve hayvanlar giftlesgtirildi.
Kontrol grubundaki 5 verici tavgana ise sadece
ovulasyonlari saf§lamak amaci ile 100 iti. HCG damar 1igi yolla

verilerek hayvanlar giftlegtirildi.

3.6.2. Alicilarin hazirlanmagil: Deneme va kontrol

grubundaki toplam 15 alici tavsan, vericilerle ayni anda 1i.v.
oclarak 100 ii. HCG enjeksiyonuna tabi tutuldu.

Vericli hayvanlarin g¢iftlegtirilmesinden 86 saat sonra,
genel anestezi altinda uterus yikamasil yontemi ile +tavsanlardan
embryolar kazanildi ve ovaryum cevaplari kaydedildi. Embryo
tranefer g¢galigmalarinda uterus yikamasi ig¢gin bu kez yikama s1ivisa
olarak Dulbecco’nun PBS medyumu kullanildi(Tablo 7).

PBS medyumu hazirlanirken Tablo 7’de belirtilen maddeler
tartilip steril 1 1t.1lik balon 1igerisine konuldu. Daha =sonra
lizerine bir miktar steril bidistile su ilave edilip magnetik

karisgtiricida maddelerin tamamen erimesi sadlandi. Kimya=mal
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maddeler eritildikten sonra 100 ml. ye 1.5 gr. oraninda BEA
(Bovine Serum Albumin) ilave edildi ve yine magnetik Kkarigtirica
aracilif: ile BSA’nin da erimesi saYylandi. BSA da eridikten =zonra
medyumun hacmi 1 lt.ye tamamlandi ve antibiotik ilavesi yapilarak
sterilizasyon amaci 1ile filtrasyon iglemi gergeklegtirildi.
Filtrasyon iglemi, otoklavda sterilize edilmig ve por genigligi
0.45 um olan milipor filtreden gegirilerek yapildi. Hazirlanan
medyum eterilizasyon sonrasil 24 saat sire ile 379’ 11k
inkibatérde bekletilerek medyumun kontamine olup olmadid: kontrol
edildi.

Tablo 7.Dulbecco’nun PBS(Phosphate Buffered Saline)
medyumunun Y3pl1S1s

Madde mg./lt. Madde mg./1lt. _
NaCl 8000 KC1 200
NagHPO4.2H20 1150 KH2P04 200

Hazirlanan medyuma 100ml.ye 1.5gr. oraninda BSA ve her
ml.ye 100 iti.kristal penicilline ve 0.5 mg. streptomycine
katild:.

Embryolar kazanildiktan hemen sonra bulunduklari yikama
sivisi igerisinden alinarak, ig ayri petri kutusu iginde bulunan
taze PBS medyumundan ayri ayri gegirilerek yikandi ve béylece,
uterustan kaynaklanabilecek zararla etkilerden korunmaya
galigildi. Yikama igleminden =sonra deferlendirilen embryolar,
senkronize edilmis sadlikli alicilara nakledilene kadar kisa bir
gire 37°C’11k sicak tabla izerinde bekletildi.

Alici1 hayvanlarda reprodiktif organlar, genel anestezi

altinda median hat ensizyonu 1ile digarir alinarak, her bir
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ovaryumdakil korpus luteum sayilari kaydedildi. Bu iglemden =zonra,
yaklagik 0.01-0.02 ml. medyumla beraber mikropipet igerieine
¢ekilmig embryolar, ovaryumlardaki korpus luteum sayilar: dikkate
slinarak utero-tubal badlanti yerine yakin bir bbélgeden ucu kit
bir kaniille delinen uterus lumenine transfer edildi.

Transfer =sonrasinda alici hayvanlar ayra kafeslerde
barindirildi ve transferden yaklagik olarak 20-22 gin sonra

abdominal palpasyon ile gebelik muayeneleri yapild:i.
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4. BULGULAR

Aragtirmada elde edilen bulgular; zliperovulasyon
galigmalari ve transferden sonraki gebelik =onuglari olmak i{=zera
iki bdlim halinde verildi.

4.1. Siperovulasyon galigmalari: By galismada mlda edilen

veriler; ovaryum reaksiyonlari, kazanilan hicre gayilari ve

eadlikli embryo sayilari olmak lzere 3 Kisimda de8§erlendirildi.

4.1.1. Ovaryum reaksiyonlari: 4 ayri grupta toplam 80

hayvanda gergeklestirilen uygulamalarin sonucunda elde edilen

ovaryum reaksliyonlari gruplara gdre ayrilarak sunuldu.

4.1.1.1. PMSG grubu: PMSG grubunda 75, 150, 200 tiU. PMSG
uygulanan 30 hayvanda laparotoni ile saptanan ovaryum

reaksiyonlari, Tablo 8°de yer almaktadair.

1o B, PMSG ub tanan ovary: reakziyvonlari.,

75 1Yy, PMEG 150 10, PMEG 200 1%, PMEG
Sad ov, Sol ovs, 834 ove Sol ov. a3l ov., S0l ovs,
n Fol Cl. Fol Cl. n Feol ¢Cl. Fol Cl. n Fol Cl. Fol C(Cl.
1 - 8 2 10 1 27 39 15 37 1 1 3 1 3
1 1 5 - 10 1 2 8 3 9 1 7 7 & 4
1 12 19 12 26 1 i0 i0 3 24 1 2 14 2 15
1 - 2 - 7 1 2 2 5 3 1 6 12 4 8_
1 - 27 2 28 1 3 10 7 i6 1 i1 38 16 43
1 6 9 4 7 1 5 19 11 17 1 3 9 - 6_
1 3 14 6 i7 1 3 i 7 3 1 6 4 10 4
1 5 14 - 12 1 2 16 - 26 1 3 12 - 6
1 4 7 5 10 1 7 16 7 7 1 - 12 i 9 _
1 5 26 7 34 1 2 2 14 5 1 5 11 8 12_
10 36 131 328 161 10 63 123 72 147 10 44 122 48 110_
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4.1.1.2. HMG grubu: 2 gnjgkziyon ve tek eniekziyon yéntemi

ile 76 iti. HMG uygulanan 20 tavganda gdzlenen avaryum

reakeiyonlari, Tablo 9‘da yer almaktadar.

b + HM d [») ov rea i a
3 Eni, HWG Tek Enij. HMG
Sad ovaryum Sol ovaryum 838 ovaryum Sol ovaryum
n Fole €1, Fol. Cl., n Fol. Cl. Fol, €Cl,
1 - 35 3 33 1 - 12 5 17
1 1 19 1 16 1 & 23 11 15
i 9 12 5 11 1 - 32 - 37
1 - 23 1 25 1 - 22 = 25
1 7 16 6 18 1 2 35 1 26
1 1 4 2 21 1 23 g 12 8
1 - 55 &) 75 1 1 11 1 2
1 - 9 - 14 1 3 32 = 21
31 - i8 - 17 1 1 32 12 37
1 2 46 - - 1 - 13 1 14
Toplam 10 20 237 24 230 10 42 220 43 208 _

4.1.1.3. Clomiphene citrate grubu: oral yolla 100 mg. ve

1560 mg. Clomiphene citrate verilen 20 tavganda mevcut olan

ovaryum reaksiyonlari Tablo 10’da yer almaktadir.

Tablo 10. Clomiphene citrate grubundaki ovaryum

reaksivonlarls
100 mg, C,C, 150 mg, C.C,
s a3t ovaryum Sol ovaryum a4 ovarvyum Sol ovaryum
n Fols, Cle Fol. Cl, n Fol., Cl. Fol., Cls
1 2 4 1 3 1 7 2 7 5
1 6 3 7 1 1 4 - 4 4
1 i 1 3 3 1 2 1 5 5
1 1 - - - 1 1 1 2 1
1 8 1 2 5 1 8 3 8 -
1 - 5 4_ =) 1 - - - -
1 2 7 2 6 1 7 2 3 8
1 3 1 4 2 1 5 2 4 3
1 1 2 8 - 1 4 2 2 3
1 2 1 3 2 1 1 1 3 &
Toplam 10 26 25 34 31 10 39 14 18 35
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4.1.1.4. Kontrol grubu: Kontrol grubunda yer alan ve =sadece
100 id. HCG uygulanan 10 tavganda gézlenen ovaryum reaksiyonlarl

Tablo 11’de gérilmektedir.

Tablo 11. Kontrol grubundakl ovaryum reaksiyonlar:i.
Kontrol grubu

8ad ovarvum Spl ovaryum
n F010 C10 Fol. Cl.

1 2 5 1 5
1 2 4 1 5
1 4 7 - -
1 - 3 - 3
1l 2 4 4 2
1 - 7 - 4
1 - 8 - 1
1 4 4 = 4
1 1 2 3 2
1 5 1 2 2
Toplam 10 20 45 i1 29

Tablo 8, 9, 10 ve 1l1’'den anlagilabileced§i gibi, en yilkeek
ovaryum cevabi tek enjeksiyon geklinde 75 iii. HMG verilen
grupta belirlendi(Resim 5). Bu grupta hayvan basina ortalama
korpus luteum sayisi 42.8+6,30 ve follikil =sayizi B.51+3.65
olarak saptand:i.

Diger gruplardaki hayvan basgina ortalama korpus luteum ve
follikil sayilari sirasiyla 76 iiti. PMSG grubunda 29.2+5,71 va
7.4+2,28; 150 tv, PMSG grubunda 27.0+6.590 ve 13.5+3,49; 200 1U.
PMSG grubunda 23.246,80 ve 9.2+2.61; Ug enjekziyonla 75 10, HMG
verilen grupta 46.7+10.24 ve 4.4+1.61; 100mg. Clomiphena citrats
grubunda 5.6+1,45 wve 6.0+1,16; 150 mg. Clomiphene citrate
grubunda 4.94+0,.89 ve 7.7+1.,54; Kontrol grubunda iss 7.4+0.76 v=s
3.1+D,78 oldu.,
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Tablo 12. PMSG ve HMG gruplarinda toplam gvaryunm

_—LBaksiyonlari,
75i0. PMSG _15010. PMSG_ 200iu. PMSG 3Enj. HMG Tek Enj.HMG

n Fol €C1. n Fol. Cl. n Fol. Cl. n Fol Cl. n Fol.Cl._
10 74 292 10 135 270 10 92 232 10 44 467 10 85 428_
Fol.: Follikil; (Cl.:Corpus luteun.

Tablo 13. Clomiphene citrate ve Kontrol gruplarinda toplam
pvarvum reakzivonlary.

100 mg., CT,C, 150 mg., C.C, Kontrol
n Fol. Cl, n Fol. Cl. n Fol, 21
10 60 56 10 17 49 10 21 74

C.C.: Clomiphene citrate.

Dvulaeyon oranlarinin ige, 756 iti. PMSG grubunda % 79.78; 150
ity. PMSG grubunda % 66.67; 200 iti. PMSG grubunda % 71.60; 3
eanjeksiyonla HMG wverilen grupta % 91.39; Tek enjeksiyonla HMG
verilen grupta % 83.43; 100 mg. Clomiphene citrate grubunda
%48.28; 150 mg. Clomiphene <c¢itrate grubunda %38.89; Kontrol
grubunda % 70.48 olduf§u hesaplandi.

4.1.2. Kazanilan hiicre =ayilari: g grup halinds 20

tavsanda uterus yikamasi ile elde edilen toplam hicre (=zajlikli
embryo, dejenere embryo ve ovum) =ayilari, Tablo 14‘de gb6ridldigd

gibidir (Resim 6).
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Tablo 14. Uterus yaikamalary sonucunda kazanilan higcre savilari.

7516 15016 200186 HMG HMG 100mg 150mg K.
n PMEG n PMSG n PMSG n 3enj. n Teenj n C.Cs, n C.Cs n
118 1 - 1 - 1 59 1 3 1 5 1 -1 7
1 = 1 9 1 ) 1 22 1 14 1 - 1 - 1 3
] 52 1 4 1 10 1 2 1 43 1 - 1 = 1 =
1 5 1 1 1 - 1 49 1 2 1 - 1 2 1 5
1 45 3 - 1 - 1 27 1 52 1 - 1 2 1 =
1 3 1 17 1 19 1 18 1 7 1 3 1 = 1 3
1 12 13 - 1 - 1 4 1 3 1 21 1 .1 9
1 10 1} - 1 14 1 19 13 53 1 - 1 1 1 6
1 10 3 2 1 10 1 10 1 g8 1 2 1 =1 =
i1 42 1 1 1 2 1 17 1 22 1 - 1 = 1 =

Top. 10 197 10 34 10 61 10 228 10 208 10 12 10 6 10 33 _

Top.: Toplam. K.:Kontrol.

Tim uygulamalar sonunda en fazla hicre kazanilan grup, 3
enjeksiyon geklinde 75 iti. HMG verilen grup (228 hicre) oldu.  Bu
grupta kazanilan hiicre sayisi ile ovulagyon odaklar:
kargilagtirildiginda hicre kazanma orani %48.82 olarak
hesapland:.

Diger gruplarda kazanilan toplam hicre sayisi ve kazanilma
orani séyle oldu: 75 fti. PMSG grubunda 197 hicre (% 67.47); 150
iti. PMSG grubunda 34  hiicre (% 12.59); 200 it. PMSG grubunda 61
hiicre (% 26.29); Tek enjeksiyonla HMG wverilen grupta 208 hiicre
(248.60); 100 mg. Clomiphene citrate grubunda 12 hicre (% 21.42);
150 mg. Clomiphene citrate grubunda 6 hicre (% 12.24); ve kontrol
grubunda 33 hiicre (% 44.59).

Kazanilan hicrelerin hayvan basina ortalama deferleri 75
it. PMSG grubunda 19.7+6,07 ; 150 tU. PMSG grubunda 3.4%1.75 ;
200 1. PMSG grubunda 6.1+2,17 ; 3 enjeksziyonla HMG verilen
grupta 22.84+5,80 ; Tek enjeksiyonla HMG verilen grupta 20.8%6.63;
100mg. clomiphene citrate grubunda 1.2+0,55 ; 150 mg. clomiphense
citrate grubunda 0.6+0,26 ; Kontrol grubunda iszs 3.3+1.,05 olarak

saptandi.
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Kazanilan hiicreler igindeki déllenmemis ovum, =sadlikl:

embryo ve dejenere embryolarin sayilar: Tablo 15°de yer
almaktadar.

Taklo 15. Kazanilan toplam hicre sayiegil ve bunu olugturan

ovum zadlikly embryvyo ve dsesisners embryo Zayilaris
Tavsan Preparat Kazanilan toplam Normal Dejenere Déllenmenis
avisi ve doz hiicrs zayi=3 emb.S8yYs. Bmb,=Zays OVUmM Z3Y.,
10 7bhib. 197 127 66
PHMEG
10 15010. 34 13 20 1
PMSG
10 200it. 61 ) 45 10
FMSG
10 HMG 2 228 111 60 57
Enjak s
10 HMG Tek 208 1651 40 17
snisk.
10 cC.C. 12 2] - 4
100 mg.,
10 C.cC. 6 - 1 5
150 mg.
10 Kontrol 33 24 7 2
Toplam 80 779 440 239 100 -

4.1.3. Kazanilan ga&likli embryolarin =ayisi: Dedsrlendirms

sonunda sadlikli olduduna karar verilen embryolar ve bunlarain
kazanilan tim embryolar igindeki yizdesi gruplara gdére Tablo 16,

17 wve 18’de yer almaktad:ir.



43

Tablo 16.PMSG grubunda kazanilan normal embryo =sayieil ve

o DCanls
Tavsan 75 1U0. Tavgan 1k0 1IU0. Tavgan 200 zu,.
—savis) PMSG say131 PMSG savizy PMEG
1 17(% 94.44) 1 - 1 -
1 - 1 3(% 33.,33) 1 -
1 47(% 90.38) 1 0 1 0
1 0 1 1(%100,00) 1 -
1 28(% B4,44) 1 - 1 -
1 o 1 7(% 41.18) 1 )
1 5(% 50.,00) 1 - 1 -
1 9{% S0.00) 1 - 1 4(%28.,57)
1 10(%100,00) 1 2(%100.,00) 1 0
1 0 1 0 1 2({%100,00
Toplam 10 127(% 64.47) 10 13(% 38.24) 10 6(% 9.84)

Tablo 17.HMG grubunda kazanilan normal embryo sayigi ve

37(% 60.81)

0

DO o0

22(%100.00)

orani.,

Tavgan HMG Tavgan HMG

ZAY121 2 eniskziyon Zayilel Tek snisksiyon
1 FO(% B4.75) 1 3(%100,00)
1 17(8% 77.27) 1 0
1 0 1 29(% S80.,70)
1 44(% B89.,80) 1 0
1 1 49(% S2.45)
1 1 1(% 14,.29)
1 1 0
1 1
1 1
1 1
0 0

Toplam

-

111(% 48.68)

[y

151(% 72.60)
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Tablo 18. Clomiphene citrate ve kontrol gruplarinda
kazanilan normal embryo zayilari ve oranlaris

Tavgan 100 mg. Tavsan 150 mg. Tavgan Kontrol

zavizgy C.C, 33y181 C.Co zay1=1 grubu
1 5(%100.00) 1 - 1 7(%100,00)
1 - 1 - 1 2(%100.00)
1 - 1 - 1 -
1 - 1 0 1 0
1 - 1 0 1 -
1 0 i - 1 0
1 1{(% 50.00) 1 o 1 9(%100.00)
1 - i 9] 1 5(% 83.33)
1 2(%100,00) 1 - 1 =
1 - 1 - 1 =

Toplam 10 8(% 66.67) 10 0 10 24(% 72.73)

Saglikla embryolarin hayvan basina ortalama degerleri 75
iti. PMSG grubunda 12.7+5,32 ; 150 1U. PMBG grubunda 1.310.71 ;
200 i8.PMSG grubunda 0.640.62 ; 3 enjeksiyonla HMG verilen grupta
11.1+6,23 ; Tek oniekziyonla HMG verilen grupta 15.1%6.24
100mg. Clomiphene citrate grubunda 0.8+p,51 ; 150mg. Clomiphens
citrate grubunda 0 ; Kontrol grubunda ise 2.4+1,08 oplarak
saptand:i (Resim 7).

8aflikly embryolarin gelisim devreleri Tablo 19'da ver

almaktadair.

Tablo 19. Kazanilan sadlikl: embryolarin geligim devreleri.

Uygulama Kompakt Geg Expanded
Gruplara Morula Blastosist Blastosist Blastosist_
75 1U.PMSG 1 17 24 85

160 16.PMSG 2 7 2 2 _
200 16 .PMSG 1 1 3 1 "
HMG 3 Enjek. 1 57 17 36 _
HMG Tek Enj. 6 18 22 1056 _
100mg. C.C. - 2 1 5 .
150mg. C.C. - - - - _
Kontrol 3 5 2 14
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96 saatlik embryolarin bulunmasi gereken geligme dénemi
olarak, expanded blastosist (Resim 8) devresi kabul edildigi
igin, bu safhadaki embryolarin toplam sa@§likli embryolar igindeki
oranl hesaplandi. Bu oran 75 ii. PMSG grubunda %66.93 ; 150 Td.
PMSG grubunda %15.38 ; 200 it#i. PMSG grubunda %16.67 ; 3

enjekeiyonla HMG verilen grupta %32.43 ; Tek enjeksiyonla HMG
verilen grupta %69.54 ; 100 mg. clomiphene c¢itrate grubunda
$62.50 ; 150 mg. clomiphene citrate grubunda 0 ; Kontrol grubunda
ise %58.33 oldu.

4.1.4. Ovum ve dejenere embryo sayilari: Qvum ve dsjisnsra

embryolarin hayvan basina ortalama sayis1 gruplara gbre gdyle

r

oldu: 75 iii. PMSG grubunda 7.0+ 0,75 : 150 t4, PMSG grubunda
2.1+1,04 ; 200 1U.PMSG grubunda 5.5+1,55 ; 3 eniskziyonla HMG
verilen grupta 11.7+2,63 ; Tek enjekziyonla HMG verilen grupta
5.741.73 ; 100mg. clomiphsne citrate grubunda 0.4+0.04; 150mg.
clomiphene citrate grubunda 0.6#0,26 ; Kontrol grubunda 0.9:0.54.

Dejenere embryolarin (Resim 3,10 ve 11) geligim devreleri

Tablo 20’de g6ridldigid gibidir.

Tablo 20. Dejenere embryolarin geligim devreleri.

Morula Blaztosist Exp. Blastozizt

75 i .PMSG ) 7 54 .
180 1ii.PMSG 4 B 11 .
200 iii.PMSG 27 14 4 _
HMG 3 Enjek. 42 14 4 _
HMG Tek Enj. 32 - 8 _
100mg. C.C. - - - _
150mg. C.C. 1 - -

Kontrol 7 - -

Kazanilan ovum ve embryolarin sayisina dayanarak yapilan
hesaplama ile fertilizasyon oranlari 75 1§ .PMSG grubunda %¥97.97 ;
160 . PMSG grubunda %97.06 ; 200 it. PMSG grubunda %83.61 ; 3



46

enjeksiyonla verilen HMG grubunda %75.00 ; tek enjeksiyonla
verilen HMG grubunda %91.83 ; 100mg. clomiphene ecitrate grubunda
¥66.67 ; 150mg. clomiphene citrate grubunda %16.67 ; Kontrol
grubunda ize %93.94 olarak gaptandi.

4.2. Transfer ve Gebelik oranlari: Tim bu cgalismalarin

sonunda yapilan istatistikil hesaplamalarda 75 iti. dozda PMSG ile,
756 1. dozda ve tek enjeksiyonla verilen HMG preparatlar:
arasinda dnemli bir fark gorilmedi. Buna radmen gerek oavaryum
cevabi (Tablo 8 ve 9) ve gerekse =zadlikli embryo sayisi agisindan
(Tablo 15) elde edilen matematiksel gorinidme bakilarak,
galigmamizdaki en iyi siperovulatdr ajanin 75 it8i. dozda ve tek
enjekelyonla uygulanan HMG preparati olduju kanaati dofdu.

Bu preparatin gebelik orani i{izerine etkisini incelemsk
amaciyla deneme ve kontrol grubu olmak dzere iki grup

olugturuldu.

4.2.1. Deneme grubu: & yerici, 10 alic: olmak izers toplam

15 digi tavganin kullanimi planlanan bu grupta verici tavsanlarin

ovaryum reakesiyonlari ve bu hayvanlardan kazanilan embryo s=sayisi
Tablo 21’de g6rildigi gibi oldu.

Tablo 21. Verici tavsanlarda saptanan ovaryum reaksiyonlara
ve utesruz yikamzasi yontemi ile kazanilan smbryo zayisi.

Ovaryum cgvabi Kazanilan embrvo s=ayisi
Sag ov. Sol ov. fad kornu 2ol kornu
¥} 1, Fol. Cl. Fol.
1 22 - 15 2 = -
1 7 7 S 3 2 )
1 3 2 Atrofiys 1({(Dai.) -
1 12 2 g8 2 7 7
1 18 - 19 - 14 19
Toplam & 62 11 51 14 30 i5
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Tablodan da anlagilacadi gibi, b5 verici tavganda toplam
olarak 113 korpus luteum, 25 adet follikil tespit edildi ve 1
tanesi dejenere olmak lizere toplam 65 embhryo kazanild:r ve G4
gadlikly embryo 7 aliecir tavgana transfer edildi. Fakat bu
transferlerin sonucunda gebelik elde edilemedi. Alaica
tavganlardaki ovaryum reaksiyonlari ve transfer edilen embryo

sayisi Tablo 22°’de yer almaktadir.

Tablo 22. Alici tavganlarda gdzlenen ovaryum reaksiyonlara
va transfer sdilen smbryo =Sayizi.

Ovaryum cevabi Transfer edilen Dogan yavru

S8af ov. Sol ov. embryo sayi=sa sEaylel

n €l, Fol, Cl, Fol, 534 kor. Sol kor.,

12 - 2 - 4 3 -

1 5 - 1 - 5 ) -

1 6 - 5 - 7 & -

1 4 - 4 - 5 5 -

1 1 - 4 - ] ba) -

1 2 - 2 - 3 3 -

1 1 - 5 - 2 7 -
Toplam 7 21 - 23 - 30 24 ~ "
4.2.2. Kontrol grubu: 5 varici ve 5 alici olmak lzers
toplam 10 tavganin kullanimi planlanan bu gruptaki verici

hayvanlarda gdzlenen ovaryum reaksiyonlari ve elde edilen embryo

sayilari Tablo 23°de yer almaktadir.




48

Tablo 23. Verici hayvanlardaki ovaryum reaksiyonlari ve
aldes sdilen embryo sSayilarie.

Ovaryum cevabi Kazanilan embryo
Saf ov. Sol ov. gaylgl
nt, Fol, Cl. Fol,. a8 kornu Sol kornu
1 7 2 5 4 5 4
1 4 3 7 2 3 B8(1°i doi)
1 3 2 5 1 3 4
1 - - - - - -
1 - - - - - -
Toplam 5 14 7 17 7 11 16(1°1 dej)

Tablodan da anlagilaca#$: gibi, bu grupta yer alan 5 verici
tavganin ovaryumlarinda 31 korpus luteum ve 14 follikil tegpit
edilerek, 1 tanesi dejenere olmak lzere toplam 27 embryo
kazanildi ve 26 sadlikli embryo 3 alici tavsana transfer edildi.
Bu uygulamalar sonrasinda alici tavsanlardan biri gebe kalarak 1
adet 61id vyavru dodumunu gergeklestirdi. Alieca tavganlardaki
ovaryum cevabi, transfer edilen embryo sayisi ve dogan yavru

sayis1 Tablo 24’'de yer almaktadair.

Tablo 24. Aliecy tavganlardaki ovaryum reaksiyonlars:,
- transfer edilen embryo ve dofan yavru sayllari.
Ovaryum cevaba Transfer edilen Dogan yavru
Sa% ov. Sol ov. embryo sayis: gay1sl
n 1, Fol., Cl. Fol. Ba8 kor., Sol kor.
1 _ & 2 2 2 6 2 -
1 4 - 2 - 5 5 1(51a)
14 3 ) 4 2 4 -
Toplam 3 13 5 10 6 14 12 1(d1a)
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6. TARTISMA VE SONUC

Hayvan 1elahi agizindan biyik 6nem tagiyan embryo transferi
ve bununla 1l1gili teknikler son yillarda oldukga
geligtirilmigtir. Bu tekniklerin uygulanmasinda gerekli oldugu
diginilen siperovulasyon iglemi 1ise, elde edilecek gonug
agizindan hala belirsizligini korumaktadir. Embryo transferinin
genetik seleksiyon amaciyla et, =sit ve kombine =181r ark:a
yetigtirmelerinde fayda sadladidi ve bu yéntemden yararlanilan
programlarda kazanilan genetik gelismenin, aligilmig test
programlari ile elde edilene kiyasla ortalama iki kat: kadar daha
fazla oldudu genetikgiler tarafindan bildirilmektedir (63).

Dedigik siperovulasyon yéntemleri kullanarak, laboratuvar
gartlarinda en 1yl siperovulasyon tedavisinin belirlenmesi ve
daha fazla sayida, =a§likli embryolar Kkazanilmasi amaglanan bu
galigmada, 7 deneme ve 1 kontrol olmak izere 8 grup olugturulmug
ve tim gruplarda embryo kalite ve kantitesi incelenmigtir.

Tek enjeksiyon seklinde 75, 150 ve 200 it. dozlarda PMSG
uygulanan gruplardaki tavsanlarain ovaryumlarinda sirasiyla toplam
366 (74 follikial + 292 korpus luteum), 405 (135 follikil + 270
korpus luteum) ve 324 (92 follikil + 232 Kkorpus luteum) adet
olugum belirlenirken, ovulasyon oranlari %79.78, %66.67 ve %71.60
olarak hesaplanmigstir. Calismada idg¢ farkli dozda PMSG uygulanan
hayvanlarda belirlenen follikidl sgayilari, Illera ve ark.(29)°
larinin 120 iti. PMSG kullanarak saptadiklari olumsuz bir veri
olan 46.7+4,58 follikiil sayizindan gok daha disik olmustur.

Yapilan uterus yikamalari sonucunda bu gruplarda sirasiyla
197 (19.7+6.,07), 34 (2.,4+1.75) ve 61 (6.1%2,17) +tane hicre
kazanilirken, hicre kazanma oranlari %67.47, %12.59 ve %26.29

Ll Ul Dk
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olmug ve kazanilan hicrelerden 75 iti. PMSG grubunda 193 tanesinin
(£97.97), 1650 iti. PMSG grubunda 33‘’inin (%$97.06) ve 200 it. PMSG
grubunda ise 51‘inin (%83.61) fertil oldufuna karar verilmigtir.
PMSG grubunda gerg¢eklesen bu fertilizasyon oranlari gerek Kkendil
iglerinde gerekse kontrol grubu ile kiyaslandifainda, farklar
igtatietiki agidan énemli olmamigtir.

PMSG grubundaki ortalama korpus luteum gsayilarinin
birbirlerine gok yakin , buna kargin follikil sayilarinin 75 ib.
PMSG grubunda digerlerinden daha disik oldudu, fakat bu farkin
igtatietiki agidan dnemli clmadify saptanmigtair. Ovulasyon
oranlari incelendidinde ise , 75 iti. PMSG grubunda difer iki
gruba gdre daha yiksek bir ovulasyon crani elde edilmig ve bu
fark da istatistiki agidan dénemlil olmamigt:ir.

Kontrol grubumuzda elde edilen korpus luteum =sayig: (74
adet) ile 75 (P<0.01), 150 (P<0.01) ve 200 iBi. PM8G (P<0.05)
gruplari arasindaki fark istatistiki agidan onemli olurken,
kontrel grubundaki ovulasyon orani (%70.48) ile 75 we 200 1i0.
PMEE grubu lehine, 160 it. PMSG grubu aleyhine olan fark
istatistilki agidan énemli bulunmamigtair.

PMSG gruplarinda belirlenen sirasiyla 29.24+5,71, 27.0+6.90
ve 23.2+6,80 ortalama korpuz luteum vaerilsrinin, 150 iU, PMSG va
50-75 iti. HCG uygulayan Kiligodlu ve ark.(327)’nin gaptadif: 1943
korpus luteum verilerinden daha iyi ocldudu, yine 225 iti. PMSG’yl
tek ve 3 enjeksiyon geklinde uygulayan Pabugguoglu (50)’ nun elde
ettigi veriler olan 17.53+4,99 ve 15.5+3.59 korpuz luteum
dederlerinden igse oldukga yiksek oldudu gérilmistir. Bununla
beraber, her (¢ aplikasyonla elde edilen wveriler, PMSG’ yi tek
enjeksiyonda 200 iti. ve 3 gin boyunca &0 iB./gin olmak lzere
iki gekilde uygulayan Adams (2)’1in saptadidi, sirasiyla ortalama
61(35-96) ve 38.5(6-135) adet korpus luteum gayisindan oldukga
diigdik olarak gergeklegmigtir.
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PMS8G preparatlarini 225 ve 300 itH. dozlarda 3 enjekesiyon
geklinde kullanan Gabler (19)’in, sirasi ile saptadiga
%91.6 ve %100.0 ovulasyon oranlar:i , arastirmada 75, 150 ve 200
tii., PMS8G dozlar: 1le elde edilen sirasi ile %79.78, %66.67 ve
%71.60 ovulasyon orani verilerinden yiksek gérilirken, ayni
aragtiricinin 120 iii. PMSG ile kazandig: %58.8°1ik veri,
deYerlerimizden disik sekillenmistir. Bununla beraber Illera
ve ark.(29)’nin 120 iti. PMSG kullanarak elde ettikleri ortalama
26.6+2,8 korpus lutsum veri dederi, 150 10, PMEG kullanilan
grupta saptanan dedere (27+6.90) benzer iksn, ayni: arastirica
tarafindan hesaplanan ovulasyon orani(%56.9), her (g grubumuzda
belirlenen ovulaszyon orani delerlerinden digik kalmigtir. Ayni
durum 6zkoca ve ark.(49)’nin 150 iti. PMSG ve 100 iti. HCG ile elde
ettikleri ortalama 10.0+4,12 plan korpuz lutsum verilsrinde da
gbrilmektedir.

FMSE grubunda kazanilan hicre =ayilar: birbirleri ile
kargilagtirildigainda, 75 iti. PMSG grubu lehine olan fark
istatistikl yédnden de énemli bulunmustur(P<0.05). Bu gruplarda
kazanilan hiicre sayilari, kontrol grubunda elde edilen hicre
gayirs1 lle (33 adet, ortalama 3.3+1,086) kargilagtirildidinda
igse, 75 iti. PMSG grubu lehine olan fark istatistiki yénden d&nemli
olurken (P<0.05), 150 wve 200 iti. PMSG gruplar: ile olan farkin
dnemli olmadid:i saptanmigtir.

Embryo gayilari incelendiginde, 75 iU. PMSG grubunda elde
edilen 193 adet (ortalama 19.3+(,12) smbryo =zayizi, 150 18, PMEG
kullanan &zkoca ve ark.(49)’nin kazandiklari ortalama 5.0+5,80
embryo sayisindan oldukga fazla iken, 200 iti. PMSG grubundaki
5.1+2,20 adst embryo sayi=1 ayni arastiricilarin verilerine gok
yakin, buna radmen 150 iti. PMSG grubundaki deferler ige
(2.341,77) daha digik gergsklesmigtir., Yins 75 1. PMEG ile

kazanilan ve en yiksek deder olan 19.346,12 ortalama embryo
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sayisi1, ayni dozda PMSG kullanan Hatton ve ark.(28) ile 120 1id.
PMSG kullanan Illera ve ark.(29)’nin wverilerinden daha digik
olmustur.

Kazanilan =a8likla embryolar PMSG gruplarinda sairasaiyla 127
{¥64.47), 13 (%38.24) ve 6 {(%9.84) olarak saptanmig, 75 ve 150
iti. PM8G gruplari arasindaki fark énemsiz bulunurken, 75 ve 200
id. PMSG gruplari arasinda 756 idi. PMSG 1lehine olan fark
iztatiatiki agidan é&nemli (P<0.0B), 150 ve 200 1. PMSG gruplar:
arasindakl fark ise odnemsiz olmustur. Sadl:ikla embryolarain
vizdelerl agizindan, kontrol ile 75 ve 1B0 iti. PMSG gruplara
arasindaki farkin énemli olmadidi, buna kargin kontrol (24
adet, %72.73) ile 200 iti. PMSG grubu arasindaki kontrol grubu
lehine clan farkin oldukga dnemli oldugu (P<0.01) saptanmistair.

96 =aatlik embryoclarin bulunmasi gereken devre olarak
expanded blastosist dénemi kabul edildifi igin, kazanilan
zaflikli embryolar iginde bu dénemdeki embryolarin sayisr &nem
tagimaktadir. Expanded blastosist gsayisi (g farkli PMSG grubunda
gi1ragiyla 85 (%66.93), 2 (%15.38) ve 1 (%16.67) adet olarak
saptanirken, 7% tt. PMSG grubundaki yizde, diferlerine gére
iztatietiki agidan énemli (P<0.05), 150 ve 200 iii. PMSG gruplar:
arasindaki oran ise benzer olmugtur. Kontrol grubu (%58.33) ile
deneme gruplari kargilagtirildiginda, 160 ve 200 ib. PMSG
gruplari aleyhine olan fark istatistiki agidan énemli (P<0.05h),
75 id. PMSG grubu lehine olan fark ise 6nemsiz olmusgtur.

Tek ve (¢ enjeksiyon seklinde iki ayri yéntemle 75 iti. HMG
uygulanan tavsanlarin ovaryumlarinda sirasiyla toplam 513 (85
follikil + 428 korpus luteum) ve 511 (44 follikil +467 korpus
luteum) adet olugum belirlenirken, ovulasyon oranlari %83.43 ve
%91.39 olarak hesaplanmigstir.

HMG*yi toplam 75 1iti. dozda ve 3 enjeksiyon geklinde

uygulayan Gabler (19), ovulasyon oranlarini son enjeksiyondan 24
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ve 48 saat sonra HCG uyguladidi gruplarda sirasi 1ile %79.2 ve
$100.0 olarak bulurkean, ilk wveri g¢alismamizda elde edilen
deferlerden diigiik olmasina radmen, ikinci deder oldukga yiksek
gergeklegmigtir.

Yapilan uterus yikamalari sonucunda tek ve 3 enjeksiyon
gruplarinda sirasiyla 208 (20.8%5,63) wve 228 (22.8+F,80) +tans
hiicre kazanilirken, hiicre kazanma oranlari %48.60 wve %48.82
olarak belirlenmnig ve kazanilan hicrelerin tek enjeksiyon
grubunda 191 (%91.83), 3 enjeksiyon grubunda ise 171 tanesinin
(%¥75.00) fertil olduduna karar verilmigtir. Bu fertilizasyon
oranlari kontrol grubu (%93.94)ile kargilagtirildifinda, aradaki
fark 1statistikil agidan ©énem tagimamigtir. Kazanilan embryo
sayisi1 agisindan ise HMG gruplari arasindakil fark odnemeiz,
kontrel grubu ile tek enjekesiyonla HMG wverilen grup arasindaki
HMG grubu lehine olan fark &nemli (P<0.05) olmustur.

Elde edilen ovulasyon oranlar: (%¥832.43 wve %91.39) ve
kazanilan ortalama embryo sayilar:i (19.1+6,84 wva 17.146.73)
Illera ve ark.(29)‘nin HMG uygulamalarindan elde ettidi ovulasyon
orani: (%65.9) wve kazanilan ortalama embryo sayis: (30.8+4,3)
deferleri ile karsilastirildiginda, ovulasyon orani. dederlerimiz
oldukga yiksek gdrindrken, embryo sayilari ise dugik kalmistir.

HMG grubunda elde edilen sonuglar birbiriyle
kargilagtirildidinda, ovaryumlarin ortalama reaksiyon verileri
gok benzer bulunmug ve (¢ enjeksiyonla HMG uygulanan grup lehine
olan korpus luteum deferleri farka (3.9+3,94) ils ovualazyon
oranlari farki (%7.%6) istatistiki agidan énem tagimamigtir.
Kontrol ve deneme gruplari, korpus luteum sayilar:i agisindan
karsilastirildigdinda 1izse deneme gruplari 1lehine olan fark,
iztatistiki agidan oldukga dnemli [3 enjeksiyon (P<0.01) ve tek
enjeksiyon (P<0.001)] bulunmug , kontrol grubunda gergeklegen

ovulasyon orani (%70.48) HMG gruplarindan daha digik olmasina
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ragmen istatistiki agidan énem tasimamigtir.

Her iki HMG grubundaki follikil sayilari eirasiyla ortalama
8.5+3,65 va 4.4+1.61 olarak belirlenirken, bu dsdsrler Illsra ve
ark.(29)’nin bildirdi§i ortalama dB8.8+4.0 ds&esrinden oldukga
digik gergeklesmistir.

Bu gruplardaki ortalama 42.8+6,320 ve 46,7+10.24 korpus
luteum verileri ise, 75 iHi. HMG’yi 3‘e bdélerek aplike eden
Ahmad(3)’1n elde ettigi ortalama 48.66+18,21 korpus 1uteum
de%erine oldukga yakin iken, 12 saat arayla alti enjeksiyonda
toplam 60 1. HMGE uygulayan Illera ve ark. (29)‘nin =aptadig:
32.2+3,8 korpus lutsum dedsri ils karsilastirilinca daha vyilkssk
oldudu goérilmistir.

Kazanilan saglikly embryo =ayilari tek ve 3 enjeksiyonla
uygulanan HMG gruplarinda sirasiyla 151 (%72.60) ve 111 (%48.68)
adet bulunmug, embryo yizdeleri arasindaki fark iki grup
igerisinde oldudu gibi, kontrol grubumuzda elde edilen gaglikl:
embryo yizdesi (24 adet, %72.73) ile de Onemsiz olmustur. Tek ve
3 enjeksiyon gruplarinda sirasiyla %69.54 (106 adet) ve %32.43
(36 adet) olarak saptanan expanded blasgtosist yiizdeleri
arasindaki fark, kendi iglerinde oldufu gibi kontrol grubu ile de
dnemziz bulunmusgtur.

100 ve 150 mg. dozlarda C.C. wverilen galigmanin bu
béliminde, tavsanlar izerinde C.C.’1n siperovulatdr etkisiyle
ilgili kaynak bulunamadidindan, kazanilan sonuglari tartismak
mimkin olamamistir.

Bu grupta kazanilan ortalama 5.6+41,45 va 4,9+0.89 korpus
luteum verileri, birgok aragtiricinin (3,29,37,49,50) PMSG ve
HMG ile tavganlarda elde ettigi verilerden oldukga disik olmug ve
bu dederler kontrol grubunda saptanan 7.4+0,76 korpus lutsum
verisi ile karsilastirildidinda,100 mg. C.C. aleyhine clan fark
dnem tagimazken, 150 mg. C.C. aleyhine olan fark istatistiki
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agidan énemli olmugtur(P<0.056).

Yspilan uterus yikamalariyla 100 ve 150 mg . c.C.
gruplarinda sirasiyla 12 (1.240.55) ve 6 (0.6%0.26) adet hicre
kazanilirken, kazanma oranlari %21.42 ve %£12.34 alarak
belirlenmig ve elde edilen hicrelerin 100 mg. C.C. grubunda 8
(%¥66.67), 150 mg. C.C. grubunda ise 1 tanesinin (%16.67) fertil
olduduna karar verilmistir. Bu iki grup arasindaki fertilizasyon
oranlari farki da istatistiki agidan énemli bulunmugtur (P<0.056).
Bu oranlar kontrol grubu 1ile (%83.94) karsilagtirildiginda ise,
150 mg. C.C. grubu aleyhine olan farkin, istatistiki yonden
oldukga &énemli oldugu saptanmigstir(P<0.001).

Kazanilan embryolar morfolojik olarak
deerlendirildiklerinde, 100 mg. C.C. grubundakilerin hepsinin
gsa§likli ve bunlardan E*inin (%62.50) expanded blastosis=st
olduljuna karar verilirken, 150 mg. C.C. grubundaki embryonun
dejenere oldudu saptanmigtir.

Klomifen eitrat kadinlarda sliperovulasyon amaciyla
yaklagik olarak & veya 7 gin Dboyunca uygulanmakta ve vyeterli
gonuglar elde edilmektedir (4). Tavsanlarda ise bir defal:ik per
os aplikasyonun, gliperovulasyon amaciyla yeterli olmadifa
gonuglardan anlagilmaktadir. C.C.’1n 100 mg. 11k dozu gerek
fertilizasyon , gerekse saflikli embryo ve embryolarin bulunmagl
gereken geligme dénemi oranlari agisindan oldukga 1iyi sohuglar
vermesine ra¥%men, bu doz 1le =saptanan ovaryum reaksiyonu ve
kazanilan toplam embryo sayisi bakimindan tatminkar sonuglar
elde edilememig ve 1560 mg. C.C. wuygulamasi1 1ile saptanan
gonuglar ize, her bakimdan ¢ok daha diigik olmustur. Bu dozlarain
birkag gine bélinerek tavganlarda uygulanmasi ve sonuglarin
aragstirilmasi gereklilik goéstermektedir.

Calismamizda elde edilen tim veriler incelendiginde, 75 ib.

PMSG’nin dider PMSG doz <seviyelerine tercih edilebilir oldudu
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gorilmektedir. Kullanilan PM3G dozu arttikga, gerek =aflikla,
gerekee normal geligim devresindekl embryo sayisinda meydana
gelen digisg, gf181rlarda yapilan g¢aligmalarda da dikkati
gekmektedir (1,62). Embryo +transfer galismalarainin tnemli
asamalarindan biri olan siperovulasyonun, embryo kaliltesl ve
kantitegl dzerinde etkili oldufu ve bilhassa morula devresi ve
daha ileri dénemlerdeki embryolarda dejenerasyonlar olugturdufdu
gbrigid (26), galigmamizda da dejenerasyonlarin 6zellikle morula
devre=zindeki embryolarda meydana geldidi gézlemi ile paralellik
gbietermektedir. Bilhassa uterus yikamasi sonucu en gok hiicrenin
kazanildig:s g enjeksiyonla 75 . HMG verilen grupta,
dejeneragyonun daha fazla oldugu dikkati gekmigtir. HMG
uygulamalarinda toplam dozun birkag aplikasyonda verilmesinin
daha iyl =onuglar Kazanilmasinda gerekli oldudu bildirilmesine
ragmen(19,29), galigmamizda tek enjeksiyonla HMG uygulamasindan
da yeterli sonuglar elde edilebilicedi ve hatta bu gruptaki tim
verilerin dider gruplara istin oldudu gérilmig wve bu uygulama
tavganlarda aiperovulasyon amaciyla tavsiye edilebilir olarak
defderlendirilmigtir.

Sonuglara gére en uygun preparat olarak dederlendirilen 75
i. dozda ve tek enjeksiyon geklinde uygulanan HMG’nin, gehelik
orani ildzerine etkisini belirlemek amaciyla clugturulan deneme ve
kontrol grubunda 96 saatlik embryclarla ydritilen tranafer
zaligmalarindan zadece kontrol grubunda bir tavganda gebelik elde
edilmig ve 1 adet 614 yavru dogmustur.

Elde edilen bu s=onug, siperovule embryolarin %54.5‘unun
canli yavruya geligstigini bildiren Maurer ve ark14911e difer
aragtiricilarin (2,44) verileri 1ile Kkargilastirildiginda ¢ok
disik kalmaktadir.

Tavganlarda implantasyonun vyaklasgik 63/4 glinde meydana
geldidini bildiren Kraemer ve Bowen (39),geg¢ dbénem hlastosistlere
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gére morula veya erken blastosistlerin transferinden daha 1iyi
gonuglarin elde edilebilecedini, giftlesmeden 51/2 _g ginden daha
ileri dénemlerdeki wuterus yikamalar:i: sirasinda, embryolarda
rupturlarin meydana gelebilecedini ve bu durumun da implantasyon
igin zararli olabilecedini ifade etmiglerdir. Caligmasmizda 96
gaat va daha ileri dénemde embryolarin (expanded blastosist)
kazanildigi ve transfere kadar gegen sirenin de etkisi géz énine
alindiginda, elde edilen gebelik sonuglarinin son derece disik

olmasil, ancak bu gekilde agiklanabilmektedir.
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6. BZET

Tavganlarda en uygun siperovulatdér preparati segmek 1igin
planlanan bu galigmada, PMSG, HMG, C.C. preparatlarinin farkl:
uygulama ve dozlarinin etkileri toplam 7 deneme ve bir kontrol
grubunda aragtirild:.

Siperovulasyon ¢alismalari amaciyla her grup ig¢in 10°ar
tavgan olmak izere toplam 80 digi ve bu hayvanlarin
tohumlanmasinda B8 erkek tavsan kullanildi. En iyl sonuglari veren
siperovulatér preparat ve dozun segiminden sonra, bu preparatin
gebelik orani dzerine olan etkisini deferlendirmek amaciyla da
toplam 25 digi tavganin kullanimi: planlandi.

EMSG‘nin 75, 150 ve 200 iti. dozlari tek enjeksiyon seklinde
HCG ile kombineli olarak uygulandi ve aplikasyondan 86 =zaat =onra
laparatomi ile ovaryumlardaki olugsumlar tespit edilerek
hayvanlarin timinde uterus yikamasi gergeklegtirildi. 75 it. FM3G
verlilen gruptaki tavganlarin ovaryumlarinda ortalama 36.6+7,99
adet olusum (follikil + korpus luteum) saptanirken, bunlardan
ortalama 7.4+2,28 +tanezi patlamamiz follikil, 29.2:5.71 tansesi
ise korpus luteum idi. Bu grupta ovulasyon orani %79.78 olarak
belirlendi.

150 iHi. PMSG grubunda bu deferler ortalama 41.1+10,329
toplam olusum, 13.5+3,49 follikil, 27.0#6.90 korpuz  lutsum
seklinde iken, ovulasyon orani ise %66.67 oldu.

200 iB. PMSE grubundaki dederler ortalama 32.4+35,41 +toplam
olusum, 9.2+2,61 follikidl ve 23.2+6.80 korpug luteum olarak
belirlenirken, ovulasyon orani da %71.60 olarak saptand:.

HMG’nin 75 iti. olarak tek enjeksiyonla uygulandi§i grupta
ortalama 51.34+9,95 olugum zaptanirken, bunlarin 8.,5+3.65 adeti

patlamamis follikial, 42.8+5,30 +tanezi ize korpuz luteum olarak
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belirlendi ve ovulasyon orani da %83.43 o0ldu. HMG’nin ag
enjekeiyonla verildidi grupta 1ise ortalama 51.1+11,85 toplam

olugum, 4.4+1,61 follikil, 46.7+1D0.24 korpus lutsum =zaptandir ve
ovulasyon orani da %91.39 olarak belirlendi.

C.C."1n per o= 100 mg. dozda verildigi grupta ortalama
11.6+2,61 adet olugum saptanirksn, bunlarin 6.0+1.16 +tane=inin
follikil, 5.6+1.45°inin i=ze kKorpus luteum oldudu belirlendi ve
ovulasyon orani %48.28 olarak tespit edildi. 150 mg. C.C. verilen
grupta ise bu deferler  12.6#2,43 toplam olugum, 7.7+1.54

patlamamig follikil ve 4.9+0,89 adet korpus lutsum gsklinde iken,
ovulasyon orani da %38.89 olarak saptand:i.

Sadece 100 fii. HCG’'nin ovulasyonu stimile etmek amaci ile
verildigi kontrol grubunda ise ortalama 10.5+1,54 adet olugum,
bunlarin 3.1+0,78 adeti patlamamig follikil, 7.4+0.76 adsti de
korpus luteum geklinde dederlendirilirken, ovulasyon orani %70.48
olarak hesaplandi.

Yapilan uterus yikamalari sonucunda, 75 iti. PMSG grubunda
hayvan basina ortalama 19.7+6,07 adst hicre kazanild: va
bunlardan 7.77+4,35 adsetinin ovum ve dejensers embryo, 12.715.32
tanesinin de saflikli  embryo oldufju belirlendi. Saglikla
embryolarin (toplam 127 adet) 1 tanesi kompakt morula, 17’=si
blastosist, 24’'i geg blastosist, B85 adeti de expanded blastozist
geligim devrelerindeydi.

160 iti. PMSG grubunda hayvan basina ortalama 3.4+1,75 adst
hicre kazanilirken, bunlardan 2.1+41,62 adsti ovum ve dejensers
embryo, 1.3+40.,732 tanesi izm zadlikla embryo plarak
dederlendirildi. Say§likli embryolar (toplam 13 adet), 2 kompakt
morula, 7 blastosist, 2 geg blastosist ve 2 adet expanded
blastosist gelisim ddonemindeydi.

200 it. PMSG grubunda ize hayvan bagina ortalama 6.1+2,17

adet hiicre kazanilairken, 5.5+1,7% tanezi ovum ve dejenare smbryo,
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0.640,42 adsti de =zadlikli smbryo olarak belirlendi. Sadlikl:a
enbryolarin(toplam 6 adet) geligim devreleri ise, 1 adet kompskt
morula, 1 adet blastosist, 3 adet geg blastosist ve 1 adet
expanded blastosist idi.

HMG'nin tek enjeksiyonla verildidi grupta ise ortalama

20.846.62 adet hicre kazanild:i ve bunlardan 5.7+1,72 tanszi ovum
ve dejenere enbryo, 15.146,24 +tanesi ise =adlikli smbryo olarak
belirlendi. Sa8likli: embryolarin (toplam 151 adet) geligim
devreleri ize 6’1 kompakt morula, 18’1 hlastosist, 22’si geg
blastosist ve 105 tanesi de expanded blastogiat olarak
deferlendirildi.

g enjeksiyonla HMG verilen grupta ige ortalama 22.8+5,80
adet  hicre kazanilirken, bunlarin 11.7+2,62 +tans=zi ovum va
dejenere embryo, ortalama 11.1+£,22 +tanezi de =adlikl: embryo
olarak belirlendi. Sadlikl:i embryclarin (toplam 111 adet) geligim
devreleri ige 1 kompakt morula, 57 blastosist, 17 geg blastosist
ve 36 adet expanded blastosist dagilimindayd:.

En az hicre kazaniminin gergeklegtigi C.C. grubunda 1ise,
100 mg. C.C.’1n verildigi tavsanlardan ortalama 1.2+0.55 hicrse
kazanilirken, bunlarin 0.44+0.,04°0 ovum, 0.,8#0,51°i da =3§likla
embryo olarak dederlendirildi. Sadlikl: embryoclarin (toplam 8
adet) geligim devreleri ise, 2 blastosist, 1 geg blastosist ve b5
adet de expanded blastosist geklindeydi. 150 mg. C.C. grubunda
igze ortalama 0.6+0,26 hicre kazanildi ve bunlarin tamaminin ovum
ve dejenere embryo olduyu gdrildi.

Kontrol grubunda ortalama 3.3+1,05% hicre kazanildi ve
bunlardan 0.9+p,54 tanesinin ovum ve dejensra embryo,
2.4+#1,08°inin de =aglikli aembryo oldudu saptand:i. faglikla
embryolarin (toplam 24 adet) geligim devreleri ige, 3 thompakt
morula, b5 blastosist, 2 geg blastosist, 14 adet expanded
blastosist dadilimindayd:.
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PMSG’nin 75, 150 ve 200 iii. dozlarinda verildigi gruplarda
2lde edilen fertilizasyon oranlari sirasiyla $%97.97, %987.06 ve
%83.61 olarak saptand:. HMG’nin tek enjeksiyonla verildidi grupta
fertilizasyon orani %91.83 iken, 3 enjeksiyonla verildigi grupta
£756.00 oldu. C.C. uygulamasinda ise fertilizasyon oranlari, 100
ve 150 mg. C.C. uygulamalarinda sirasi ile $66.67 ve %16.67 oldu.
Ayni oran kontrol grubunda ise %93.94 olarak saptand:i.

Tavgan embryolarinin expanded blastoszist gelisgim devresi,
96 saatlik embryolarin bulunmasi gereken sireye denk kabul
edildidi igin, bu devredeki embryolarin toplam sadlikli embryolar
igindeki orani hesaplandys ve bu oran 75, 180 ve 200 id. PMEG
gruplarainda s=sairasi1 ile %66.93, %15.38 ve %16.67 1iken, 3
enjeksiyonla HMG wverilen grupta %32.43, tek -enjeksiyonla HMG
verlilen grupta i=se %69.54 olarak gaptandi. Ayni geligim
devresindeki embryolarin dafdilim coranlari 100 mg. C.C. grubunda
£$62.50, 150 mg. C.C. grubunda 0 ve kontrol grubunda ise %58.33
oldu.

Elde edilen veriler ovaryumlardaki toplam olugum, kazanilan
sadlikl:y embryo sayilari ve expanded blastosistlerin orani
agieindan incelendiginde, uygulama gruplara arasinda tek
enjeksiyonla 75 iii. HMG wverilen grubun {dstin oldufu =saptandi.
Ovulagyon orani agisindan ise 3 enjeksiyonla HMG verilen grubun
daha dstin o0ldudu belirlendi. Fertilizasyon orani yoninden
gonuglar incelendidinde, tek enjeksiyonla HMG uygulanan grupta
elde edilen verilerin, kontrol grubuna yakin oldudu, 75 ve 150
iii. PMSG verilen gruplarin sonuglarindan ise daha digik oldugu
gbrildi.

Bu verilerin 1si18inda HMG’nin tek enjeksiyonla uygulanan 75
iti.1ik dozu, planlanan embryo transfer g¢aligmalarinda en iyl
gonug veren eldperovulatér ajan disincesi ile kullanildy ve bu

preparatin gebelik orani (zerine olan etkisi aragtirildi. Bu
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maksat 1ile HMG wuygulama grubunda & verici 10 alici, kontrol
amasciyla da b6 veriel 5 alici olmak iizere toplam 25 tavganin
embryo transfer galismalarinda kullanilmasi planlandi. Uygulama
grubundaki & wverici tavgandan giftlegmeden 96 =aat sonra
uygulanan uterus yikamasi ile elde edilen 65 embryonun {hayvan
bagina ortalama 13.0+6,03) dederlsndirilmeszi sonucu, 1 tanseszinin
dejenere olduduna karar verildi. Toplam 64 sa4likl: embryonun 7
alici tavgana traneferinden higbir gebelik elde edilemedi.
Kontrol grubunda ise 5 verici tavsandan kazanilan 27 adet
embryonun (hayvan bagina ortalama 5.4+2,29) incelesnmeszi ils 1
tanesinin dejenere oldufu gdérildi. Sagliklyi olan toplam 28

embryonun 3 alici tavgana transferinden bir gebelik elde edildi.
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7. SUMMARY

In order to =elect the most suitable superovulator agent in
rabbits, different doses of PMSG, HMG and C.C. were investigated
on e2even treatment groups, and a control group.

Each of every 8 ovulation groups contained +ten female
rabbits and 8 male rabbits were used for matings. Choosing the
most effective superovulator agent, 25 female rabbits were kept
to evaluate the effect of this agent on pregnancy rates.

75, 150 and 200 iii. doses of PMSG were treated combined
with HCG by =single enjection, and 96 hours apart, ovarial
findings were observed by laparatomy and all uteri were flughed.
In the 76 1§. PMSE treatment group, +total ovarial findings
(follicle + corpus luteum) were 36.6+7,39, Qut of thasze, 7.4+2,28
were unovulated follicles, 29.2+5,71 wsrs corpora lutea. Ths
ovulation rate for this group was 79.78%.

These values for the 160 1. PMSG group were 41.1+10,329
total findings, 13.5+32.49 follicles, 27.0t6,90 corpora lutea, and
the rate of ovulation was 66.67%.

The values of the 200 iiti. PMSG group were 32.4+9,41 +total
findings, 9.2+2.61 folliclesz and 23.2+6.80 corpora lutsa, and the
rate of ovulation was 71.60%.

In the group at which 75 1ii. HMG was used by single
injection, the mean wvalues were ax follows, 51.3+9,95 +total
findings, 8.5+3,6% uynovulated folliclez, 42.8+6,30 corpora lutsea
and the rate of ovulation was 83.43%. In the group at which HMG
wag treated by 3 injections there were 51.1+11,85 total findings,
4.4+1,61 folliclesz, 46,7+10.24 corpora  lutea and thes rate of
ovulation was 91.39%.

In the group at whieh 100 mg. C.C. was used by oral route,

there were 11.6+2,61 total finding=s, out of these 6.0+1,16 were
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follicles, 5.6+1,45 wers corpora lutea and the ovulation rate was

48.28%. At 150 mg. C.C. treated group, these values were

12.6+432,43 total findings, 7.7+1.54 unovulated follicles, 4.9+0D.89
corpora lutea, and the ovulation rate was 38.89%.

In the control group which was treated only by 100 iti. HCG
to stimulate ovulation, there were 1U.5+1,54 total finding=. Out
of these 3.1+0,78 wsre wunovulated folliclez. 7.4+0.76 were
corpora lutea and ovulation rate was 70.48%.

At the 75 iti. PMSG group, avarage 19.7+6,07 caells were
recovered per animal by uterus flushings. Out of those celle
7-7744,35 were ova and desjensrated smbryos. Ths total number of
healthy embhryos was 127. Out of those embryocs 1 was compact
morula, 17 blastocysts, 24 late blastocysts and 85 were expanded
blastocysts.

In the 150 i#. FPMSG treated group, avarage 3.4+1,7% +total
findings were noted per animal. Out of those findings 2.1+1,62
were ova and dejenerated embryos and 1.240,72 were healthy
embryos. Number of healthy embryos was 13, and 2 ware compact
morula, 7 were blastocysts, 2 late blastocysts and 2 were
expanded blastocysts.

In the 200 iti, PMSG treated group, avarage 6.1+2,17 cells
were recovered per animal. OQut of +those findings 5.5+1,75 were
ova and dejenerated embryos and 0.5+0,42 wers healthy embryos.
Out of the total 6 healthy embryos, 1 was compact morula, 1 was
blagtocyet,3 were late blastocysts and 1 was expanded blastocyst.

In the HMG single injection group, avarage 20.B+§6,63 cells
were recovered. Out of +these cells 5.7+1,72 were ova and
dejenerated embryos, and 15.1+6,24 wers healthy embryos. Total
number of the healthy embryos was 151 and their developmental
getages were as follows, & were compact morula, 18 were

blastocysts, 22 were late blastocysts and 105 were expanded
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blastocyste.

In the group which 1z treated by 3 injections of HMG,
avarage 22.8+5,80 cells werse recovered. Out of thess cslls
11.7+2,63 were ova and dejensrated embryos, and 11.1+6.23 wsrs
healthy embryos. Total number of healthy embryos was 111 and
their developmental gtages were as follows, 1 compact morula, 57
blastocysts, 17 late blastocysts and 36 expanded blastccystse.

In the least c¢cell recovered C.C. group, from the 100 mg.
C.C. treated does avarage 1.2+0,55 cellz were recoversd. Qut of
those cells 0.4#D,04 were ova, D.,8#0.51 wers healthy sembryosz.
Total number of healthy embryos were 8 and thelr developmental
stages were as follows, 2 blastocysts, 1 late blastocyst and b5
were expanded blastocysts. In the 150 mg. C.C. group avarage
0.6+0D,26 cells recovered and all of +those cells ware ova and
dejenerated embryos.

In the control group avarage 3.3+1,05 cslls wers recoversd.
0.940.54 of those cells were ova and dejenserated embryos and

2.4+1,08 were healthy embryos. Total number of healthy sasmbryos
was 24. Developmental stages of those embryos were 3 compact

morula, B blastocysts, 2 late blastocysts and 14 expanded
blastocysts.

In the groups treated with 75, 150 and 200 iii. doses of
PMSG, rates of fertilization were 97.97%, 97.06% and B83.61%
regpectively. In the HMG =ingle 1injection group, rate of
fertilization was 9%.832% and in HMG 3 injections group it was=
75.00%. In C.C., treated groups, rates of fertilization were as
follows. In 100 mg. C.C. group 66.67% and in 150 mg. C.C. group
16.67%. In the control group, rate of fertilization was 93.94%.

Since expanded blastocyst stage of rabbit embryos is
considered equal to the developmental stages of 96 hours embryos,

the rate of this stage embryos were calculated over the total
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healthy embryos and these rates for 75, 150 and 200 iii. PM2G
jroupe were 66.93%, 15.38% and 16.67% respectively. This rate was
32.43% for 3 injections HMG group and 69.54% for single injection
HMG group. Rates of the embryos at same developmental stages were
62.50% for 100 mg. C.C. group, 0% for 150 mg. C.C. group and
BB.3%%% for control group.

Among the results of experiments, when total findings,
recovered healthy embryos and rate of expanded blastocyste were
coneldered 756 iti. HMG gingle injection group found supperior to
others. When fertlilization rates were compared HMG single

injection groups results found to be cloze to the results of the

G

control group and lower than the results of 75 and 1850 ii#i. PMS
groups.

Conesidering these results, =ingle injection of 75 iti. HMG
was used for superovulation in the embryo transfer investigations
and its effect on pregnancy rates was examined. For this purpose,
for HMG treatment & donor and 10 recipient rabbitz and for
control group b donor and 5 recipient rabbits were used. In the
treatment group, 96 hours after mating, 65 embryos recovered by
uterus flushings of & donor rabbits( avarage 13.0+6,02 per
animal). 1 embryo was dejenerated and other 64 embhryosz were
trangeferred to 7 recipients. No pregnancy was obtained.

In the control group, total 27 embryos recovered from 5
donor rabbits (avarage 5.4+2,29 per animal)s 1 of the embryoz was
dejenerated. Other 26 healthy embryos were transferred to 3

recipient rabbits and one pregnancy obtained.
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