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Ozet

Bu ¢alismada embriyo transferi sirasinda tagiyict Holstein irki ineklerin kan progesteron seviyelerinin gebelik oranlari iizerine etkisinin be-
lirlenmesi amaglandi. Bu amagla, 5 iistiin genetik ozelliklere sahip dondr inek ve 36 tasiyici inek hayvan materyali olarak kullanildi. Donérle-
rde stiperovulasyon strusun 9. giiniinde baglayan 12 saat ara ve 4 giin siireyle uygulanan FSH hormonu ile saglandi. Uterus yikamasi bir
hafta sonra gergeklestirildi. Tagiyic1 hayvanlar 11 giin ara ile iki kez uygulanan prostaglandin enjeksiyonu ile senkronize edildi. Transfer
glinil tagiyic1 ineklerden kan 6rnekleri alindi ve kan progesteron seviyelerine gore tasiyicilar ti¢ gruba (Grup 1 (<4 ng/ml), Grup 2 (4-8 ng/
ml), Grup 3 (>8ng/ml)] ayrildi. Caliymada sadece birinci kalite blastosist (Grade I) evresindeki embriyolar kullanildi. Gebelik muayeneleri
embriyo transferi sonrasi 30. giinde ultrasonla yapildi. Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS programi (SPSS 23, Chica-
go, IL, USA)  kullanildi. Embriyo transferi zamaninda tagiyici hayvanlarin kan progesteron seviyesinin dl¢iilmesinin gebelik oranlarinin
gelistirilmesi i¢in nemli oldugu belirlendi (P<0.05). Ozellikle >8ng/ml kan progesteron seviyesine sahip olan hayvanlara yapilacak embriyo
transferlerinin gebelik oranlarini artiracagi tespit edildi.

Anahtar sozctikler: Embriyo transferi, tagiyici inek, progesteron

The Effect of Progesterone Level on Pregnancy Success in Embryo
Transfer Carrier Cows
Abstract

In this study, it was aimed to determine the effect of blood progesterone levels on pregnancy rates of recipient Holstein cows during embryo
transfer. For this purpose, 5 donor cows with superior genetic characteristics and 36 recipient cows were used. Superovulation in donors was
achieved with FSH, which was administered for 4 days, with an interval of 12 hours, starting on the 9th day of estrus. Flushing was made one
week later. Recipients were synchronized with two prostaglandin injections administered 11 days apart. Blood samples were collected from
the recipients on the day of transfer and the recipients were divided into three groups (Group 1 (<4 ng/ml), Group 2 (4-8 ng/ml), Group 3
(>8ng/ml)] according to their blood progesterone levels. Blastocyst (Grade I) stage embryos were used in the study. SPSS program (SPSS 23,
Chicago, IL, USA) was used for statistical analysis. The measurements of blood progesterone level of recipients at the time of embryo transfer
were found important to improve pregnancy rates (P<0.05). It was determined that transfers of embryos to recipients with a blood progester-
one level of >8ng/ml would increase the pregnancy rates.
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Giris men, damizlik sigir sayisi agisindan kendi ihtiyacini maa-

lesef karsilayamamaktadir. Bunun en 6nemli nedeni istiin
Ulkemiz sahip oldugu sigir says1 bakimindan (17.975.482  genetik ozellige sahip hayvan sayisindaki eksiklik ve bu
sigir- TUIK 2020) diinyada iist siralarda yer almasina rag- hayvanlardaki dol verimi kaybidur.">** Hayvanlardaki ve-
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rimliligin artirilmasi ve genetigin iyilestirilmesinde biyo-
teknolojik yontemlerin kullanilmasi ve yayginlastirilmasi
elzemdir.

Sigir yetistiriciliginde embriyo transferi, yliksek verim ye-
tenegine sahip damizlik ineklerden bir yilda birden fazla
yavru alinarak ¢ekirdek damizlik siirtide yiiksek verim ye-
tenegine sahip damizlik sayisinin arttirilmasiyla genetik
ilerlemenin hizlandirilmasina katkida bulunan en 6nemli
1slah metodudur.! Bu amagla dondrlerde siiperovulasyon
islemi kullanilarak ¢ok sayida embriyo elde edilmeye ¢a-
ligilir ve bu embriyolar tasiyicilara nakledilerek ¢ok sayi-
da yavru alinmas1 amaglanir.* Fakat son yillarda siit sigir-
ciigr endistrisinde iireme fizyolojisindeki degisiklikler
nedeniyle siit verimi artarken gebelik oranlar1 gerek suni
tohumlamada gerekse embriyo transferinde diismekte-
dir> Buzag verimi ve laktasyon sayisinin diigmesi ciddi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle gebelik
oranlarini artirmak ve ekonomik kayiplarinin oniine gege-
bilmek amaciyla yeni yontemlerin ve uygulamalarin gelis-
tirilmesi gerekmektedir.

Sigirlarda embriyonik 6liimlerin etiyolojisindeki en 6nem-
li faktorlerden birinin progesteron hormonunun diize-
yinin distikligi ile sonuglanan luteal yetmezlik oldugu
bilinmektedir.®” Tohumlama sonrasi erken doénemdeki
progesteron diizeyi ve profilinin, embriyonal yasama giicii
agisindan ge¢ doneme gore daha 6nemli ve pozitif bir ilis-
ki tagidig bilinmektedir.%*? Ozellikle ovulasyon sonrasi
progesteron konsantrasyonunun erken embriyonik 6liim-
lerle (fertilizasyon sonrasi 8-16. Giin) iliskili oldugu bildi-
rilmektedir.>'%!!

Kan progesteron diizeyi ireme dongiisii ve gebelik esna-
sinda farkli seviyelerde bulunmaktadir. Siit sigirlarinda
kan progesteron seviyesinin kizginlikta en diisiik (0.21 ng/
ml) oldugu, 7. giinde artt1ig1 (1.5 ng/ml) ve 14. giinde en
yiiksek seviyede oldugu (2.21 ng/ml) ve daha sonra 21.
glinde diistiigii (0.38 ng/ml) belirtilmektedir.'” Bu nedenle
embriyo transferi yapilacak giindeki kan progesteron se-
viyesinin gebelik bagarisini etkileyecegi diisiiniilmektedir.

Sunulan ¢alismada, embriyo transferi sirasinda tasiyici
ineklerin kan progesteron seviyesinin gebelik oranlari tize-
rine etkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Materials and Methods

Hayvan Materyali

Bu calismada 5 adet iistiin genetik 6zelliklere sahip donor
inek ve 36 adet tasiyict inek hayvan materyali olarak kul-
lanilmigtir. Donér inekler; 600-650 kg agirliginda, 5 yasls,
viicut kondisyon skoru 3.5, tigiincii laktasyonda olan, dii-
zenli Ostrus aktivitesi gosteren ve klinik yonden saglikli
hayvanlardan segildi. Tagtyic1 inekler ise diizenli dstrus
gosteren, 3-4 yasli, saglikli ve daha 6nce tohumlanmamis
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hayvanlar arasindan segilmis ve gruplar arasi esit dagilim
saglanmustir (Etik Kurul No:2022/02-03).

Dondér ve Tastyic1 Hayvanlara Uygulanan Siiperovulas-
yon ve Senkronizasyon Protokolii

5 TASTYICI
) DONOR HAYVANLAR HAYVANLAR
Glinler Uygulama
Uygulama Dozu Uygulama
-3 PGF
0 CIDR + GnRH 2,5ml
Sabah 2ml
i Lilst Aksam 2ml
3 Sabah 1.5 ml
FSH Aksam 1,5ml PGF
9 FSH+PGF Sabah 1ml
FSH+CIDR Uzaklagtir Akgam 1 ml
. Sabah 0,5 ml
U st Akgam 0,5 ml
11 | Ostrusta 12 saat ara ile en az 2 kez suni tohumlama Ostruslarin taranmast
18 | Uterus yikamasi Embriyo transferi

Calismada tohumlamadan sonraki 7. giinde, embriyolar
uterusun cerrahi gerektirmeyen yontem ile yikanmasiyla
toplandi. Bu amagla 6ncelikle epidural anestezi 4 ml lido-
kain uygulandi. Sonrasinda foley katateri serviksten gegi-
rilip kornu uteri i¢inde balonu sisirilerek sabitlendi. Yika-
ma soliisyonu olarak %1,5 oraninda fotal buzag serumu
(FCS) ilave edilmis 1 litrelik laktatli ringer soltisyonu kul-
lanildi. Yikama soliisyonu ilk olarak kornunun 2/3’ti do-
lacak miktarda aktarildiktan sonra, tekrar filtre sistemine
bagli yoldan geri alind1. Ayni islem 4-5 kez kornu uteri tam
doldurulup bosaltilarak tekrarlandi. Ayni uygulama diger
kornu uteride de yapild1.”

Yikama Sonrasinda Embriyolarin Aranmasi

Yikama sonrast filtrede tutulmus olan embriyolar, filtrenin
kapag: cikarildiktan sonra alt kisminda bulunan yikanti
solisyonunun stereo mikroskop altinda incelenmesiyle
tespit edildi. Tespit edilen embriyolar zaman kaybetmeden
icerisinde TL- HEPES bulunan petri kaplarina aktarildi?
Embriyolar IETS (International Embryo Transfer Society)
tarafindan tanimlanan kalite degerlendirme kriterlerine
gore degerlendirildi. Blastosist asamasinda olan 1. kali-
tedeki embriyolar 0,25 mllik payetler igerisine ¢ekildi.
Gruplar arasi esit dagilim saglandi.

Tastyic1 Hayvanlarin Hazirlanmasi ve Embriyolarin Ta-
styicilara Transferi

Senkronize edilen tastyic1 ineklerde transfer giinii ultrason
yardimiyla ovaryum muayeneleri yapildi. Korpus luteum-
larin hangi ovaryumlar iizerinde yer aldig1 belirlendi. Ige-
risine embriyo aktarilmis payet embriyo transfer kataterine
yerlestirildi. Katater tizerine gegirilen naylon kilif serviks
girisinde yirtild1 ve serviks gecildi. Katater corpus luteu-
mun bulundugu taraftaki kornu igerisine ilerletildi ve pis-
tole itilerek embriyo transfer islemi tamamlandi.> Embriyo
transferi yapilan hayvanlara fluniksin meglumin uygula-

masi1 yapilmustir. '>6
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Tas1yic1 hayvanlarin kan progesteron seviyelerinin be-
lirlenmesi

Kan progesteron diizeyini belirlemek amaciyla tasiyici
ineklerden embriyo transfer giinii Na-EDTA igeren va-
kumlu tiiplere kuyruk venasindan kan 6rnekleri toplandi.
Almman kan ornekleri bekletilmeden 5000 devir/dakika
hizda 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plaz-
ma 6rneklerinde progesteron diizeyleri (ng/ml) Access Be-
ckmann Coulter (USA) cihazinda Access Progesterone kiti
kullanilarak Radioimmunoassay (RIA) yontemi ile 6lgiil-
dii. Elde edilen sonuglarina gore gruplar belirlendi.
Tastyic1 Hayvanlarda Gebeliklerin Belirlenmesi

Tastyic1 hayvanlarda embriyo transferi sonrasi 32. giinde
ultrason yardimiyla gebelik muayeneleri gergeklestirilmis-
tir.

Istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS
(Windows i¢in SPSS 23.0; SPSS, Chicago SPSS 23) prog-
ramindan yararlanilmistir. Gruplar arasindaki gebelikler
Ki-kare (Chi-square) testi kullanilarak karsilastirild.

Bulgular

Calismada gruplarin ortalama P4 seviyeleri (mean + SD)
Grup 1de 3.21%1.12, Grup 2’ de 6.13+£1.08 ve Grup 3’te
10.02+1.42 elde edilmistir. Tablo 1de elde edilen gebelik
oranlar1 belirtilmistir.

Tablo 1: Progesteron (P4) seviyelerine gére tastyic1 hayvanlarin

gebelik oranlari

Gruplar n Gebelik (+) Gebelik (-) Gebelik oram
(%)
Grup 1 (<4 ng/ml) 11 3 8 27.27°
Grup 2 (4-8 ng/ml) 13 8 38.46%°
Grup 3 (>8ng/ml) 12 3 750

Tartisma Sonug

Sigirlarda embriyo transferi, tistiin genetik 6zelliklere sahip
donér hayvanlardan alinan embriyolarin saglikli tasiyict
hayvanlara transfer edilmesiyle sonuglanan biyoteknolojik
bir yontemdir.” Yetistiricilik agisindan 6nemli avantajlar
saglamasina ragmen gebelik bagina ekonomik maliyeti
nedeniyle sadece iistiin genetik 6zellige sahip hayvanlarda
kullanilmali ve tasiyicilarda gebelik oranlarinin yiikseltil-
mesi amaglanmalidir. Calismamizda siirii ierisinde gene-
tik kapasitesi iist seviyede olan donor hayvanlardan alinan
embriyolar progesteron seviyelerine gore gruplara ayrilmis
tastyic1 hayvanlara nakledilmistir.

Transfer edilebilir kalitede bir embriyonun transferi sonra-
s1 elde edilecek gebelik oranini etkileyen en 6nemli faktor,
tastyicinin reprodiktif bakimdan uygunlugudur. Tasiyic
hayvanlarin struslarinin dogru tespiti, siklus yasinin iz-
lenebilmesi ve kan progesteron seviyesinin dogru belirle-
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nebilmesi elde edilecek gebelik orani agisindan ¢ok 6nem-
lidir."*"* Caligmamizda tasiyici ineklerin embriyo transfer
giinii kan progesteron seviyelerinin gebelik oranlari {izeri-
ne etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Embriyo transferi uygulamalarinda tasiyicilara yapilan
oOstrits senkronizasyonunun amaci Ostriislerin kisa bir za-
man araliginda toplulastirilmasi yaninda tagiyicinin sik-
lusunun senkronize edilerek embriyo transferi i¢in uygun
zamanin tespitine yonelik bir 6n hazirlik yapmaktir. Emb-
riyo transferi, embriyonun corpus luteumun (CL) bulun-
dugu ovaryum tarafindaki uterus kornusuna birakilmasi
ile gerceklestirilmektedir. Sunulan ¢aliymada birinci kali-
tede olan blastosist asamasindaki taze embriyolar ultrason
yardimiyla tespit edilen CLnin bulundugu kornu uterilere
transfer edilmistir. Ancak, transfer sirasindaki manipiilas-
yonun PGF2a salinimina neden olarak embriyonun geli-
simini olumsuz yonde etkileyebilecegi ve gebelik oranini
diisiirebilecegi bazi aragtirmacilar tarafindan belirtilmek-
tedir.'*'”!® Bu nedenle tasiyic1 hayvanlarda embriyo trans-
fer glinti giiglii bir non-steroidal anti-inflamatuar madde
(NSAID) olan flunixin meglumin (FM) uygulamas: yapi-
larak endometriumdan PGF2a salgilanmasinin baskilan-
mas1,'>'¢ bu sayede de gruplar arasi manipiilasyona bagl
olusabilecek embriyonik 6liimlerin 6niine gegilmesi hedef-
lenmistir.

Ineklerde gebeligin devamlilig1 agisindan progesteron kon-
santrasyonunun biiyiik 6neme sahip oldugu bir¢ok arastir-
maci tarafindan belirtilmektedir.5”" Ozellikle tohumlama
sonrasi yedinci giin diisiik progesteron seviyesinin emb-
riyonik 6liim oranini arttirdigr bildirilmistir.*** Caligma-
mizda da diisiik progesteron seviyesine sahip olan hayvan-
larda gebelik basaris1 yiiksek progesteron seviyesine sahip
hayvanlara gore daha diisitk bulunmustur (p<0.05).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; embriyo trans-
feri zamaninda tastyict hayvanlarin kan progesteron sevi-
yelerinin o6lgiilmesinin gebelik oranlarmnin gelistirilmesi
agisindan 6nemli oldugu goriilmiistiir. Ozellikle >8ng/ml
kan progesteron seviyesine sahip olan hayvanlarda yapila-
cak transferlerin olumlu katk: saglayacag: belirlenmistir.
Sonraki ¢aligmalarda transfer sayilarinin arttirilmasina ve
basariy: arttiracak faktorlerin gelistirilmesine odaklanila-
caktir.
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