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Bu ¢aligmada, dondurulmug embrio nakli yapilan diivelerde kan serumu
progesteron hormonu_diizeyleri, embriolann gelisme agamalan, kaliteleri ve gebe
kalma oranlan arasindaki iligkiler aragtinids.

Materyal olarak 7 ginlitk, dondurulmug Brangus embriolan ile 64 adet 2-4
yagh fsvi;re Esmeri diive kullamildi. Tagiyici olarak kullamilan diiveler onbir giin
ara ile iki defa 25 mg. Dinoprost tromethamine enjeksiyonu ile senkronize edildiler.
Ixinci enjeksiyondan sonra nakil giinlerine kadar, 24 saat aralarla kan émekleri
toplandi. Aynca dilveler enjeksiyon sonrasinda dstrils belirtileri yoniinden, hergiin
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09.00 ve 16.00 saatlerinde gozlendiler. Nakilleri izleyen 13-15. giinlerde ostriis belir-
tileri ve 45. giinlerde ise rektal muayene ile gebelik bulgulan aragtinldi. Kan serumu
progesteron hormonu diizeyleri radioimmunoassay yontemi ile olgiildil.

Rektal yolla corpus luteunlann simiflandinimastyla kan progesteron degerle-
ri arasinda bir iligki kurulamad:. Nakil giinii progesteron hormonu diizeyleri 62 dii-
vede 1 ng/ml. nin itizerinde iken, corpus luteum formasyonu geciken iki diivede 0.34
ve 0.54 ngiml. olarak belirlendi ve bu iki hayvan gebe kalmadilar. Diger diivelerde
kan progesteron hormonu diizeyleri ile gebelik oranlan arasinda bir baglanti gonil-
medi. Keza embriolann gelisme agamas: ve kaliteleri, progesteron hormonu diizey-
leri ve gebelik oranlan arasinda da bir iliski belirlenemed;.

Caligma bulgulanna gore, erken gelisme agamasinda ve iyi kaliteli embrio-
lar ve kan progesteron dilzeyleri 1 ng/ml. den yiiksek daveler kullamilarak gebelik
oranlanmnin yiikseltilebilecefi kanisina vanlds.

SUMMARY

Relationship Between Blood Progesterone Concentrations and Pregnancy
Rate in Heifers Receiving Frozen-Thawed Embryos.

Relationship among blood progesterone concentrations, embrionic develop-

ment stage, quailty of embryos and pregnancy rates was in vesrigared in heifers recei-
ving frozen-thawed embryos.

Seven days old frozen Brahman embryos were non-swgtcally transfered to
the 64 Brown-Swiss heifers. Recipients were synchronized by two Dinoprost tromet-
hamine injection 11 days apart. Estrous symptoms were detected by close observa-
tion two times in a day, Jugular blood samples were collected, with 24 hours inter-
vals until transfer days, following 2 nd prostaglandin injections. Blood serum pro-
gesterone concentrations were detected by radioimmunoassay. Estrous and preg-
nancy symptoms were detected 13-15 and 45 days after the embrio transfers respec-
tively.

No relation was found between rectal clasification of corpora lutea and
blood progesterone levels. Progesterone levels were higher than 1 ng/ml. in 62 out of
64 heifers. But no relation was found between pregnancy rates and progesterone le-
vels. On the other hand, in two heifers progesterone concentrations were 0.34 and
0.54 ng/ml on transfer days due to delayed formation of corpora lutea and they we-
ren’t pregnant later. Also no relation was found among the quality and transfer
stage of embryos, blood progesterone levels and pregnancy rates.

As a conclusion, looking the results of this study better embrio survival rates
could be obtained by using best quality and early stage embryos and heifers having
blood progesterone levels higher than 1 ng/ml. on transfer days.

Key words: Heifer, Frozen-Thawed Embryo, Blood Progesterone Concentra-
tion, Pregnancy Rate.
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GIRIS

Embrio nakli 6zetle, fertilize olmug ve normal gelismesine devam eden zi-
got (larin) ana hayvanin uterus ya da ovidukt’undan alinarak hemen veya dondu-
rularak kisa-uzun siire korunduktan sonra, aym tiirden tagiyic1 bir hayvana nakli
ve nakil-dogum siiresini burada tamamlamasi olarak tanimlanabilir.

Ulkemizde cesitli hayvan tiirlerinde yapilan gahsmalarda, fare!, tavsan?,
koyun® ve inekte®” taze-dondurulmus embrio nakilleri ile basarih sonuglar alin-
dig1 bildirilmektedir. -

Inek embriolarinmn ilk defa Wilmut ve Rowson® tarafindan dondurulduk-
tan sonra basariyla kullanilmasyla, bu tiirde de kiymetli genetik materyalin kisa-
uzun siireler fertil olarak saklanabilecegi ortaya konulmugtur.

Hubbert ve Hopkins’, ana hayvandan elde edilen embriolarin dondurul-
masiyla uzun siireler saklanabilecegini, eldeki fazla embriolarin uygun tasgiyicilar
bulunana ‘kadar korunabilecegini, etgi siiriilerde agim sezonu disinda toplanan
embriolarin agim sezonunda hazir olarak kullanilabilecegini bildirmekte ancak
yontemin taze nakillerden daha masrafli olmas1 ve donma-g¢oziilme islemleri si-
rasinda embriolarin dlmesi gibi olumsuz yonlerinin de bulundugunu eklemekte-
dirler.

Yapilan gesitli galismalarin sonuglarina gore, taze embrio nakilleri ile ge-
belik oranlan % 60-80 iken, dondurulmus embrio nakilleri ile alinan sonuglar %
30-50 arasinda degismektedir®®1°,

Dondurulmug embrio ile yapilan nakillerde bagariyi etkileyen faktorler
arasinda embrionun kalitesi, tasiyict hayvanlarin fertilitesi, seksiiel sikluslarin
senkronizasyonunun uygunlugu, dondurma-gdzme iglemleri sirasinda embrioda
sekillenebilecek ultrastruktural degismeler ve uygulayicinin deneyimi dnemli ol-
giide rol oynamaktadur!121314,

Aragtincilar 15, embrio nakillerinde yiiksek bir gebelik sanst icin verici-
tasiyica arasinda iyl bir seksiiel senkronizasyon saplanmasi perektigini bildit-
mektedirler.

Wright!®, yaptits taze nakillerde, vericilerden 36, 24, 12 saat bnce Gsttiis
gosteren tagty'm diivelerde gebelik oranlarimi sirasiyla % 59, 61, 68 ve 0, 12, 24,
36 saat sonra gosterenlerde ise % 59, 61, 58, 41 olarak belirlemigtir.

Schneider ve ark.}’, dondurulmug embrio nakillerinde tagiyicilardaki sen-
kronizasyon farklilifinin + 12 saati gegmemesini dnermektedirler.

_ McDonaldls, pratik olarak nakiller sirasinda tagiyicilarin bir ovaryumun-
da mutlaka geng corpus luteum’un palpe edilmesini onerirken, Remsen ve ark.’
ile Stubbings ve Walton?, corpus luteum’u palpasyonla degerlendirmenin kan
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progesteron hormonu yogunlugunu tayin etmede bir 6lcii olamiyacagim ileri siir-
mektedirler.

Baz1 aragtiricilar, embrio nakilleri sirasinda kan progesteron hormonu
yogunlugunun embrionun yagam sanst bakimindan 6nemli bir faktor oldugunu
bildirirlerken bazilar1 bu konuda progesteronun diisiik ya da yiiksek olmasinin
fazla onemi bulunmadigini iddia etmektedirler?®2122,

Stubbings ve Walton?, taze ve dondurulmus embriolarla yaptiklan ga-
lismalarda, tagiyic1 diivelerde nakil giinii kan progesteron diizeylerinin 1-4 ng/ml
arasinda dagildigini, yogunlugun daha diisiik belirlendigi diivelerde embriolarin
yasama vc 6lme oranlarinin hemen hemen egit oldugunu, ancak taze nakillerde 1
ng/ml nin altinda gebelik oranlarinda diisme oldugunu, dondurulmuglarda ise 3
ng/ml nin altinda diigmelerin bagladigini eklemektedirler.

Maurer ve Echterkampn, progesteron hormonu diisiikliigiiniin hormonal
imbalansa bagli olabilecegini ve bu durumda uterusta erkek-disi gametler ya da
embrio igin uygun olmayan bir ortam gekillenerek fertilizasyon disiikligii ve er-
ken embrionik dliimler goriilecegini ileri siirmektedirler.

Remsen ve ark.!’, plazma progesteron yogunlugu ile nakil sonucu gebelik
oranlart arasinda dnemli bir iligki bulundugunu, yogunluk 2 ng/ml den az ise ge-
belik sansmin azalacagin bildirmekte ve yaptiklari galismada nakil giinii proges-
teron diizeyi <2, 2-5 ve > 5 ng/ml olan diivelerde sirasiyla % 20,75 ve 60 ora-
mnda bir gebelik sagladiklarin1 eklemektedirler,

Sunulan calismada ise, dondurulmug embrio nakilleri yapilan diivelerde
kan serumu progesteron hormonu diizeyleri, embriolarin gelisme agamas:, kali-
tesi ve gebe kalma oranlan arasindaki iligkiler aragtirilmagtir.

MATERYAL VE METOT

I. Materyal:

Sunulan cahismada, Tarim, Orman ve Koyisleri Bakanhgi tarafindan
ABD’nin Granada firmasindan saglanan Brangus (BrahmanXAngus) irki, 7 giin-
lik, dondurulmug embriolar ile tagiyict olarak Konya Hayvanclik Merkez
Aragtirma Enstitiistine ait 64 adet, 2-4 yash fsvigre Esmeri irkindan diive kulla-
nilds. ‘

Deneme hayvanlarina yetistirmenin olagan bakim ve besleme sartlan
diginda ayr1 bir 6zen gosterilmedi.

I1. Metot:

Tagiyicr olarak segilen diivelere oncelikle rektal muayene uygulanarak tu-
buler genital kanalin durumu ve ovaryumlarin siklik iglevleri kontrol edildi.. Nor-
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mal geligmig, ovaryum fonksiyonlar: saghkh ve devamh olan hayvanlar embrio
nakilleri igin hazirlandilar.

Tagiyicilarin seksiiel sikluslarini senkronize etmek amaciyla onbir giin ara
ile iki defa Dinoprost tromethamine” i.m. enjekte edildi. fkinci Dinoprost enjek-
siyonundan nakil giiniine kadar 24 saat aralarla jugular kan 6rnekleri topland;,
serumlar gikartilarak laboratuvar analizlerine kadar — 20°C de saklandi. Ayrica,
ikinci enjeksiyon sonrasinda diiveler, 24 saatten baglanarak giinde iki defa 09.00
ve 16,00 saatlerinde yarimsar saat gozlendiler. Ostriis belirtileri gosterenler rek-
- tal muayene ile dogrulandiktan sonra kaydedildiler.

Ostriisleri izleyen 7. giinlerde, embrio nakillerinden 6nce tagiyicilara yeni-
den rektal muayene uygulanarak, ovulasyon sonucu corpus luteum’un gekillen-
digi ovaryumlar belirlendi. Corpus luteum’lar bilyiikliiklerine ve derinliklerine
gore, belirgin olanlar CL1, kiigiik olanlar ise CL2 olarak degerlendirildiler.

Daha sonra dondurulmug embriolar ¢ozilerek, stereo mikroskopta deger-
lendirilip, nakil igin hazirlandilar. Degerlendirme embriolarin geligme agamalari-
na ve kalitelerine gore yapildi. Embriolarin goziilmesi, degerlendirilmesi ve nakil
iglemleri Sungur ve ark.>nin bildirdigi gekilde uygulandi.

Tagiyicr divelerden toplanan kan orneklerinde serum progesteron hor-
monu diizeyleri, Konya Ozel Niikleer Tip Merkezinde, radioimmunoassay (RIA)
yontemiyle ve IAEA?nin tarif ettigi sekilde dlgiildii. Olgiimlerde Gamma Sayici
(Mini assay tip, 6-20) ve direkt hormon analiz kitleri (125 I Progesteron Analiz
Kiti, IMM 1024)"" kullanild.

Embrio nakli yapilan diivelerde nakilleri izleyen 13-15 inci giinlerde 0s-
trits belirtileri ve 45. giinlerde ise rektal muayene ile gebelik bulgular aragtinld.

BULGULAR

Dondurulmug embrio nakli yapilan diivelerde, seksiiel sikluslarin denet-
lenmesi igin uygulanan ikinci Dinoprost enjeksiyonundan baglanarak nakil gii-
niine kadar toplanan kan serumu orneklerinin progesteron hormonu deferleri
Grafik 1 ve 2'de, rektal yolla corpus luteum’lanin simflandinilmasiyla progesteron
diizeylerinin kargilagtinlmasi Tablo I'de, nakledilen embriolarin geligme agama-
lari, progesteron degerleri ve gebelik oranlan arasindaki iligki Tablo II'de, em-
briolarin kalitesi, kan progesteron diizeyleri ve gebelik oranlari arasindaki iligki
de Tablo I1’de sunulmustur.

* Dinolytic, Enj. Sol., Eczacibagi.
** Immuchem Corp., A.B.D.
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Irinci Dinoprost enjeksiyonundan nakillere kadar kan serumu progesteron
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Grafik: 2
Ikinci Dinoprost enjeksiyonundan sonra corpus luteum formasyonu
geciken iki diivede progesteron hormonu yogunluklan
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Table: 1
Nakil Giinii Rektal Yolla Corpus Luteum’lanin Siniflandirilmas ve
Serum Progesteron Dizeyleri

Corpus Luteum'un Progesteron Hormonu Ortalama
Kalitesi N Diizeyi (ng/ml) (ng/ml)
CL1 25 1.40 —2.80 2.10 ¥ 0.25
CL2 39 1.23 — 4.20 2.20 ¥ 0.15

Tablo: 11

Embriolarin Gelijme Agamasi, Serum Progesteron Hormonu
Diizeyleri ve Gebelik Oranlar

Embrionun Geligme Nakil Giinii Progesteron Gebelik Oram
Agamasi N Diizeyleri (ng/ml) (%)

Morula 43 1.40 — 4.20 29.30
(2.27 ¥ 0.19)

E. Blastosit 9 1.23 — 2.40 46.42
(1.71 ¥ 0.35)

Blastosit 11 1.20 —2.20 47.91
(1.58 ¥ 0.15)

Ex. Blastosit 1 3.30 —=

Tablo: H11
Embriolarin Kalitesi, Kan Progesteron Hormonu Diizeyleri

ve Gebelik Oranlan
Embrionun Nakil Giinii Progesteron Gebelik Oram
Kalitesi N Diizeyleri (ng/ml) (%)
G1 27 1.23 — 3.30 39.28
(2.10 ¥ 0.27)
G2 32 1.66 —4.20 25.80
(2.34 ¥ 0.27)
TARTISMA VE SONUC

Dondurulmug embrio nakillerinde gebelik oranlaninin taze nakillere gore
daha diigiik olmasi, nakledilen embriolarin geligme agamasi ve kalitesinin yanisi-
ra donma-g¢dzme iglemleri sirasinda gekillenebilecek ultrastruktural degigmeler,
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tastyic1 hayvanlarin infertil olmas: ya da seksiiel sikluslarin yeterince denetim al-
tina alinamamas gibi olumsuz faktorlerle de yakindan ilgilidir'14-2,

Uygulama sonuglarina gore, dondurulmug embrio ile yapilan nakillerde
% 30-50 oraminda gebelik bildirilirken®?!%, sunulan bu galismada % 32,81 lik
bir gebelik oram elde edilmistir.

Nakiller sirasinda senkronize tagtyict hayvanin ovaryumundaki corpus lu-
teum’un niteligi ve kan progesteron hormonu degerlerinin yilkksek olmasimn ge-
belik sansi yoniinden 6nemi hakkinda degisik goriigler ileri siriilmektedir?®1%,
Sunulan galigmada, nakil giinlerinde ovaryumlarda belirlenen corpus luteum’la-
rin bilyiikliklerine gore yapilan degerlendirmeler ile aym hayvanlarin kan pro-
gesteron hormonu yopunluklan arasinda bir iligki belirlenememistir. Gerek
CL1, gerekse CL2 olarak nitelendirilen diivelerde ortalama 2 ng/ml nin biraz
iizerinde bir progesteron yogunlugu olgillmiistiir (Tablo I). Bu konuda degisik
aragtinicilar tarafindan benzer sonuglar elde cdilmigtirm‘lg'zz. Remsen ve ark.'”,
gebelik gansindaki dijgmelerin 2 ng/ml nin altinda bagladifim ve en yiiksek gebe-
lik oramna kan progesteron degerleri 2-5 ng/ml olan tagiyicilarda ulagtiklarim
bildirmektedirler. Stubbing ve Walton?®, nakil giinii progesteron yogunlugunun 1-
4 ng/ml arasinda dagildigini, 1 ng/ml nin altinda gebelik sansinin azalacagimi ve
ozellikle dondurulmug embrio nakillerinde 3 ng/ml nin altinda gebelik oranlari-
nin olumsuz etkilenebilecegini ileri sirmektedirler. Sunulan gahgmada nakil gii-
nii progesteron degerleri, iki diive diginda, 1.23-4.20 ng/ml arasinda belirlen-
migtir, Bu degerlerle birlikte scksiiel senkronizasyon amaciyla uygulanan ikinci
Dinoprost tromethamine enjeksiyonundan baghyarak nakil giiniine kadar belirle-
nen progesteron degerleri incelendiginde (Grafik 1) gebe kalan ve kalmayan hay-
vanlar arasinda onemli bir fark olmadif gorillmektedir. Ancak, 62 hayvanda na-
kil giinii bu degerler 1 ng/ml nin iizerinde goriilmektedir. Diger taraftan iki di-
vede ikinci prostaglandin enjeksiyonundan sonra luteolizis’in gekillendigi ancak
ovulasyonu izleyen corpus luteum formasyonunun geciktigi belirlenmigtir (Grafik
2). Bu hayvanlarda enjeksiyondan 24 saat sonra progesteron dizeyleri diigmiig
ve nakil ginleri de dahil olmak iizere, 0.34 ve 0.54 ng/ml olarak, 1 ng/ml nin al-
tinda kalmugtir, Ditvelerin her ikisinde de gebelik gekillenmemigtir. Bu olgularda
morula agamasinda ve G1 kalite embriolar kullanilmasina ragmen, progesteron
hormonu diigiikligiiniin embriolarin yagamum olumsuz etkiledigi kamsina varil-
muglir,

Caliyma sirasinda 7. giinde erken gelisme asamasindaki iyi kaliteli em-
briolar ile en iyi sonuglar alinmig ise de, embrionun kalitesi ve gelisme agamasi
ile kan progesteron degerleri arasinda, gebe kalma oranim etkileyecek bir iligki
belirlenememigtir,

Sonug olarak, galigma bulgularimin yorumu yapildifinda, ovaryumlardaki
corpus luteum’lanin biyiikligi ile periferik kandaki progesteron diizeyi arasinda
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bir iligki kurulamiyaca, dondurulmus embrio nakillerinde progesteron degerle-
rinin 1 ng/ml den yitksek olmas1 gerektifi, ancak daha yiiksek degerlerin gebe ka-
lan ve kalmayan hayvanlar yoniinden farklilik gostermedigi, nakledilen embriola-
rin kalite ve 7. giinde gelisme agamalarinin gebe kalma oranim etkiledigi ancak
bunlarla kan progesteron yogunluklan arasinda bir baglant1 kurulamiyacag kam-
sma varimgtir,
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