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TURKCE OZET

Bu ¢alismanin amaci tekrarlayan tohumlamalara ragmen, gebe kalmayan ve
bu nedenle siiriiden ¢ikarilmasi gereken d6l tutmayan (repeat breeder) olarak
tanimlanan ineklerde uygulanacak embriyo transferi sonucunda elde edilecek gebelik
oranlariin arastirilmasidir. Ayrica, tastyict olarak kullanilacak ineklerde korpus
luteum kalitesi, embriyo gelisim safhasi-kalitesi ve kan progesteron seviyelerinin
gebe kalma iizerindeki etkisinin belirlenmesi de hedeflenmistir.

Calismada Holstein irkindan yaslar1 3-8 arasi degisen, rastgele segilmis 87
bas inek kullanilmistir. D6l tutmayan inekler (n=45); en az bir dogum yapmis,
seksiiel sikluslar1 diizenli olan, genital organlarinda klinik bir bozukluk bulunmayan
ve anormal bir akint1 gostermeyen, ancak en az ii¢ defa veya daha fazla sayida suni
tohumlama yapilmasina ragmen gebe kalmayan ineklerden secilmistir. Kontrol
grubunu (n=42) olusturacak inekler ise, dogum sonrasi hi¢ suni tohumlama islemine
tabi tutulmayan hayvanlardan olusturulmustur. Tasiyic1 ineklere transferden 24 giin
once PGF,, uygulamasi yapilmistir. Bu uygulamadan sonra, inekler takibe alinmig
ve Ostrus belirtileri gdsteren hayvanlar kayit altina alinip tasiyict adayr olarak
belirlenmistir. Deneme grubunda transfer yapilan toplam 45 tasiyici doél tutmayan
inekten 16’s1 gebe kalmigtir. Kontrol grubunda ise, 42 tasiyici inege yapilan embriyo
transfer isleminden sonra 21 inek gebe kalmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu
deneme ve kontrol gruplarinda gebelik oranlari sirasiyla %35,6 ve %50 olarak
belirlenmistir. Iki grup arasinda istatistksel fark bulunmustur (p<0,05). Calismada
bunun diginda korpus luteum yapisi ile gebe kalma arasindaki iligki incelenmis olup,
yapilan istatistiksel analizde korpus luteum biiyiikliigiiniin gebe kalma tizerine etkisi
olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Ayrica embriyo satha ve Kkaliteleri de
degerlendirilmistir. Buna gore embriyo satha ve kalitesinin gebelik iizerinde 6nemli
bir etkisi olmadig1 goriilmistiir (p>0,05). Her iki grup igerisinde orneklem gruplar
olusturularak kan progesteron degerlerine bakilmistir. Kan progesteron seviyesinin
de gebelik izerinde etkisi olmadigi saptanmistir (p>0,05).

Sonug olarak dol tutmayan inekler i¢in embriyo transferinin bir tedavi
yontemi olarak uygulanabilecegi, oOzellikle yiiksek siit verimli ineklerin gebe
birakilmasinda kullanilabilecegi kanisina varilmistir. Bdylece tercihen {istiin
ozelliklere sahip ineklerin embriyolarinin dol tutma problemi yasayan Ozellikle
yiksek siit verimli ineklere transferi ile bu hayvanlarin gebe birakilarak sonraki
laktasyondada yiiksek siit veriminden yararlanilarak ekonomik fayda saglanabilecegi
kanisina varilmistir. Bunun yam sira, taze embriyo transferi i¢in tasiyici olarak
kullanilacak ineklerde korpus luteum biiyiikliigii ile kan progesteron degerinin ve
transfer edilen embriyo safha-kalitesinin gebelik oranlari {izerinde etkisi olmadigi
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo Transferi, Holstayn, infertilite, Repeat Breeder
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INGILIiZCE OZET

The aim of this study is to compare pregnancy rate via applying embryo
transfer to the cows which is not being pregnant and should be removed from herd as
repeat breeder in spite of inseminating frequently. It is also aimed to determine the
affect of corpus luteum quality, embryo stage-quality and blood progesterone levels
on pregnancy in cows which are used as recipients.

In this study, 87 randomly selected Holstein cows that ages ranging from 3-8
were utilised. The repeat breeder cows (n=45) were selected from at least one giving
birth, having regular sexual cycle, missing clinical worsening into genital organ, not
displaying an abnormal discharge. On the other hand, It was selected from non-
pregnant cows which inseminated artificially 3 times or more. Besides, cows that
will form the control group (n=42) were slected from the cows not applying any
artificial insemination postnatally. The PGF2a application was performed to all
recipient cows which are considered to benefit from as a recipient in control and
testing groups just 24 days before flushing day. Subsequent to this application, the
cows were followed and showing an eustrous indications animals were recorded and
determined as candidate recipient. 16 out of 45 recipient repeat breeder cows were
become preganant in testing group which has already transferred. On the other hand,
in control group 21 out of 42 recipient cows were become pregnant after embryo
transfer procedure. In consequence of statisctal analyses, the pregnancy rates were
observed amongst testing and control groups respectively 35,6% and 50%. There was
a significant difference between pregnancy rates (p<0,05). The relation between
corpus luteum and being pregnant was investigated and as a result of this
investigation of statistical analyses, the size of Corpus Luteum was observed that no
effect on being pragnant (p>0,05). Furthermore, the quality and phase of embryo was
evaluated. Accordingly, the quality and phase of embryo has no significant effect on
pregnancy (p>0,05). Within both groups was created sampling groups to obsreved
blood progesterone value. The level of blood progesterone was determined no effect
on pregnancy (p>0,05).

As a result, it has been concluded that embryo transfer can be used to
concevie especially for high-yielding cows as a treatment method for repeat breeder
cow. Thereby, by the transfer from cows with high superior characteristics to cow
which have fertilization problems, specially high milk yielding cows, can
economically be benefit obtained by utilizing the high milk yield in the later
lactation. Moreover, it was determined that cow's corpus luteum size, blood
progesterone level and transferred embryo stage-quality were not influenced on
pregnancy rates in cows utilized as recipients for fresh embryo transfer.

Key Words: Embryo Transfer, Holstein, Infertility, Repeat Breeder



1. GIRIS

Siit sigirciligr igletmelerinde karlilik hayvanlarin en az 305 giin sagilmast ve
yilda bir keze yaklasan oranda dogum yapmasi ile saglanabilmektedir. Diger bir
deyisle en yiiksek siit ve dol verimini elde edebilmek igin, laktasyon siiresinin en az
305 giin ve buzagilama araliginin 12 aya olabildigince yakin olmasi gerekmektedir.
Hedeflenen siire igerisinde gebe kalmayan hayvandan ekonomik agidan istenen siit ve
yavru verimi elde edilememektedir. Dogum-gebe kalma araliginin uzamasi ve gebelik
basina tohumlama sayisinin artmasi hem zaman hem de verim kayiplarma sebep
olarak ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Gebe kalmanin geciktigi siire
icerisinde ayrica yem, ilag, bakim ve ekipman gibi ek harcamalar da ortaya
cikmaktadir (Arbel ve ark., 2001; Kaygisiz ve ark., 2008; Kumuk ve ark., 1999;
Sari6zkan ve ark., 2012).

Modern siit sigirciliginin yapildig: tilkelerde, hayvanlarin siit ve dol verimini
etkileyen birgok sorunla karsilasiimaktadir. Bunlardan birisi de dol tutmayan inek
(repeat breeder, ¢eviren inek) sorunudur. Dol tutmayan inekler pratikte, en az ii¢ veya
daha fazla tohumlandiklar1 halde gebe kalmayan hayvanlar olarak tanimlanirlar. Bu
sorun konusunda yapilan daha genis bir tanimlama ise; on yasindan daha kii¢iik ve en
az bir dogum yapmuis, seksiiel sikluslar1 diizenli olan, genital organlarinda klinik bir
bozukluk fark edilmeyen ve anormal bir akint1 gdstermeyen, ancak fertil bir bogayla
i¢ defa veya daha fazla sayida ¢iftlestigi ya da suni tohumlama yapildigi halde gebe
kalmayan hayvanlara ¢eviren (d6l tutmayan) hayvanlar adi verilmektedir (Alagam,
2010; Ergene, 2009).

Bazi arastirmacilar (Gunter, 1981; Kimura ve ark., 1987; Stevenson ve ark.,
1988) ise, normal siklus siirelerine sahip olmalarina ragmen, fertil bir bogayla iki veya

daha fazla kez ciftlestirilmesine ragmen gebe kalmayan inekleri de dol tutmayan



olarak tanimlamiglardir. Lafi ve Kaneene (1988) ile Wagh ve ark. (1991) normal
siklusa sahip 3 defadan fazla tohumlandiklart halde gebe kalmayan inekleri dol
tutmayan inek olarak kabul etmislerdir. Bu tanimlarin yani sira embiryonik 6lim
terimi yaygin olarak dél tutmayan ile aym1 anlamda kullanilmaktadir. Embriyonik
o6lim ve fertilizasyonun sekillenmemesi sigirlarda infertilitenin  en Onemli
nedenlerinden olmasina ragmen, ¢ogu zaman dol tutmayan ile es anlam tasimadigi

ifade edilmektedir (Ding, 1990).

Dogal agim veya suni tohumlama sonucunda gebe kalmayan her inek en az 2
aylik bir ekonomik kayba neden olarak yilda bir yavru alinmasini engellemektedir.
D6l tutmayan ineklerin etiyolojisinin karmasik olmasi ve ¢ogu klinik olguda klinik
taninin miimkiin olmamasi nedeniyle ineklerden buzagi elde edilememekte, hatta cogu

hayvan reprodiiktif yetersizlik nedeniyle elden c¢ikarilmakta veya kesime sevk
edilmektedir (Akoz, 1998).

Dol Tutmama Sendromunun (Repeat Breeder Sendromu=RBS) etiyolojisi tam
olarak bilinememekle birlikte multifaktoriyel bir tablo gostermektedir. Inekten, boga
ve cevresel/idari kaynakli etkenlerin sorumlu oldugu belirtilmektedir. Bunlarin hepsi
iist tste gelebilmekte ve bu durumda temel sebebi ¢ozmeyi zorlastirmaktadir.
Annenin yasinin etkisi, genetik faktorler, uterus enfeksiyonlar1 ve tekrarlayan ostrus
periyotlari, genital kanalin anatomik bozukluklari, hormonal fonksiyonel
bozukluklar, erken embriyonik oliimler, yetersiz folikiiler biiyiime ve beslemenin
etkileri (tiim yasamsal siiregte beslemenin 6nemi tartismasizdir ve siit¢ii sigirlarin
rasyonlarindaki nitel-nicel yetersizlikler ve degisiklikler reprodiiktif fonksiyon
bozukluklarina neden olabilir) anneye bagli nedenler olarak sayilabilirken; boganin
fertilite yetenegi, sperma kalitesi, sperma birakilma yeri ve tohumlama zamani da
bogaya bagli etkenleri olusturmaktadir. Bunlarin disinda ¢evresel etkenler de repeat
breeder sendromunun etyolojisinde yer alabilmektedir. Bunlar; mevsim, ostrus takibi,
dogum ve suni tohumlamadaki hijyen ve stres faktorleri olarak siralanabilir (Perez-

Marin ve ark., 2012).

Hayvancilik alaninda modern teknolojilerden faydalanarak verimi artirmak ve

kisa silirede istenen zamanda ve sayida iistiin nitelikli yavrular elde edebilmek igin,



suni tohumlama, seksiiel siklus senkronizasyonu, embriyo nakli ve embriyolarin
dondurulmasi, ikizlik oraninin artirilmasi, embriyoda veya spermada cinsiyet tayini
gibi bir takim yontemler gittikce yaygin bir sekilde kullanim alani bulmaya
baslamustir. Ister birim hayvan basma verimi artirmak, ister mevcut hayvanlarin
verimlerini koruyup siirekliligini saglamak konusunda olsun, uygulanan bu
biyoteknolojik yontemlerin ana amaci {stin erkek ya da disi genotipinin

yayginlastirilmasidir (Akyol, 2001).

Siit sigirlarinda hizli genetik ilerlemeyi saglamanin ve siirii igerisinde seckin
disi ve erkek hayvanlarin sayisini artirmanin en 6nemli yollarindan biri de embriyo
transfer uygulamalaridir (Akyol, 2001; Pabugcuoglu, 2013, Seidel ve Seidel, 1991;
Tekeli, 2010). Ayrica, embriyo transferi hayvan 1slahinda basarinin en etkin bigimde
artirlmasinda kullanilan modern tekniklerin basinda yer almaktadir (Biilbiil ve
Dursun, 2005). Birtakim biyolojik islemler dizisinden olusan embriyo transferi
uygulamalarinin en 6nemli amaci; Ustiin nitelikli hayvanlardan, saglikli ve genetik
kapasitesi yiiksek ekstra yavrularin dogmasini yiiksek kaliteli oosit ve embriyo elde
ederek saglamaktir (Santos ve ark., 2008). Normal sartlarda bir inekten yilda bir
yavru almabilir iken, embriyo transferi ile yasami1 boyunca elde edilebilecek yavru
sayisinin en az 5 kat1 yavru elde edilebilmektedir (Seidel ve Seidel, 1991; Tekeli,
2010).

Embriyo transferi laktasyondaki ineklerde, ozellikle 1s1 stresi durumunda,
fertilitenin arttirilmasinda ¢ok yararli bir etki gdstermektedir. Bir embriyonun
transferi infertiliteye neden olan bazi etkenleri (fertilizasyon basarisizligi ve erken
embriyonik 6liim gibi) elimine edebilmektedir. Bu nedenle embriyo transferi dol
tutmayan siit¢ii ineklerde o6zellikle sicak havalarin etkin oldugu yaz mevsiminde

yiiksek oranda gebelik elde etmek i¢in kullanilabilmektedir (Bilby, 2010).

Sunulan bu ¢alismada amacimiz en az 3 kez tohumlanmasia karsin gebe
kalmayan ve siiriiden ¢ikarilmasi gereken dol tutmayan ineklere embriyo transferi
uygulayarak gebe kalmalariminin saglanip saglanamayacaginin arastirilmasidir.
Boylelikle dol tutma sendromlu ineklerin embriyo transferi ile gebe birakilmasi

saglanip, bir siire daha siiriide tutularak ekonomik kazan¢ elde edilebilecegi



gosterilmeye calisilacaktir. Tiirkiye’de dol tutmayan ineklerle ilgili ¢esitli caligsmalar
yaptlmistir. Bu calismalarin birgcogu hormonal diizenlemelerle suni tohumlama
temeline dayanmaktadir. Ayrica lilkemizde embriyo transferi ¢alismalar1 hala diinya
capinda oldugu kadar yaygin bir yer tutmamaktadir. Bu calismada amaclanan diger
bir konuda embriyo transferinin yayginlasabilmesi i¢in bir drnek teskil edebilmektir.
Calisma ile dol tutmayan ineklerde alternatif bir tedavi yontemi olan embriyo
transferiyle gebe birakilma oranlarinin artirilabileceginin lilkemizdeki yetistiricilere
ve meslektaslarrmiza gosterilmesi de hedeflenmistir. Ulkemizde dol tutmayan
ineklere yapilan embriyo transferi ¢aligmalari ile kiyaslandiginda kullanilan hayvan
sayisinin fazlaligi ve taze embriyo transferi yapilmasi nedeniyle hem 6zgiin degere

sahip hem de sonuglari itibar ile pratikte fayda saglayabilecek bir ¢aligmadir.

Ayrica, bu c¢alismada tasiyict ineklerde embriyo safha-kalitesinin, korpus
luteum biyiikliginiin ve rastgele segilen inekler igerisinden kan-progesteron

degerinin gebe kalma tizerine etkisinin olup olmadiginin tespiti de amaglanmustir.

Calismada transfer edilen embriyolar siiperovulasyon uygulamasindan sonra
in vivo olarak elde edilmis ve taze olarak dol tutmayan tasiyicilara transfer edilmistir.
In vivo embriyo iiretimi igin siiperovulasyon protokoliine tabi tutulan verici inekler
Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miudiirliigi hayvancilik isletmesi
biinyesinde yetistirilen siiriiden se¢ilmis ve siirli igerisinde dol tutmayan sendromlu

olarak kabul edilen ineklere transfer edilmistir.

Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Hayvancilik Boliimdi,
Hayvancilik Isletmesi’nde halihazirda DPT tarafindan desteklenen Anadolu Alacasi
Gelistirme Projesi yiritilmektedir (Anonim, 2001). Bu proje kapsaminda iilke
kosullarina uygun test edilmis bogalar gelistirmek, kaliteli sperma iiretiminde disa
bagimliligi  azaltarak kisa siirede verimde genetik ilerleme saglamak
amaglanmaktadir. Proje uygulamasinda dondér hayvanlar siiperovulasyon
protokollerine tabi tutularak embriyolar elde edilmektedir. Embriyolar uygun
medyumlar igerisinde Stereo mikroskop altinda, kalitelerine gore ayrilarak
smiflandirilmaktadir. Kaliteli embriyolar tasiyicilara transfer edilerek birden ¢ok

yavru elde edilebilmektedir. Goriildiigii tlizere kurum biinyesinde yiiriitiilen



calismalar nedeniyle bu doktora tez c¢alismasi i¢in yeterli alt yapt ve pratik tecriibe

bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sigirlarda Ureme

Sigir yetistiriciliginde, etkili bir yonetim iyi bir tireme performansi ve yiiksek
verimli bir iretim igin gereklidir. Fakat istenen tireme hedefleri yerel kosullara ve
bireysel ¢iftlik sistemlerine bagli olarak degisebilmektedir (Ball, 2004). Siit
sigircihginda karlih@ belirleyen ana unsur dol verimidir. Ideal Slgiilerde bir dol
verimi demek; daha yiiksek siit verimi, yillara gore daha fazla buzag liretimi ve daha
yiiksek bir verim i¢in daha fazla seleksiyon olasiligi demektir. Ancak siit sigirlarinda
st veriminin arttirilmasina paralel olarak dol veriminde gerilemelerde
goriilebilmektedir (Ata 2013, Campos ve ark., 1994; Marti ve Funk, 1994; Oltenacu
ve ark., 1991).

Ureme, hayvansal iiretimin etkinliginin belirlenmesinde yasamsal bir
faktordiir. En ideali, bir inegin yilda bir kez dogum yapmasidir. Bu nedenle, sigir
kaynakl1 et ve siit iretim modeli generasyon aralig1 sigirlara gore daha kisa olan
diger ciftlik hayvanlar tiirlerinden (6rnegin domuzlar ve koyunlar) daha az etkilidir.
Bu ayni zamanda genetik ilerleme oraninin nispeten yavas olacagi anlamina da
gelmektedir. Siitcli siiriilerde, siirekli arttirllmak istenen siit {iretimi Sonucunda
genellikle diger faktorlerin goz ardi edilmesine neden olmaktadir. Bu durumun bir
sonucu olarak, bir inek buzagilamanin ardindan daha yiiksek miktarda siit vermeye
baglamakta ve tekrar gebe birakilip buzagilamadig1 takdirde, belli bir laktasyon
periyodunun sonunda siit tiretimi diismektedir. Modern sistemlerde yetistirme ve
bakim masraflar yiiksek oldugundan dolayr ilk buzagilama i¢in 2 yilin {izerindeki
herhangi bir gecikme ve ilk buzagilamayi takiben optimum siirenin tizerindeki
buzagilama araliklar1 gelirde belirgin bir diisiise neden olmaktadir. Buzagilar hem

sagilir ineklerin yenilenmesi hem de sigir eti iiretimi agisindan biiylik O6nem



tasimaktadir. Bu nedenle iireme siireci igletmeler agisindan yasamsal bir oneme

sahiptir (Ball, 2004).
Ureme verimliliginin 6l¢iimii

Ureme verimliligi, bir inegin gebe kalma ve canli yavrular {iretme
kabiliyetinin bir dl¢iisii olarak tanimlanabilir. Infertilite veya yetersiz fertilite, normal
tireme performansin1 belirleyen seviyelerden farkli derecelerde sapmalarini ifade

etmektedir.

Fertilite (dogurganlik) ile ilgili degerlendirme yapilirken genellikle ekonomik
diizeyde buzagilama aralig1 esas alinmaktadir. Buzagilama araligi i¢in ideal deger
365 giin olarak kabul edilmektedir. Ancak siirii bazinda 365 giinliik diizeyin
tutturulmasi (6zellikle Holstayn irki sigirlarda) ¢cogunlukla miimkiin olmadigindan bu
sire ortalama 390 giinii bulmaktadir (Ata, 2013). Biyolojik bir bakis agisiyla,
buzagilama orani en uygun fertilite 6l¢iitiidiir ve 100 tohumlama basina dogan buzagi
sayist olarak tanimlanir. Ayni zamanda boyle bir degerlendirmenin dezavantajlari da
vardir. Ciinkli Ostrus tespitinde basarisizlik yiiziinden dogumdan sonra ¢ok uzun
servis periyodu olan ineklerin hesaba katilmasi gerekir. Esslemont (1992) 6strus
tespit oraninin ve gebelik oraniin (ciftlesme ya da suni tohumlama sonrasi 45.
giinde) tirlinii olan bir 'dogurganlik faktorii' kullanimini 6nermistir. Pratikte ostrus
belirleme orani, bir siklus donemi igerisinde {izerine atlanilmasina izin veren
ineklerin sayisinin siiriideki tiim ineklerin sayisina oranlanmasi ile bulunur
(tohumlandiktan sonra 23 giin igerisinde tekrar tohumlanan ineklerin orani). Daha
sonra suni tohumlama yapilip gebe kalan ineklerin sayis1 ile gebelik oram (pozitif
gebelik tanisi ile sonuglanan tohumlanmis inek orani) hesaplanir. Reprodiiktif
etkinlik veya dogurganhik faktorii i¢in bir oran elde etmek amaciyla {izerine
atlanilmasina izin veren inek oram ile elde edilen gebelik orani carpilir. Uzerine
atlanilmasina izin veren inek orani en az %80 ve gebelik orant %70 olmalidir.
Boylece dogurganlik faktoriiniin en az %56 oldugu goriiliir. Esslemont (1992) ayrica,
%22'nin iizerinde inek basina siirliden ¢ikarma maliyeti (%1 i¢in 590 €), 360 giinii

asan buzagilama araliklar (glinde 3 €) ve gebelik basina ikinin tizerinde her fazladan



Ostrus periyodu (tohumlama basina 18€) olarak bir siiriide fertilite ekonomik endeks

(Fertex) puanini tanimlamustir (Ball, 2004).
Ureme ile Ilgili Parametreler

Sirtiinlin  devami ve siit verimi ancak optimum dol verimi ile
saglanabildiginden dolay1, dol verimi modern siit isletmelerinin karlilik ve basarisini
belirleyen ana faktorlerden birisi haline gelmistir. Fertilite, dlveriminin fizyolojik ve
ekonomik smirlar i¢inde devamliligi seklinde tanimlanabilirken, infertilite ise dol
veriminin aksamasi, yani dogum ile yeni bir gebeligin sekillenmesi arasindaki
siirenin uzamasi seklinde ifade edilebilir. Sit sigirciligi yapilan igletmelerde,
dogumlar arasindaki siirenin 400 giinii agsmasi, dogum-gebelik arasi silirenin 120
giinden uzun, ilk tohumlamada gebelik oraninin %50’den diisiik, buzagi basina
gereken tohumlama sayisinin 2’den fazla olmasi ve bir isletmedeki hayvanlarin en az
igte birinde buzagi basmma 3’ten fazla tohum kullanilmas: siiriide infertilite

sorununun bulundugunun gostergeleri olarak degerlendirilmektedir (Alagam, 2010).

Yetistiricilikte isletmedeki karliligin saglanmasi ve devam ettirilebilmesi igin
baz1 dol verimi parametrelerinin optimal seviyede tutulmasi gerekmektedir. Siit sigirt
yetistiriciligi  yapilan isletmelerde do6l verimi sorunu olup olmadiginin
degerlendirmesinde kulanilan en 6nemli giincel parametreler Tablo 1’de sunulmustur

(Ata, 2013).

Tablo 1. Siit ineklerinde Ureme Parametreleri (Alagam, 2010; Ata, 2013; Daskin, 2005, Hutchinson,
2007; Rogers, 2007; Wattiaux, 2007)

ideal Hafif orta Ciddi
Olgiitler Deger Problem Derece Problem
Problem

[lk 6strus gosterme yas1 (ay) <8 10 11 >12
[k damuzlikta (yetistirmede) kullanilma yas1 (ay) 13-15 15-17 18-20 <13 veya >20
ilk buzagilama yas1 (ay) 24 25-26 27-29 <24 veya >30
ilk tohumlamada canli agirlik (Holstayn) (kg) 340 320 310 <300
Ilk buzagilamada canli agirlik (Holstayn) (kg) 510-550 540-580 580-620 <510 veya >620
Yetiskin canli agirlik (Holstayn) (kg) 650-725 650-690 690-725 <650 veya >725



Buzagilama-ilk 6strus goriilene kadar gegen siire (giin) <40 40-50 50-60 > 60

Buzagilamadan sonra 60 giin i¢inde kizginlik

gosteren ineklerin orani (%) >90 80-90 70-80 <70
Ostrus belirleme oran1 (%) >80 50-65 66-80 <50
Ostrus tespit edilemeyen inek orani (%) <10-14,9 19,9-15 20-40 > 40
Tohumlama aralig1 18-24 giin inek oran1 (%) > 65-62,5 60,1-62,4 50-60 <50
Buzagilama-ilk tohumlama aralig1 (giin) < 60- 65 70-65,1 70,1-85 > 85

Servis periyodu

(Buzagilama—gebe kalma aralig1) (giin) <80-82,5 82,6-85 85,1-100 > 100
Buzagilama araligi (ay) 11,8-13 13-13,5 13,6-14 <11,7 veya >14
flkine tohumlama gebelik orani

(diveler i¢in) (%) 65-70 60-65 55-60 <50
Ilkine tohumlama gebelik orani

(birinci laktasyondakiler igin) (%) > 65-60,1 50,1-60 45-50 <40

Ilkine tohumlama gebelik orani

(yetiskinler i¢in) (%) 40-50 35-40 30-35 <30
iki tohumlamada gebe kalan inek oran1 (%) >80 70-80 60-70 <50
Ug tohumlamada gebe kalan inek orani (%) >90 80-90 70-80 <60
Ugiincii tohumlamaya gerek duyan inek oran1 (%) <12,3-15,9 16-24,9 25-30,2 > 30,2
Dérdiincii tohumlamada gebe kalan inek orani (%) > 96 85-95 75-85 <50
Dérdiincii tohumlamaya gerek duyulan inek orani (%) <4,3-6,3 6,4-12,4 12,5-16,6 > 16,6

Dogumdan sonraki 120 giin i¢inde gebe

kalmayan ineklerin orani (%) <10 11-12 13-14 >15
Gebelik basima tohumlama (asim) sayisi <1,75 1,76-2 2,01-2,30 > 2,30
infertilite nedeniyle zorunlu kesim orani (%) <571 10,1-7,2 13-10 > 13
Gebe kalmayarak elden ¢ikarilma orani (%) <6 10 15 >20
Dol tutmayan inek orani (%) <15 15-20 20-25 >30
Abort orani (%) <3 4-5 5-10 >10
Retensiyo sekondinarum orani (%) <8 10-15 15-20 >20
Metrit (rahim iltihab1) goriilme oran1 (%) <10 10-20 20-30 >30
Ovaryum kisti olugsma orant (%) <5 10-20 20-30 > 40

Modern siit sigir1 isletmelerinde Tablo 1°de belirtilen parametreleri saglamak
oldukca zorlagsmistir. Son 50 yilda siit sigirciligindaki hizli genetik ilerleme sonucu
hedeflenen yiiksek siit verimine ulasilmistir (Sartori ve ark., 2010; Walsh ve ark.,

2011). Ancak siit verimlerinde ki artiga paralel olarak dol verimlerinde diisme



sekillendigi goriilmistiir (Butler, 1998; Sartori ve ark., 2010). Boylece iki dogum
araligit uzamig ve yiikksek verimli bir inekten yilda bir yavru alinamaz hale
gelinmistir. Bu da siirii i¢erisinde hizli genetik ilerleme saglanmasini olumsuz yénde
etkilemistir. Bu olumsuzluklar karsisinda embriyo transferi biiyiik 6nem kazanmistir

(Coban, 2017).
2.2. Sigirlarda D6l Tutmama Sendromu (Repeat Breeder Sendromu=RBS)

Diizenli sekstiel siklus gosterip, genital organlarinda, klinik yontemlerle
herhangi bir bozukluk saptanmadigi halde gebe kalmayan ineklerin varligi birgok
arastirici tarafindan belirtilmistir (Kiplili ve ark. 1993). D6l tutmama sendromunun
daha ayrintili bir tanimlamasini yapacak olursak; on yasindan daha kiiciik ve en az
bir dogum yapmus, seksiiel sikluslar1 diizenli olan, genital organlarinda klinik bir
bozukluk tespit edilmeyen ve anormal bir akinti géstermeyen, ancak fertil bir
bogayla ii¢ defa veya daha fazla sayida giftlestigi ya da suni tohumlama yapildigi
halde gebe kalmayan hayvanlara dol tutmayan (¢eviren ya da repeat breeder)
hayvanlar adi verilmektedir (Alagam 2010, Ergene, 2009). Kimi arastirmacilar ise
yukaridaki literatiirlerde bahsedilen o6zellikleri tasiyip en az iki tohumlama
yapilmasina ragmen gebe kalmayan inekleri dol tutmayan olarak kabul etmektedirler
(Gunter, 1981; Kimura ve ark., 1987; Stevenson ve ark., 1988).

Dol tutmama (repeat breeding) sigirlardaki en 6nemli reprodiiktif sorunlardan
birisi olarak degerlendirilmektedir. Siit¢ii sigirlarda dol tutmama insidensi bolge,
cevre ve yonetime bagli olarak degigsmektedir. Bulman ve Lamming (1978) siit¢ii
sigirlarda dol tutmayan inek goriilme sikligin1 %8,9, Bartlett ve ark. ise (1986) %24
olarak bildirmislerdir. Gustafsson ve Emanuelson (2002) ddl tutmayan inek oranini,

Isveg siitii s1gir populasyonunda %10 oldugunu belirtmistir.

Allen’a (1996) gore, dol tutmama sendromunun bir kismi erken embriyonik
Oliimlerle 1ilgili olabir, ¢iinkii ineklerde embriyonik Oliimlerin ¢ogu daha once
bilinenden ¢ok daha erken meydana gelmektedir. Bu teori, dol tutmayan ineklerde
embriyonik 6liim oraninin 6nemli derecede yiiksek oldugunu bildiren Ayalon (1978)
ile Maurer ve Echternkamp (1985) tarafindan da desteklenmektedir. Ayalon (1978)

dol tutmama sendromunun Kuzey Amerika’daki siitcli sigir stiriilerinde ekonomik
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kayiplarin en biiyiik nedeni oldugunu ve degisik eyaletlerde rastlant1 sikliginin %10-
18 arasinda degistigini bildirmistir. D6l tutmayan ineklerle ilgili ekonomik kayiplar
onemlidir ve bunlar; veteriner giderlerinin ve tohumlama maliyetlerinin artmasi,
reprodiiksiyon performansinin diismesi ve istemsiz siirii dis1 birakma gibi ilave

maliyetler olarak siralanabilir (Bonneville-Hébert, 2011).

Dol tutmama sendromu servis peiyodunun ve buzagilama araliginin uzamasina
neden olmakta, dolayisiyla siit inegi isletmelerinde diisiik siit ve buzagi iiretimi
sonucu biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu sendromdan sorumlu faktorler
anatomik, hormonal, idari ve enfeksiydz olmak tizere ¢ok cesitlidir ve siiriiden siiriiye,
hayvandan hayvana ve Ostrustan Ostrusa farklilik gostermektedir (Singh ve ark.,
2008). Etiyolojisinin  karmasik olmast d6l tutmayan ineklerde taniyida
giiclestirmektedir. Ancak, nedenin kesin olarak belirlendigi olgularda, farkli tedavi

uygulamalar1 sonucunda elde edilen dol verimi oranlarinda da farklilik

gozlenmektedir (Akoz, 1998).

Dol tutmama sendromunun baslica iki nedeni, erken embriyonik oliimler veya
fertilizasyonun sekillenmemesidir. Bu iki temel nedene eslik eden ya da yol agan
baz1 risk faktorleri dol tutmayan inek sorununun ortaya cikmasinda Onemli rol

oynamakta ve iizerlerinde dikkatle durulmasi gerekmektedir (Lafi ve Kaneene,1988).

Fertilizasyonun sekillenememesi; ovulasyon gecikmesi veya anovulasyona,
erken postpartum doénemde veya ovulasyondan sonra yapilan tohumlamaya,
fekondasyondan once oositin Olmesine, uterus enfeksiyonlarina, 00sit ve
spermatozoonun morfolojik ve fonksiyonel anomalilerine, gametlerin fekondasyon
bolgesine tasinmasina olanak vermeyen yapisal engellere, ovulator mekanizma
bozukluklarina, polispermiye, ¢ift disi pronukleusu tasiyan yumurtanin monospermik
fertilizasyonuna, pronukleus formasyonunun sekillenmemesine, androgenezise,
yaslanmaya, yiiksek siit verimine, immunulojik tepkilere ya da bazi c¢evresel
faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikan atipik fertilizasyon gibi olgulara bagh
olabilmektedir (Gunther, 1981; King, 1991; Perez-Marin, 2012).

Embriyonik 6liimlerin olas1 sebepleri arasinda; yaslanmis oositin fertilizasyonu,

luteal kromozomal anomaliler, yiiksek cevre 1sis1, rasyonlarda bazi temel ve 6zel
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besin maddelerindeki yetersizlikler, siklik Gstrojen-progesteron hormonlarinin

dengesizligi, progesteron yetersizligi ve subklinik uterus enfeksiyonlar: gibi etmenler

siralanmaktadir (Ahmad ve ark., 1995; Bilodeau-Goeseels, 2006; Boland ve ark.,
2001; Dunne ve ark., 1999; Humblot, 1999; King, 1990; Lamb, 2006; Wolfenson ve
ark., 2000).

Dol tutmayan inek sorununun hayvanlarda bireysel olarak belirlenmesinde su

Kriterler 6nem tasimaktadir;

D61 tutmayan ineklerde reprodiiktif organlar genelde klinik olarak normaldir.

Etiyolojisi ¢cok cesitlidir.

Herhangi bir faktdr d6l tutmayan bir inek icin spesifik olmayabilir ve dol
tutmamanin gercek sebebinin tespitini zorlastirir veya yanlis tespite yol

agabilir.

Bu faktorler 1siginda doél tutmama sendromunun etiyolojisi su sekilde

siniflandirilabilir

Spermatazoon ve ovumun kongenital, genetik ya da sonradan kazanilmis
defektlerine bagli olarak. fertilizasyonun olugsmamasi.

Erken embriyonik 6limler

Bakim ve idari faktorler

Beslenme bozukluklari

Cevre sartlar1

Reprodiiktif organlarin genetik, anatomik ya da kongenital yap1 bozukluklar
Reprodiiktif sistemin enfeksiydz ve travmatik yangisal reaksiyonlar
Endokrin bozukluklar

Ostrusun gozlenmesindeki hatalar ve tohumlamanin uygun olmayan

zamanda yapilmasi (Akoz, 1998).

Reprodiiktif bakimdan bu hayvanlarda gebeligin olusturulmasi ya imkansizdir

ya da ¢ok sayida tohumlamay1 gerektirir. Bu olgu iki dogum arasindaki siirenin

uzamasina bagli olarak siit lretiminin azalmasina neden olmak siiretiyle siit
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sigircilift yapan isletmelerde para ve zaman kaybma neden olmaktadir (Dogan,

1998).

Dol tutmama sorununun ¢oziilmesi i¢in bir¢ok tedavi yontemi denenmektedir.
Bunlar Ostrus tespitinin etkinliginin arttirilmasi, embriyo transferi, suni tohumlama
sirasinda GnRH uygulamasi, suni tohumlamay1 takiben hCG uygulamasi, suni
tohumlama yerine dogal asim yapilmasi, gebe olmayan ineklerin yeniden senkronize

edilmesi seklinde siralanabilir (Bilby, 2010).

Epidemiyolojik ¢alismalarda dol tutmama sendromunun prevelansinin %5°ten
(Ayalaon 1984 Urdiin), %36’ya (Zambrano 1982 Kiiba) kadar degistigi
goriilmektedir. Buna ragmen, siit inegi iretimindeki biiylik talepleri
degerlendirdigimizde (bir inekten yilda bir buzag1 almay1 gerektiren), d6l tutmayan
inek sendromu siit inegi yetistiriciliginde ekonomik agidan énemli bir etkiye sahiptir
(Sekil 1) (Perez-Marin, 2012).

PARTURITION PARTURITION PARTURIVION Normal cows
® 4 * . .
S S,
= M =
= | ~
= = Sy,
= 1
o
o

PARTURITION PARTURITION
& A 4 Repeat breeder
cows
1

Production

F(®

Sekil 1. Normal ve D&l Tutmayan ineklerin Laktasyon Egrilerinin Karsilastirilmas: (Perez-Marin,

2012)

Embriyo transferi son yillarda dol tutmama sendromunun tedavisinde
kullanilmaya baslayan yardimci tireme tekniklerinden birisidir. Laktasyondaki siit¢ii
sigirlar 6zellikle yaz mevsimi boyunca ortaya ¢ikan sicak stresi etkisi altinda iken,
embriyo transfer uygulamasi ile fertilitenin iyilestirilmesi agisindan olumlu sonuglar

elde edilmektedir. Normal sartlarda bir embriyonun transferi infertilitenin kesin
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nedenlerini (fertilizasyon basarisizligi ve erken embriyonik kayip gibi) bertaraf
edilebilmektedir (Bilby, 2010).

Genital organlarin muayenesinde klinik bozukluklar: tespit edilmeyen ve en
az 3 veya 4 suni tohumlamadan sonra gebe birakilamayan inekler dol tutmayan
inekler olarak tanimlanirlar; bu inekler 18 ila 24 giin araliklarla normal bir sekilde
Ostriis belirtileri gostermelerine ragmen, gebe kalmalari i¢in 3 veya 4'den fazla servis
periyodu gecirmeleri gerekmektedir. Son yillarda, laktasyondaki siit ineklerinin
dogurganliginda bir diisiis goriilmekte ve buna ek olarak, konsepsiyon basina servis
periyodu sayisi artmakta; bu da tekrar tekrar tohumlanan ineklerin oraninin
yiikseldigini ifade etmektedir. Giiniimiizde dol tutmama sendromu siitgii siirii
yonetiminde ekonomik basariyr etkileyen onemli bir faktor haline gelmistir ve bu
sorunu diizeltmenin ilk adimi sorunun nedenini veya nedenlerini belirlemektir. Ne
yazik ki, d6l tutmama olgusu multifaktoriyel bir sendrom oldugundan bu nedenleri
belirlemek oldukga zor olabilmektedir. D6l tutmayan ineklerin fertilite performansini
gelistirmek icin bircok yaklasim denenmekte ve son ¢aligmalar ET'nin d6] tutumayan
ineklerde fertilite performansin1 artirmada etkili bir alternatif olabilecegini
diistindiirmektedir (Stradaioli, 2015).

2.3. Embriyo Transferi (ET)

Embriyo transfer uygulamasi siit sigirlarinda genetik ilerlemeyi saglamada ve
stirli igerisinde damizlik degeri yliksek disi ve erkek hayvanlarin sayisini arttirmada
kullanilan yardimci ilireme tekniklerinden en onemlisidir. Son yillarda gelistirilen
yeni tekniklerle embriyo transferinin basarisi artmakta ve diinya g¢apinda hizla
yayilmaktadir. AETE’nin 31 Avrupa iilkesinden topladig: verilere gore; 2015 yilinda
toplam 20497 donér siiperovulasyon protokollerine tabi tutularak, in vivo olarak
embriyo liretimi yapilmistir (2014 yilinda 22490). Toplanan tiim embriyolar i¢inde
transfer edilebilir embriyo sayisinin 127980 oldugu belirtilmektedir. Bu Sonuglar,
superovule edilen her bir inekten elde edilen transfer edilebilir embriyo sayisinin
ortalam 6,24’e ulastigin1 gostermektedir. Tiim bu iiretilen embriyolarin %79’u siit¢ii

wrklardan, %21°1 ise et¢i wrklardan elde edilmistir. Avrupa’da 2000-2015 yillar
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arasinda in vivo yontemle elde edilen embriyo sayilar1 Sekil 2°de gosterildigi gibidir
(Mikkola, 2016).

Embriyo Toplama
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Sekil 2. Avrupa’da Yillara Gore Sigir Embriyosu Toplama Sayilari (In Vivo) (Mikkola,
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Embriyo transferi kisaca gebelik siiresini baska bir diside tamamlamak
amactyla bir disiden toplanan embriyonun (donor) baska bir digiye (tasiyici) transfer

edilmesi olay1 olarak tanimlanir (Kunkel, 2010).

Embriyo transferi, donor olarak kullanilan disinin genital kanalindan toplanan
embriyo ya da embriyolarin, bir ya da daha ¢ok sayida sekronize edilen disiye
transfer edilmesi islemidir (Sekil 3) (Kanagawa ve ark., 1995; Sagirkaya, 2009).
Bagka bir tamima gore ise; genetik kapasitesi ve verim diizeyleri belirlenmis olan
seckin inek ve bogalardan elde edilen embriyolarin tastyici ineklere nakledilmesi

islemine verilen isimdir (Kaymaz, 2012).
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Sekil 3. Sigirlarda Embriyo Transferi Semasi (Kanagawa ve ark., 1995)

Yapilan bu tanimlardan anlasilacagi lizere; birbirini izleyen birtakim biyolojik
islemler dizisi olan embriyo transfer uygulamasinin temel amac, iistiin 6zelliklere
sahip ineklerden elde edilecek yavru sayisinin arttirilmasidir. Normal sartlarda bir
inekten yilda bir yavru alabilir iken, embriyo transferi ile bir inegin yasami
boyunca verebilecegi yavru sayisinin en az 5 kat1 yavru elde edilebilmektedir (Akyol
ve ark., 2004; Hizl ve ark., 2012; Sagirkaya, 2009).

Embriyo transferi ilk defa 1890 yilinda Walter Heape tarafindan Angora
tavsanlarinda yapilmistir (Smith, 2009). 1949’da Warnwic ve Berry koyun ve
kegilerde ilk basarili embriyo transfer islemini gergeklestirmislerdir (Betteridge,
2003;Kanagawa, 1995). Sigirlarda ise, ilk basarili embriyo transferi 1951 yilinda
Amerika Birlesik Devletlerinde Cornell Universitesinde Willet ve ark. tarafindan
yapilmis ve ilk buzagi elde edilmistir (Kanagawa, 1995; Willet ve ark., 1951).

Tiirkiye’de ise, ilk embriyo transfer c¢aligmalarina 1981 yilinda tavsanlar, 1983
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yilinda fareler {izerinde arastirma boyutlu olarak baglanmistir (Akyol ve ark., 2004).
1984 yilinda koyunlarda (Akyol ve ark., 2004), 1985 yilinda da sigirlarda ilk defa
yapilan embriyo transfer uygulamasi Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr. Irfan Kamuran Ileri tarafindan gergeklestirilmistir
(Sagirkaya, 2009). 1960°lh yillara kadar embriyo kazanimi cerrahi yontemle
yapilirken, 1964 yilinda Japon bilim adami Suggie tarafindan ilk defa cerrahi
olmayan metot kullanilmistir. Daha sonra giinlimiizde de kullanmakta oldugumuz
servikal yontemin gelistirilmesiyle birlikte embriyo transfer calismalari birgok

tilkede yaygimlasmistir (Betteridge, 2003; Kanagawa, 1995; Sagirkaya, 2009).
Embriyo transfer uygulamalarinin basarisi,

IIk basta tiim siire¢ kafa karistirici olarak goriiliir fakat detayli ve kesin
bilgilerle kolayca aciklanabilir. ilk sorulacak soru, embriyo transferi (ET)
prosediiriiniin yayginlagsmasinin istenmesinin amaci nedir? ET’ nin gelistirilmesi ile
asir1 populasyon artisinin biiyiik bir problem olacagi akla gelebilir. Fakat boyle bir
durum s6z konusu degildir. Ciinkii elde edilen embriyo sayilari artsada, ET
uygulamalarinin basarist multifaktoriyel durumlar icerdigi icin asir1 bir populasyon
artis1 gergeklesmeyecektir. Embriyo transferi ¢alismalari ilk olarak, siit sigirlarinda
buzagi lretimini arttirmak amaciyla yapilmasi disiiniiliirken, giiniimiizde pratik
olarak g¢ogunlukla hayvanlar ile ilgili arastirmalarda ve siit¢ii ineklerde genetik
ilerlemenin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu yiizden, embriyo transferi ile
stit sigir1 endiistrisinde genetik istiinliige sahip sigirlarin artisi, bu hayvanlardan
yasamlar1 boyunca daha fazla yavru elde edilmesi, hastaliklarin kontrolii ve kiigiik
populasyonlarda daha hizli genetik degisim saglanabilmektedir. Ayrica bilimsel
arastirmalarda liremenin fizyolojik, patolojik, immunolojik calismalar icin
degiskenligi azaltmaya katkida bulunmaktadir. ET nin basarili bir sekilde yapilmasi
verimli yasami uzun, giiglii genetik temelli yiiksek verimli ineklere sahip olmak

miimkiin hale gelmistir (Donahoo-Cheda, 2010).

Her yeni dogan buzagi biiyiik bir tireme potansiyeline sahiptir. Diside
yaklasik 150.000 potansiyel yumurta ve her erkekte liretilen milyarlarca sperm

hiicresi vardir. Dogal iireme prosediirii ile {istiin bir bireyin iireme potansiyelinin
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yalnizca kiiglik bir kismi gerceklestirilebilir. Siirlide bir bogadan yilda ortalama 15-
50 buzagi alinabilirken, bir inekten ise ortalama bir buzagi alinabilmektedir. Suni
tohumlama ile genetik olarak iistiin 6zelliklere sahip bir boga tarafindan iiretilen ¢ok
sayida sperm hiicresinden faydalanmak miimkiindiir, fakat disinin tireme potansiyeli
suni tohumlama yontemiyle tam anlamiyla kullanilamamaktadir. Normal olarak
isletmede kullanilan iireme programlari ile bir inekten optimum sartlarda omrii
boyunca genel olarak en fazla 8 ila 10 buzagi alinabilmektedir. Suni tohumlama ile
bir bogadan faydalanip ¢ok sayida inek tohumlabilirken, embriyo transferi genetik
olarak iistiin ozelliklere sahip bir inegin Omrii boyunca iiretebilecegi yavrularin

sayisini biiyiik oranda artirabilen 6nemli bir uygulamadir (Selk, 2006).

Temelde diinya ¢apinda her y1l, geleneksel siiperovulasyon siireci kullanilarak
750000 ve in vitro teknikler ile 450000 den fazla embriyo iretilmektedir.
Stiperovulasyon ve embriyo toplama 30 giinde bir tekrarlanarak yapilabilmektedir
(Mapletoft, 2013)

Sigirlarda embriyo transferinin avantajlar ve dezavantajlar

Avantajlart;

- Bir inekten yasami boyunca elde edilebilecek yavru sayisinin en az 5 kati sayida
yavru elde edilebilir. Bu sekilde siirli icerisinde yiiksek genotipik ve fenotipik
kapasiteye sahip yavru sayisi arttirilabilir (Akyol, 2007;Seidel ve Seidel, 2005;
Tekeli, 2010).

- Cinsiyeti dnceden belirlenmis embriyolarin transferi ile dogrudan damizlik olarak

kullanilabilecek disi yavrular elde edilebilir (Pabugcuoglu, 2013).

- Hayvan 1slahinda hizli genetik ilerleme saglanir. Bogalarin degerlendirildigi projeni
test yontemiyle karsilastiridiginda MOET (¢oklu ovulasyon ve embriyo transferi)
yontemi kullanilarak, daha kisa slirede damizlik degeri yiiksek disi ve erkek

hayvanlar elde edilebilir (Seidel ve ark., 2005).
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- Siirti igerisinde hastalik, yaslilik gibi nedenlerle infertil duruma diisen {stiin
nitelikli hayvanlardan yavru elde edilebilir (Brock ve ark., 1997; Elsden ve ark.,
1979).

- Bolgeye adapte olmus tasiyict anneden dogan yavruda pasif immunite yoluyla

bolgeye uygun bagisiklik gelisimi saglanabilir (Seidel ve ark., 2005; Tekeli, 2010).

- Sicaklik stresine maruz kalan ineklerde embriyo transferi ile gebe kalma oranlari,
suni tohumlama ile gebe kalma oranlarina gore daha yliksektir. Bu nedenle sicak
donemlerde embriyo transfer uygulamasinin fertiliteyi arttirmak icin etkin bir

uygulama oldugu bildirilmistir (Hansen ve Arechiga, 1999).

- Embriyo ithal etme maliyetleri genellikle canli hayvan ithalatina kiyasla daha
diisliktir ve siiriilerde irklarin tek bir nesil iginde degistirilmesi miimkiindiir.
Embriyo transferi ile elde edilen yavrular saf olarak istenen irktan olacak ve
tasiyicidan elde edilecek pasif bagisiklik nedeniyle yeni ¢evreye daha ¢abuk adapte
olmalarida diger bir avantaji olusturacaktir. Ayrica, canli hayvan nakli ile enfeksiyoz
hastaliklar bolgeden bolgeye, tilkeden iilkeye tasinirken; embryo ithalati ile bu durum
onemli oranda elimine edilebilecektir. Uygun prosediirler izlenirse, enfeksiyoz
hastaligin embriyo transferi yoluyla nakli riski, dogal ¢iftlesme veya suni tohumlama
ile karsilastirildiginda daha diistiktiir. Ancak, en ufak ayrintilardaki dikkatsizlik, bu
avantaji blyiik 6l¢iide azaltabilmektedir (Seidel, 1991).

- Embriyolar dondurma yontemleriyle siiresiz olarak saklanabilir, boylece yiiksek
genetik ozelliklere sahip veya nesli tiikenme tehdidi altinda olan tiir ve irklarin
embriyolar1 gelecekte kullanilmak amaciyla gen bankalarinda depolanabilirler.
Ayrica bu teknoloji canli hayvan ithalat/ihracatindan daha wucuz olarak

degerlendirilebilir (Muchunguh, 2015).
Dezavantajlari ;

- Bu teknoloji, egitimli teknik personel ve iist diizey bir yonetim gerektirir. Ozellikle

uterusun yikanmasi ve Ostrusun alicida gozlenmesi ile ilgili teknik bilgiye ihtiyac
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vardir. Ostrusun saptanmasi ve alicinin dondrle senkronizasyonuda zor bir adimdir

(Muchunguh, 2015).

- Hastalik ya da yaralanma nedeniyle dondr inek veya diivede olusabilen iireme

kanal1 problemleri uterus yikamasini engelleyebilir (Karin, 2013).

- Embriyo transferi maliyetleri, ¢esitli faktorlere bagli olarak iilkeler arasinda biiyiik
farklilik gostermektedir. Bununla birlikte konuyla ilgili iki genelleme yapilabilir.
Bunlardan ilki, nasil yapildigima bakilmaksizin embriyo transferi programlarinin
nisbeten pahali oldugudur. Mevcut embriyo transfer servislerinin veya teknolojinin
maliyetleri oldukga diisiikk olabilir; fakat, tasiyici olarak temin edilebilmesi igin
normal, saglikli ineklerin veya diivelerin iiretime alinmamasindan dolayi, iretilen
ortalama buzagi sayis1 igin gereken isgiicii ve yem maliyeti yiiksektir. ikinci bir
genelleme ise, sperma basina maliyetlerin embriyo transferinden gebe kalma oranlari
yiiksek oldugunda en diisiik olmasidir, ¢linkii maliyetler daha fazla buzag: {izerine

yapilmistir (Seidel, 1991).

Yukarida sayilan maddelere ek olarak tiim avantaj ve dezavantajlar Tablo 2

de siralanarak gosterilmistir.
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Tablo 2. Embriyo Transfer Uygulamasinin Avantaj ve Dezavantajlari (Kanagawa ve ark., 1995)

Avanatajlari

Dezavantajlart

Coklu dogumlarin ve ikizlerin (uygulanabilir)

sayisinin arttirilmasi

fleri ve karmasik teknoloji gerektirmesi

Siiriideki genetik kapasitenin gelistirilmesi

Birgok alanda arastirma gerektirmesi

Irk 1slah1 igin gereken siirelerin kisaltilmasi

Pahali olmas1

Secili boga ve inege ait yavrularin iiretilmesi ve

¢ogaltilmasi

Hormonlarin zit etki gostermesi (antikorlarin gelisimi)

Ustiin genetik 6zelliklere sahip hatlarm korunmasi

(dondurma yontemiyle embriyo saklanmast)

Uterutaki manipulasyonlarin yaralanmalarla sonuglanabilmesi

(yara, yapisma ve abetezi nedeniyle 6liim gibi)

Nadir hayvanlar ve soyu tehlikede olan hayvanlarin

¢ogaltilmasi

Zor dogum tehlikesi (biiyiik ciisseli embriyolarin kiigiik ciisseli

ineklere transferi)

Daha az tagima ticreti (hayvan tasimak yerine embriyo

tagimak)

Soy hattinin yanlis kayzitlarla ¢arpitilmasi

Infertilite ve diisiik fertilite calismalarina katk1

saglanmasi

Kasitli suistimalin miimkiin olmast

Hayvancilikta uluslararasi isbirligi (embriyolarin

uluslararasi ticareti)

Karmasik kayit yapilmasi (Kan muayenesi)

Sigilarda in vivo embriyo transferi uygulamasinin asamalari

- Verici (donor) ve alict (tastyict) hayvanlarin se¢imi

- Tasiyic1 ve donér ineklerde dstrus (kizginlik) senkronizasyonu

- Dondr ineklere siiperovulasyon protokolii uygulanmasi ve kizginlik gésteren dondr

ineklerin tohumlanarak ovule olmus oositlerin fertilizasyonunun saglanmasi

- Tohumlamadan sonraki 7. giinde uterus yikamasi yapilarak, embriyolarin

toplanmasi (Sekil 4)
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Sekil 4. Uterus Yikama ve Embriyo Toplama Prosediiriiniin Diyagrami (Selk, 2006)

- FElde edilen embriyolarin laboratuvar (in vitro) ortaminda degerlendirme
asamasindan sonra, transfer edilebilir kalitede olanlarin, transfer islemi igin

hazirlanmasi ya da dondurulup sonra kullanilmak {izere depolanmasi

- Embriyo transfer Kateterine yerlestirilen embriyolarin tasiyici hayvanlarin

uterusuna nakli (Pabugcuoglu, 2013).

Embriyo transferinde hedef; saglikli ve genetik kapasitesi yiiksek yavrularin
dogmasini saglayacak {istiin nitelikli hayvanlardan yiiksek kaliteli oosit ve embriyo
elde etmektir (Santos ve ark., 2008). Bu nedenle embriyo transferinde kullanilacak
olan dondr (verici) inegin se¢imi ¢ok Onemlidir. Potansiyel dondr inek, maksimum
sonuglar elde edebilmek i¢in, ireme bakimindan saglikli olmalidir. Bunun igin rektal
palpasyonla kontrol edildiginde normal bir iireme sistemine sahip olmasi ve normal
bir dogum sonrasi siiregte bulunmasi ve 6zellikle de 18-24 giin siiren Ostrus Siklus
sliresine sahip olmasi (baska bir deyisle diizenli Ostrus gostermesi) gerekmektedir.
Hem etci hem de siitcii sigirlarda transfer prosediirii baglamadan 6nce, dogum sonrasi

yaklagik 60 giiniin gegmis olmas tercih edilmektedir (Selk, 2006).
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Donor (verici) inek seciminde dikkat edilecek hususlar

- Genetik kapasitesi yiiksek hayvanlar olmalidir. Dikkate alinan genetik
unsurlarin basinda siit verimi, siit bilesimi, biiyiime orani, giic dogum ve hastaliklara

kars1 direng gibi unsurlar biiyiikk 6nem tasimaktadir (Sagirkaya, 2009; Tekeli, 2010).

- BLAD (Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency) ve CVM (Complex
Vertebral Malformation) gibi kalitsal hastalik tasimamalidirlar (Galli ve ark., 2003).

- Reprodiiktif gecmisi iyi olan, diizenli Ostrus gosteren, uterus ve ovaryum
muayenelerinde herhangi bir enfeksiyoz ve patolojik durumu bulunmayan hayvanlar
olmalidir (Hasler ve ark., 1987; Seidel ve ark, 2005; Selk, 2006; Tekeli, 2010).

- D6l verimini olumsuz etkileyen IBR, BVD, BSE, Loykoz, Tiiberkiiloz,
Mavidil, Leptospirozis ve Brucellozis gibi hastaliklar1 tasimamalidir (Kanagawa ve
ark., 1995; Mapletoft, 2013).

- Fertilizasyon oranindaki azalmadan dolayr ¢ok yashh hayvanlar

kullanilmamalidir (Kaymaz, 2012).
Tasiyicilarin secilmesi

Uygun tasiyict siirii yonetiminde embriyo transferinin basarisi igin kritik
oneme sahiptir. Reprodiiktif olarak saglikli olan, buzagilama kolayligina sahip, iy1
stit veren ve annelik kabiliyetleri iyl olan inekler tasiyici olmak i¢in uygundurlar.
Uygun bir beslenme diizenine sahip olmalidirlar. ‘Kag¢ tane tasiyict gereklidir?’
yanitlamasi gii¢ olan bir sorudur. Bir yilda tek bir dondr inekten elde edilecek
embriyo transferi buzagi sayisi i¢in gerekli ortalama bir dondr sayisi belirlemek
zordur. Kosullara gore say1 degiskenlik gosterir. Bir verici inekten 12 aylik bir
stiregcte 90 giinde bir uterus yikamasi yapilip, yitkama basina 5 gebelik elde edilirse,
yilda ortalama 20 gebelik elde edilebilir. Bazi ineklerden embriyo transferi ile yilda
50 gebelik elde edilebilir ve eger ekonomik olarak uygunsa daha fazlasinin da
yapilmas1 miimkiindiir. Transferi takiben tasiyici inekte embriyo yasama oranini en
ist diizeye c¢ikarmak igin, tasiyici reprodiiktif kanali sartlar1 embriyo elde edilen

donoriin kanali ile yakin benzerlik gostermelidir. Bunun igin uterus yikama giiniinde
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yikama yapilacak donor ve elde edilen embriyolarin transfer edilecegi tasiyicilarin
Ostrus sonrasi ayni giinde olacak sekilde senkronize edilmesi biiyiik Snem
tasimaktadir. Tasiyicilarin senkronizasyonu dondrlerin senkronizasyonu ile ayni
zamanda ve yontemle yapilmalidir. Prostaglandin enjeksiyonlar1 dondr ve tasiyicilara
ayni giinde yapilmalidir. Bu durum dondr ile tastyicilarin strusun ayni safthasinda
olma ihtimalini arttirir. Senkronizasyon igin kullanilan hormonlar sadece siklik olan
tasiyici ineklerde etkilidir. Anostrusta bulunanan veya siklik olmayan ve g¢ok kisa

postpartum giinleri olan ineklerin tasiyici olarak kullanilmasi uygun degildir (Selk,
2006).

Miikemmel embriyolar transfer edilse dahi tasiyict inekteki gebelik oranlari
oldukg¢a degisken olabilmektedir. McMillan (1998) transfer edilen embriyonun ve
tastyict inegin, embriyo transferi sonrasi ilk 60 giinde gebeligin devamina
etki/katkilarinin ayr1 ayri ortaya kondugu bir model oOnermistir. Bu model
gostermistir ki, alinan degisken sonuclarin ardinda yatan neden, embriyonun yasayip
gelisebilme yeteneginden ¢ok alicinin gebeligi devam ettirebilmekteki yetenegenin
cok degisken olmasidir. Diger taraftan, gebeligin 60. gliniinden sonra alicinin fotal
kayip tizerine neredeyse hicbir etkisi olmamasi son derece ilgingtir. McMillan
tarafindan sunulan bu model, siiriide gebe kalma ihtimali yiliksek oranda olan alicilar
olabilecegini gdstermektedir. Bu durumdan otiirii pratikte bir¢ok hekim tarafindan
stiriideki genetik iyilestirmenin saglanabilmesi amaciyla bu tiir inekler segilmeye

calisilmaktadir (McMillan, 1998; Ptaszynska, 2009).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. isletme ve Hayvanlarin Secilmesi

Bu calismada Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde bulunan
laktasyondaki donor olarak segilen ineklerden elde edilen embriyolar yine bu
isletmede yetistirilen dol tutmayan ve dogum sonrasi hi¢bir uygulama yapilmamis
kontrol grubu ineklere transfer edilmistir. Anilan isletmedeki inekler Holstein 1rki
inekler olup, yaslar1 3-8 arasinda degismektedir. Calismada anilan isletmeden
rastgele segilmis 87 bas inek kullanilmistir. D6l tutmayan inekler (n=45); en az bir
dogum yapmis, seksiiel sikluslar1 diizenli olan, genital organlarinda klinik bir
bozukluk bulunmayan ve anormal bir akinti gostermeyen, ancak {i¢ defa veya daha
fazla sayida suni tohumlama yapildigi halde gebe kalmayan inekler olarak
tanimlanmistir. Kontrol grubunu olusturacak inekler (n=42) ise, dogum sonrasi hig
suni tohumlama islemine tabi tutulmayan hayvanlardan olusturulmustur. Calismada
kullanilacak hayvanlar belirlenirken genital organlar rektal muayene ve transrektal
ultrasonografi (Ultrasonic scanner, HS-101V, Honda, JAPAN) yardimiyla patolojik

bir durum olup olmadigina bakilmaistir.

Isletmede inekler acik ahirlarda barmdirilmakta olup, Akdeniz ikliminin
onemli etkisi olan sicaklik stresini minimum diizeye indirmek i¢in serinletme sistemi
olarak su piiskiirtmesi ile birlikte fanlar kullanilmaktadir. Hayvanlarin rasyonlarinda
kaba yem olarak bugday samani, yonca, musir silaji ve fig; kesif yem olarak isletme
de iretilen %18 proteinli kesif yem kullanilmistir. Su adlibitum olarak otomatik

suluklarla saglanmaistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Denemenin Kurulmasi

Calismada dol tutmayan inekler ve dogum sonrasi hig¢ bir islem yapilmamis
taze inekler olmak tizere iki grup hayvan kullanilmistir. D6l tutmayan 45 inekten
olusan grup deneme grubu olarak adlandirilmistir. Dogum sonrasi higbir islem

gormemis ineklerden olusturulan kontrol grubu ise 42 inekten olusturulmustur.

Dondorlerde jinekolojik muayeneler rektal palpasyon ve transrektal
ultrasonografi (Ultrasonic Convex Scanner, HS 2000, Honda, Japan) yontemleri
kullanilarak yapilmistir. Siiperovulasyon protokolii i¢cin GnRH (Receptal, MSD
Animal Health, Almanya), PGF,, (Lutelen, Topkim, Tiirkiye), FSH (Folltropin-V,
Bioniche Animal Health Europe Ltd., irlanda) hormonlar1 ile dogal progesteron
hormonu (P4) salan intravajinal gere¢ (PRID) (PRID-Delta, Ceva, Tiirkiye)
kullanilmistir. Uterus yikamasi (Flushing) uygulamasinda fotal buzagi serumu (FCS,
Sigma, Almanya) ve kanamisin (Kanovet, Vetas, Tiirkiye) ihtiva eden laktatli ringer
(Polifleks®, 1000 cc, Polifarma, Tiirkiye) soliisyonu kullanilmistir. Uterusun
flushing sonrasi kontaminasyonunu engellemek iginse, uterus ici antibiyotik

(Metricure®, MSD hayvan sagligi, Tiirkiye) uygulanmastir.

Deneme ve kontrol grubunu olusturan hayvanlarda jinekolojik muayene i¢in
rektal muayene eldiveni ve antiseptik gibi malzemelerden yararlanilmistir. Bu
hayvanlarda kizginliklari uyarmak i¢in PGF,, kullanilmis, uygulamayi izleyen
giinlerde kizgmlik takibi yapilmis ve kizginlik belirtileri gosteren hayvanlar
kaydedilmistir. Embriyo transferi asamasinda ise, yine ovaryum muayenesi yapilarak

uygun olan hayvanlara embriyo nakli gerceklestirilmistir.
3.2.2. Siiperovulasyon Protokolii ve Embriyolarin Degerlendirilmesi

Stiperovulasyon programlar1 dncesinde folikiiler gelisimin senkronizasyonu
amaciyla en ¢ok tercih edilen yontem olan kontrollii hormon (progesteron) salinimi

yapan intravaginal gere¢ (PRID) uygulanmistir.
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Bu uygulamay1 takiben 7 giin sonra FSH enjeksiyonlarina baslanmis, 4 giin
stireyle, 12 saat ara ile giinde ikiser kez olmak iizere, toplam 8 defa, azalan dozlarda
FSH intramiiskiiler (i.m.) olarak uygulanmistir. Enjeksiyonlar FSH dozlar sirasiyla 4

cc, 4cc, 3 cc, 3 cc, 2 cc, 1,5 cc, 1,5 cc ve 1 cc olacak sekilde yapilmastir.

FSH uygulamasmin 3. giinii aksami ve 4. giinii sabahi var olan korpus
luteumun, regresyonu ve ovulasyonun saglanmasi amaciyla iki kez 2 cc PGFy,

enjeksiyonu yapilmastir.

FSH uygulamalarinin 3. giinii aksam PRID’ler ¢ikarilmustir.

Son FSH uygulamasini takip eden 12., 24. ve 48. saatlerde hayvanlar 3 kez
tohumlanmis ve 2 ile 3. tohumlamayla beraber 2,5 cc i.m. GnRH enjeksiyonu

yapilmistir.

Dondr ineklere uygulanan siiperovulasyon protokolii Sekil 5 ve Tablo 3’te

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

FSH FESH FiH F3H %uni Toh.  Suni Toh. Emb. Toplama
Implant Usz. .
?G—ﬂ G g GmRH GnRH ?‘G—rtan. igi AR
0. gin T.gin [B.gin |9 min |10 2in | 1l.=in |12 =in 18, gin

Sekil 5. Donérlere Uygulanan Siiperovulasyon Protokolii (B6 ve ark., 2002)

Tablo 3. Donoérlere Uygulanan Siiperovulasyon Protokolii (B6 ve ark., 2002)

0.giin 1.55 g progesteron (PRID) uygulamast

7.glin Sabah Aksam 4cc FSH

8.glin Sabah Aksam 3cc FSH

9.giin Sabah 2cc FSH+2cc PGF,, Aksam 1,5 cc FSH+ Implanti (PRID) uzaklastirma

10.giin Sabah 1,5cc FSH +2cc PGF,,, Aksam 1 cc FSH

11.giin Sabah Kizginlik takibi ve suni tohumlama — 12 saat arayla 2. tohumlama+ GnRH

12.giin 3. tohumlama+GnRH

18.glin Uterus yikamasi (flushing) yapilmistir.
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[k tohumlamayi takip eden 7. giinde uterus yikamasi (Flushing) yapilmustir.
Cerrahi olmayan metotla her bir kornu i¢in 300-500 ml soliisyon kullanilacak sekilde
kornular ayr1 ayr1 yikanmustir. Yikama amaciyla 37°C sicaklikta ve kanamisin ve
FCS igeren laktath ringer soliisyonu, ucu sisirilebilir 2 yollu slikon foley kateter
(30cc, Bioniche, Kanada), Y baglantili hortum ve sivinin toplanmasi igin igi bos
1000 ml’lik sise kullanilmistir. Yikama islemi srasinda foley Katateri, uterusun
bifurkasyon noktasindan yaklasik olarak 5 cm ilerisine i¢ine yerlestirilen demir stile
(E24A, Agtech, ABD) vasitasi ile ilerletilmis ve kataterin balonu 15-20 ml hava ile
sisirilerek Kkataterin sabitlenmesi saglanmistir. Daha sonra bir ucu yikama
sollisyonunda diger ucu ise embriyo toplama sisesinde bulunan Y hortum vasitasiyla
uterusun yikanmasi islemine baglanmistir. Uterus yikamasinda kullanilan malzemeler
Sekil 5’te gostrilmistir. Yikama soliisyonu ilk uygulamada kii¢iikk hacimler (50-70
ml) seklinde uterusa verilmistir. Arkasindan sivi akisinin kendiliginden olmasi
beklenmistir. Uterus kornusuna dolan siviyr bosaltmak amaciyla oncelikle uterus
pelvis catist lizerine cekilerek uygun bosalma pozisyonuna getirilmis, sonra klips
acilip, kornulara masaj yapilarak sivinin kolaylikla bosaltilmasi saglanmistir. Her bir
kornu uteri 300-500 ml hazirlanan soliisyonla yikanarak toplam 800-1000 ml sivi
steril sisede toplanmistir. Uterus yikama islemi i¢in hazirlanan donor inekler ve

uterus icine yerlestirilmis foley katateri Sekil 6’da gosterilmistir.

28



Sekil 6. Uterus Yikama Islemi I¢in Kullanilan Malzemeler (Seidel, G.E. et al, 1991) A. Foley
Katateri B.Uterus igerine yerlestirilmis ve balonu sisirilmis Foley Katateri C. Bir Ucunda

Yikama Srvisi, Diger Ucunda Embriyo Toplama Sisesi Bulunan Y Baglanti Hortumu

Uterus yikama islemi tamamlandiktan sonra, korpus luteumlarin lize edilmesi
icin 2 cc i.m. PGF;, enjeksiyonu yapilmis ve uterus enfeksiyonlarinin dnlenmesi igin

de 500 mg benzatin sefapirin intrauterin olarak uygulanmastir.

Steril sisede toplanan sivi, filtrasyon amaciyla 70 pm genisliginde
gozenekleri olan filtreler (EMCON filtre) (Agtech Zona Filter, Radiated, CAT.
#D03, ABD) kullanilarak filtre edilmistir. Filtreler holding soliisyonu (TCM-
199(M7528, Sigma, Almanya) + 200 mM dozunda L-glutamin (G5763, Sigma,
Almanya) + 10 mg/ml dozunda gentamisin (G1264, Sigma, Almanya) + %20 FCS)
ile yikanarak filtre i¢indeki siv1 3 adet petri kab1 (Agtech Square Search Dish, VWR,
CAT#DO09A, ABD) igerisine alinmustir. Petri kaplarinda 1sitmali stereo mikroskoplar
(Leica, SBAPO, Japonya) kullanilarak embriyo taramalar1 yapilmistir. Bulunan
embriyolar kiiltiir soliisyonuna (holding soliisyonu ile ayni) aktarilarak 38,5°C, %5
CO, ve yiiksek rutubetli ortami saglayan inkiibatérde (Binder, ABD) bekletilmistir.
Embriyolar kalite ve gelisim sathalarma gore siniflandirilmistir. Sekil 7°de Flushing

islemi i¢in hazirlanmig ve flushing yapilan inekler gosterilmistir.
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Sekil 7. Flushing Islemi i¢in Hazirlanmis ve Flushing Yapilan inekler

Bulunan  embriyolarin  kalitelerine ve  gelisim safhalarna  gore
smiflandirilmast Kaymaz (2012), Silva ve ark. (2009) ile Kanagawa ve ark.
(1995)’nin degerlendirme kriterleri dikkate alinarak asagida belirtildigi sekilde
yapilmustir.

A. Kalitelerine gore
1. Transfer edilebilir embriyolar

a- Miikemmel Kkalite embriyolar (1. Kalite): Normal gelisim gosteren,
dejenerasyon bolgesi bulunmayan veya %10’un altinda olan ya da birkag¢ vezikiil

igeren, zonast saglam, homojen dagilimli, kiiresel embriyolar.

b- Iyikalite embriyolar (2. Kalite): Miikemmel kalite embriyo vasiflarindan
biraz sapma gosteren, vezikiil sayis1 artmis, dejenere bolgeleri %10-30 arasinda olan

embriyolar.
2. Transfer i¢in uygun olmayan embriyolar

a- Zayif kalite embriyolar (Vasat Embriyo): %30-50 arasinda dejenerasyon
bolgesi olan, blastomer kopmalari ve homojen olmayan hiicre yiginlar1 bulunan

embriyolar
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b- Dejenere embriyolar: Dejenere bolgeleri % 50 den fazla olan embriyolar.

c- Oosit: Dollenmemis ovum. Embriyo kalite degerlendirilmesi esnasinda

kullanim dis1 birakilmistir (Kaymaz 2012, Silva ve ark., 2009).
B. Gelisim safhalarina gore

a-Morula: Hiicre sayisinin 16’nin iizerine ¢ikmasiyla embriyo morula adini
alir. Hiicre topu (dut) seklinde bir goriinim goze carpar. Tek tek hiicreleri ayirt

etmek giictiir. Perivitellin bosluk genis degildir.

b-Kompakt Morula: Hiicreler tamamen birlesmis ve kompleks yigin halini

almistir. Perivitellin bosluk genislemistir.

c- Erken Blastosist: Kompakt morula safhasindan sonra, embriyonun igerisine
alinmaya baslanan sivi ile dolu blastosoél denilen kavitenin olusmaya basladigi

safthadir. Perivitellin bosluk biraz daha geniglemistir.

d- Blastosist: Dig kisminda embriyoyu ¢epecevre saran trofoblastik hiicreler
ve embriyonun bir kutbunda daha koyu gériiniimlii inner-cell mass olusumuyla

karakterize sathadir. Perivitellin bosluk tamamen dolmus durumdadir.

e- Genlesmis (Expanded) Blastosist: Embriyonun ¢ap1 blastosol boslugundaki

s1vi hacminin artmasina bagli olarak genislemistir. Zona pellusida incelmistir.

f- Zona Serbest (Hatced) Blastosist: Embriyo zona pellusidadan tamamen
ayrilmig olabilir. Zonasindan ¢ikmis embriyoda blastosol ¢okiintiiler bariz olarak

tespit edilebilir (Kanagawa ve ark. 1995).

Gelisim safhalarina goére embriyolarin smiflandirilmas:  Sekil  8’de

gosterilmisitir.
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A: 4 Hierzli Embrivo
B: Morula

C: Kompakt Morula
D: Blastosist

E: Genlzgmi; Blastosist
F: Hatching Blastosist

Sekil 8. Embriyo Safhalari (Selk, 2006)

Calismada elde edilen embriyolarin mikroskop altinda

degerlendirilmesi ve payete ¢ekilmesi Sekil 9°da gosterilmistir.

aranmasi,

Sekil 9. Embriyolarin Aranmasi, Degerlendirilmesi ve Transfer i¢in Payete Cekilmesi

32



Stiperovulasyona alinan her hayvanin korpus luteum (CL) sayisi, yogunlugu,
bosluklu olup olmadig1 ve ¢ap1 yikama islemine baslamadan 6nce ultrason yardimi

ile belirlenmistir. Sekil 10 ve Sekil 11°de ¢alisma esnasinda elde edilen bazi

embriyolar gosterilmigtir.

Sekil 10. Calismada Elde Edilen Bazi Embriyolar

Sekil 11. Calismadan Elde Edilen Baz1 Embriyolar
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3.2.3. Tasiyic1 Ineklerin Hazirlanmasi ve Secilmesi

Deneme grubu olarak segilen dol tutmayan inekler; diizenli seksiiel siklus
gosterip, genital organlarinda klinik yontemlerle herhangi bir bozukluk saptanmadigi
halde, en az 3 kez tohumlanmalarina ragmen, gebe kalmayan ineklerden
secilmislerdir. Kontrol grubundaki hayvanlar ise dogum yaptiktan sonra, en az 90
giinli gegmis, diizenli sekstiel siklus gosterip, genital organlarinda klinik yontemlerle
herhangi bir bozukluk saptanmayan ve higbir suni tohumlama uygulamasi

yapilmamis inekler arasindan segilmislerdir.

Tastyict hayvanlara, dstrusun 7. giinii embriyo transfer islemi gerceklestirmek
amactyla, Ostrus senkronizasyonu yontemlerinden biri olan ¢ift doz PGFy,
enjeksiyonu uygulanmigtir. Bunun igin uterus yikama giiniinden 24 giin once ilk
PGF,, uygulamasi yapilmistir. 14 giin sonra ikinci PGF,, enjeksiyonu uygulanmis
ve 48 ile 96. saatler arasinda ineklerde kizginlik takibi yapilmustir. Ostrus belirtileri
gosteren hayvanlar kayit altina alinip tasiyict adayi olarak belirlenmistir (Sekil 12).
Her iki gruptada aday ineklere ultrason muayenesi yapilarak uterus ve ovaryum
yapilar1 degerlendirildikten sonra, ¢alisma icin tasiyici inek olarak secilmislerdir.
Transferler, transfer giinii uygun korpus luteuma sahip olan ve higbir patolojik belirti

gostermeyen ineklere yapilmigtir.

0. gin 14. gin 16. ve 17. giinler 24. gin
PGF.. PGF.. Kuizzealil Talibi ET

Sekil 12.Tastyicilara Uygulanan Ostrus Senkronizasyon Protokolii
3.2.4. Embriyolarin Transferi

Tasiyict olarak kullanilacak deneme ve kontrol grubundaki hayvanlarin 6-8
giin Once Ostrus gostermis olmast gerekmektedir. Bu amacla ¢alismaya alinabilecek
ineklere 14 giin ara ile iki kez PGF,, enjeksiyonu yapilmis ve bu inekler takibe
alinarak Ostrus belirtileri gosterenler tespit edilerek kayit altina alinmistir. Tespit

edilen bu ineklerdeki kaliteli CL varlig1 transfer giinii ultrason muayenesi ile tespit
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edilmis; kaliteli ve uygun CL saptanan tasiyicilara transfer islemi uygulanmustir.

Transfer i¢in kullanilan malzemeler Sekil 13’te gosterilmistir.

I % Katater Kilify
T — — =
| A Transfer Katateri
o= Makas rans-"er tater
. = . :
Kormyuens Kilif
Tohumlama Eldiveni

Sekil 13. Embriyo Transferi I¢in Kullanilan Malzemeler

Ovaryum muayenelerinde CL’ler ¢ap, kalite, antrum varlig1 ve hangi tarafta
bulundugu yoniinden degerlendirilmis; ayrica follikiil varligt ve blyikligi
kaydedilmistir. Transferler CL tespit edilen taraftaki kornu uteriye (sag ya da sol)
yapilmustir. CL’ler kalite bakimindan ‘++++ liik skala tizerinden degerlendirilmis ve
biiytiklik olarak mm cinsinden hesaplanmislardir. Transferler ‘++ (15-20 mm),

“+++7 (20-25 mm) ve ‘++++° (>25 mm) olarak kabul edilen korpus luteum

bulunduran hayvanlara yapilmistir (Sekil 14).

Sekil 14. Tasiycilarda Tespit Edilen Farkli Biyiikliiteki Korpus Luteumlar
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Donor ineklerden elde edilen 7-8 giinliikk yastaki embriyolar CL’un ultrason
ile tespit edildigi sag ya da soldaki kornu uteriye, embriyo transfer katateri vasitasi
ile nakledilmistir (Sekil 15). Tasiyict hayvanlardaki gebelik muayaneleri transfer

isleminden 28 giin (0strus sonrasi 35. giin) sonra ultrason ile yapilmistir.

Sekil 15. Embriyonun Tastyic1 Inege Transfer Islemi

3.2.5. Kan-Progesteron Seviyelerinin Saptanmasi

Kan progesteron diizeyinin belirlenmesi i¢in kizginlig1 tespit edilen tasiyici
ineklerden 6strus siklusunun 7. giiniinde kan 6rnekleri alinmistir. Bu amagla rastgele
kontrol grubundan 13 ve deneme grubundan 10 hayvan olmak iizere toplam 23 bas
tastyict inekten kan alinmistir. Kanlar vena coccygenadan embriyo transfer iglemi
gergeklestirildikten hemen sonra, kirmiz1 kapakli bos tiiplere (9 ml, Ayset, Tiirkiye)
vakuteynir ve ucuna takilan kaniiller vasitasi ile alinmistir. Tiipler kan serumunun
ayrilmasi igin 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ayrilan serumlar 2 ml’lik
tiplere alinarak -20°C’lik derin dondurucuya konulmustur. Embriyo transfer
laboratuarinda -20°C’de muhafaza edilen serum oOrnekleri ¢ozdiiriildiikten sonra,
progesteron Slgiimleri icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi (CUTF) Merkez
Laboratuarina getirilmis ve kan progesteron diizeylerine, DXI800 hormon analiz
cihazi (Beckman Coulter, ABD) ve Beckman Coulter progesteron kiti kullanilarak

Chemmilunesons yontemiyle bakilmistir.
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3.2.6. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi igin SPSS (Version 23) paket programi
kullanilmistir. Gruplarin gebelik durumu istatistiki olarak Ki-Kare testi kullanilarak;
gebelik-korpus luteum arasindaki iliski, embriyo sathasi ve kalitesinin gebelik
tizerine etkisi Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Gebelik-serum
progesteron arasindaki iliski ise T-test kullanilarak yapilmis ve gruplar arasi

degerlendirmede Pair Simple Test kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Gebelik Bulgular:

Deneme grubunda transfer yapilan toplam 45 tasiyici dol tutmayan inekten
16’s1 gebe kalmistir. Kontrol grubunda ise 42 tasiyici inege yapilan transfer isleminin
21’1 gebelikle sonuclanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu deneme ve kontrol
gruplarinda gebelik oranlari sirasiyla %35,6 ve %50 olarak bulunmustur. Her iki
grubun istatistiksel karsilastirilmasinda gebe kalma oranlari arasinda onemli bir
istatistiki bir fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Gruplardaki her bir tasiyict inegin
gebelik durumlar1 Tablo 4 ve Tablo 5°de detayli gosterilmektedir. Ayrica, gruplar

arasindaki gebe kalma oranlar1 Sekil 16’da gosterilmistir.
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Tablo 4. Deneme Grubu Gebelik Sonuglari

Hayvan No Gebelik Durumu Hayvan No Gebelik Durumu
D1 Gebe Degil D24 Gebe Degil
D2 Gebe Degil D25 Gebe Degil
D3 Gebe Degil D26 Gebe Degil
D4 Gebe Degil D27 Gebe Degil
D5 Gebe Degil D28 Gebe Degil
D6 Gebe D29 Gebe Degil
D7 Gebe D30 Gebe Degil
D8 Gebe Degil D31 Gebe
D9 Gebe D32 Gebe

D10 Gebe Degil D33 Gebe Degil
D11 Gebe Degil D34 Gebe
D12 Gebe Degil D35 Gebe Degil
D13 Gebe D36 Gebe
D14 Gebe Degil D37 Gebe Degil
D15 Gebe Degil D38 Gebe
D16 Gebe D39 Gebe Degil
D17 Gebe D40 Gebe Degil
D18 Gebe Degil D41 Gebe Degil
D19 Gebe Degil D42 Gebe Degil
D20 Gebe D43 Gebe Degil
D21 Gebe D44 Gebe Degil
D22 Gebe D45 Gebe
D23 Gebe
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Tablo 5. Kontrol Grubu Gebelik Sonuglari

Hayvan No Gebelik Durumu Hayvan No Gebelik Durumu

K1 Gebe K22 Gebe

K2 Gebe Degil K23 Gebe

K3 Gebe Degil K24 Gebe

K4 Gebe Degil K25 Gebe

K5 Gebe Degil K26 Gebe

K6 Gebe Degil K27 Gebe

K7 Gebe Degil K28 Gebe Degil

K8 Gebe Degil K29 Gebe Degil

K9 Gebe K30 Gebe

K10 Gebe K31 Gebe

K11 Gebe Degil K32 Gebe

K12 Gebe Degil K33 Gebe Degil

K13 Gebe K34 Gebe Degil

K14 Gebe Degil K35 Gebe

K15 Gebe Degil K36 Gebe

K16 Gebe Degil K37 Gebe

K17 Gebe Degil K38 Gebe Degil

K18 Gebe Degil K39 Gebe

K19 Gebe K40 Gebe Degil

K20 Gebe K41 Gebe

K21 Gebe K42 Gebe Degil

Dieneme Grobu Pasta Grafifl Kontrol Grobu Pasta Grafigi
Gebelil-Diznams GebelikK ontrol
m Gebe . p Gebe
¥ Gebe Dekil B Gebe Desil
%0335,56
230,00

Sekil 16. Deneme Grubu ve Kontrol Grubu Gebelik Oranlar1 Grafigi
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4.2. Gebelik-Korpus Luteum Tliskisi

Tastyict ineklere transfer islemi gerceklestirilmeden Once yapilan ultrason
muayenesinde, korpus luteum olgiilerine bakilmis ve 6l¢iimde ‘++++’ seklinde bir
skala kullanilmistir. Transferler ‘“++’ (15-20 mm), ‘+++’ (20-25 mm) ve ‘“++++* (>25

mm) olarak kabul edilen korpus luteum bulunduran hayvanlara yapilmistir.

Buna gore deneme grubunda ‘++’ korpus luteuma sahip 13 inege, ‘+++’
korpus luteuma sahip 28 inege ve ‘++++’ korpus luteuma sahip 4 inege transfer
yapilmistir. Bu grupta ‘++’ korpus luteuma sahip 5 inek, ‘+++’ korpus luteuma sahip
9 inek ve ‘++++’ korpus luteuma sahip 2 inek gebe kalmistir. Gebe kalma oranlari
strastyla %38.,5, %32,1 ve %50 olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde
korpus luteum biiylikliigiiniin gebe kalma {izerine etkisi olmadigi goriilmistiir
(p>0,05). Deneme grubunun korpus luteum biiyiikligi ile gebe kalma arasindaki
iliski Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Deneme Grubu Korpus Luteum-Gebelik iliskisi

Hayvan No CL Kalitesi Sonug Hayvan No CL Kalitesi Sonug
D1 +++ Gebe Degil D24 +++ Gebe Degil
D2 +++ Gebe Degil D25 +++ Gebe Degil
D3 +++ Gebe Degil D26 +++ Gebe Degil
D4 ++ Gebe Degil D27 ++ Gebe Degil
D5 ++ Gebe Degil D28 ++ Gebe Degil
D6 ++++ Gebe D29 +++ Gebe Degil
D7 ++ Gebe D30 +++ Gebe Degil
D8 +++ Gebe Degil D31 +++ Gebe
D9 ++ Gebe D32 +++ Gebe

D10 +++ Gebe Degil D33 ++ Gebe Degil
D11 +++ Gebe Degil D34 ++++ Gebe
D12 +++ Gebe Degil D35 ++++ Gebe Degil
D13 ++ Gebe D36 +++ Gebe
D14 +++ Gebe Degil D37 +++ Gebe Degil
D15 ++++ Gebe Degil D38 +++ GEBE 39
D16 ++ Gebe D39 +++ Gebe Degil
D17 +++ Gebe D40 +++ Gebe Degil
D18 ++++ Gebe Degil D41 +++ Gebe Degil
D19 ++ Gebe Degil D42 ++ Gebe Degil
D20 +++ Gebe D43 +++ Gebe Degil
D21 +++ Gebe D44 +++ Gebe Degil
D22 +++ Gebe D45 +++ Gebe
D23 ++ Gebe

Kontrol grubunda ise ‘++’ korpus luteumu bulanan 12, ‘+++’ korpus luteumu
bulunan 24 ve ‘++++’ korpus luteumu bulunan 6 tasiyict belirlenmis ve bu
hayvanlara transfer yapilmistir. Bu grupta ‘++’ korpus luteuma sahip 4 inek, ‘“+++’
korpus luteuma sahip 15 inek ve ‘“++++’ korpus luteuma sahip 2 inek gebe kalmistir.
Bu grupta ise, gebe kalma oranlar1 sirasiyla %33,3, %62,5 ve % 33,3 olarak
bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde korpus luteum biiyiikliigiiniin gebe kalma
tizerinde bir etkisi olmadig goriilmiistiir (p>0,05). Kontrol grubunun korpus luteum
biiyiikliigii ile gebe kalma arasindaki iligkisi Tablo 7°de gosterilmistir. Deneme ve
kontrol gruplar1 gebelik-korpus luteum iliskisi grafik dagilimi Sekil 17°de

gosterilmistir.
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Tablo 7. Kontrol Grubu Korpus Luteum-Gebelik iliskisi

Hayvan No CL Kalitesi Sonug Hayvan No CL Kalitesi Sonug
K1 +++ Gebe K22 ++ Gebe
K2 ++ Gebe Degil K23 +++ Gebe
K3 ++++ Gebe Degil K24 +++ Gebe
K4 +++ Gebe Degil K25 +++ Gebe
K5 +++ Gebe Degil K26 +++ Gebe
K6 +++ Gebe Degil K27 +++ Gebe
K7 +++ Gebe Degil K28 ++ Gebe Degil
K8 +++ Gebe Degil K29 +++ Gebe Degil
K9 +++ Gebe K30 +++ Gebe

K10 +++ Gebe K31 +++ Gebe
K11 ++++ Gebe Degil K32 ++++ Gebe
K12 ++++ Gebe Degil K33 +++ Gebe Degil
K13 +++ Gebe K34 ++++ Gebe Degil
K14 +++ Gebe Degil K35 +++ Gebe
K15 ++ Gebe Degil K36 ++++ Gebe
K16 +++ Gebe Degil K37 +++ Gebe
K17 ++ Gebe Degil K38 ++ Gebe Degil
K18 ++ Gebe Degil K39 ++ Gebe
K19 ++ Gebe K40 ++ Gebe Degil
K20 +++ Gebe K41 ++ Gebe
K21 +++ Gebe K42 ++ Gebe Degil
| Gebelik Deneme m Gebe Gebelik Kontrol | o Gabe
B Gebe Degil B Gabe Desil

1h

i

++

et

Sekil 17. Deneme ve Kontrol Gruplar1 Gebelik-Korpus Luteum [liskisi Grafik Dagilimi
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4.3. Gebelik-Embriyo Safha ve Kalite Iliskisi

Embriyolarin sathasina gore yapilan gebelik kiyaslamasinda deneme
grubunda transfer edilen 5 adet moruladan 1, 17 adet kompakt moruladan 6, 1 adet
erken blastosistten 0, 15 adet blastosistten 6 ve 7 adet genlesmis blastosistten 3
gebelik elde edilmistir. Gebelik oranlari sirasiyla %20, %35,3, %0, %37,5 ve %42,9
olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde embriyonun gelisim sathasinin

gebe kalma tizerine etkisinin olmadigi goriilmistiir (p>0,05).

Embriyo sathasinin yani sira, embriyo Kkalitesinin de gebe kalma iizerine
etkisi degerlendirilmistir. Buna gore transfer edilebilen embriyolar miikemmel kalite,
lyi kalite ve vasat olarak kategorize edilip transfer gergeklestirilmistir. Transfer
edilen 35 adet miikemmel kalite embriyodan 15, 8 adet iyi kalite embriyodan 0 ve 2
adet vasat kalite embriyodan 1 gebelik elde edilmistir. Gebe kalma oranlar1 sirasiyla
%42,9, %0 ve %50 olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde embriyo
kalitesinin gebe kalma iizerine etkisi olmadigi goriilmistir (p>0,05). Deneme
grubundaki embriyo safhasinin ve embriyo kalitesinin gebelik durumu ile iligkisi

Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Deneme Grubu Embriyo Kalitesi-Embriyo Safhasi-Gebelik iliskisi

Hayvan Embriyo Embriyo Gebelik Hayvan Embriyo Embriyo Gebelik
No Kalite Safha Durumu No Kalite Safha Durumu
D1 Miikemmel Blastosist Gebe Degil D24 Miikemmel Blastosist Gebe Degil
D2 Miikemmel Blastosist Gebe Degil D25 Miikemmel Gen. Blast. Gebe Degil
D3 Iyi Blastosist Gebe Degil D26 Miikemmel Blastosist Gebe Degil
D4 Vasat Blastossit Gebe Degil D27 Tyi Erken Blast Gebe Degil
D5 Miikemmel K. Morula Gebe Degil D28 Miikemmel Blastosist Gebe Degil
D6 Miikemmel Blastosit Gebe D29 Miikemmel Morula Gebe Degil
D7 Miikemmel Gen. Blast. Gebe D30 Iyi Morula Gebe Degil
D8 Miikemmel Gen. Blast. Gebe Degil D31 Miikemmel Morula Gebe
D9 Miikemmel Gen. Blast. Gebe D32 Miikemmel Blastosist Gebe
D10 Iyi K.Morula Gebe Degil D33 Miikemmel K. Morula Gebe Degil
D11 Miikemmel K. Morula Gebe Degil D34 Miikemmel K. Morula Gebe
D12 Miikemmel K. Morula Gebe Degil D35 Iyi Morula Gebe Degil
D13 Miikemmel K. Morula Gebe D36 Miikemmel K. Morula Gebe
D14 Iyi Morula Gebe Degil D37 Miikemmel K. Morula Gebe Degil
D15 Tyi K. Morula Gebe Degil D38 Miikemmel K. Morula Gebe
D16 Vasat K. Morula Gebe D39 Miikemmel K. Morula Gebe Degil
D17 Miikemmel Blastosist Gebe D40 Iyi K. Morula Gebe Degil
D18 Miikemmel Gen. Blast. Gebe Degil D41 Miikemmel Gen. Blast. Gebe Degil
D19 Miikemmel Blastosist Gebe Degil D42 Miikemmel Blastosist Gebe Degil
D20 Miikemmel Gen. Blast. Gebe D43 Miikemmel K. Morula Gebe Degil
D21 Miikemmel Blastosist Gebe D44 Miikemmel K. Morula Gebe Degil
D22 Miikemmel Blastosist Gebe D45 Miikemmel K. Morula Gebe
D23 Miikemmel Blastosist Gebe

Embriyolarin sathasina gore yapilan gebelik kiyaslamasinda kontrol grubunda
transfer edilen 9 adet kompakt moruladan 4, 3 adet erken blastosistten 0, 18 adet
blastosistten 9 ve 12 adet genlesmisblastosistten 8 gebelik elde edilmistir. Gebelik
oranlar sirasiyla %44,4, %0, %50 ve %66,7 olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel
analizde embriyonun sathasimin gebe kalma {izerine etkisinin olmadig1 goriilmiistiir

(p>0,05).

Kontrol grubunda da embriyo kalitesi ile gebelik durumu karsilastirilmasi
yapilmistir. Buna gore transfer edilen 34 adet miikkemmel kalite embriyodan 18, 7
adet iyi kalite embriyodan 3 ve 1 adet vasat kalite embriyodan 0 gebelik elde

edilmistir. Gebe kalma oranlari sirastyla %52,9, %42,9 ve %0 olarak bulunmustur.
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Yapilan istatistiksel analizde embriyo kalitesinin gebe kalma tizerine etkisi olmadig1

goriilmiistiir (p>0,05).

Kontrol grubundaki embriyo sathasinin ve embriyo Kkalitesinin gebelik

durumu ile iligkisi Tablo 9°da gosterilmistir.

Gruplar Kkarsilastirildiginda her iki grubunda embriyo safhasi-embriyo
kalitesi-gebelik durumu arasindaki iligkide istatistiki olarak bir fark goriilmemistir

(p>0,05).

Tablo 9. Kontrol Grubu Embriyo Kalitesi-Embriyo Safhasi-Gebelik Iliskisi

Hayvan Embriyo Embriyo Gebelik Hayvan Embriyo Embriyo Gebelik
No Kalite Safha Durumu No Kalite Safha Durumu
K1 Miikemmel Blastosit Gebe K22 Mitkemmel K.Morula Gebe
K2 Miikemmel Blastosit Gebe Degil K23 Miikemmel Blastosit Gebe
K3 Tyi Blastosit Gebe Degil K24 Miikemmel Blastosit Gebe
K4 Miikemmel Blastosit Gebe Degil K25 Miikemmel Blastosit Gebe
K5 Miikemmel K.Morula Gebe Degil K26 Miikemmel Blastosit Gebe
K6 Miikemmel K.Morula Gebe Degil K27 Tyi K.Morula Gebe
K7 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe Degil K28 Iyi Er. Blastosit Gebe Degil
K8 Mitkemmel | Gen.Blastosit | Gebe Degil K29 Miikemmel Er.Blastosit Gebe Degil
K9 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe K30 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K10 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe K31 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K11 Miikemmel Blastosit Gebe Degil K32 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K12 Miikemmel Blastosit Gebe Degil K33 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe Degil
K13 Miikemmel Blastosit Gebe K34 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe Degil
K14 Iyi Blastosit Gebe Degil K35 Miikemmel Blastosit Gebe
K15 Tyi Blastosit Gebe Degil K36 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K16 Miikemmel Er.Blastosit Gebe Degil K37 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K17 Miikemmel K.Morula Gebe Degil K38 Mikemmel K.Morula Gebe Degil
K18 Vasat K.Morula Gebe Degil K39 Miikemmel | Gen.Blastosit Gebe
K19 Iyi K.Morula Gebe K40 Mikemmel Blastosit Gebe Degil
K20 Miikemmel Blastosit Gebe K41 Miikemmel Blastosit Gebe
K21 Iyi K.Morula Gebe K42 Mikemmel Blastosit Gebe Degil
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4.4. Kan Progesteron Sonuclari

Deneme grubundan rastgele 10 adet ve kontrol grubundan ise rastgele olarak
13 tastyict inekten kan alinarak serum-progesteron diizeyine bakilmistir. Deneme
grubunda kan alman 10 hayvandan 3’0 gebedir. Deneme grubundaki gebe
hayvanlarin ortalama serum-progesteron diizeyi 2,73 ng/ml iken gebe olmayan
tasiyicilarin - ise 1,65 ng/ml  olarak bulunmustur. Verilerin istatistiksel

degerlendirmesinde bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Kontrol grubunda 13 hayvandan 3’iinde gebelik tespit edilmistir. Gebe
hayvanlarin kan serum-progesteron degeri ortalama 1,9 ng/ml iken gebe olmayan
hayvanlarin 2,55 ng/ml) olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde gebe ve

gebe olmayan hayvanlar arasinda bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Her iki grubun kan serum-progesteron analizinin istatistiksel
karsilastirilmasinda gruplar arasinda bir fark goriilmemistir (p>0,05). Her iki
grubunda progesteron gebelik iliskisi Tablo 10 ve Tablo 11°de gosterildigi gibi

bulunmustur.

Tablo 10. Deneme Grubu Progesteron-Gebelik iliskisi

Hayvan No Gebelik Durumu P4 (ng/ml)
D1 Gebe Degil 0,22
D2 Gebe Degil 1,28
D3 Gebe Degil 0,14
D4 Gebe 4,18
D5 Gebe 1,56
D6 Gebe Degil 15
D7 Gebe 2,46
D8 Gebe Degil 4,34
D9 Gebe Degil 1,97
D10 Gebe Degil 2,12
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Tablo 11. Kontrol Grubu Progesteron-Gebelik Tliskisi

Hayvan No Gebelik Durumu P4 (ng/ml)
K1 Gebe Degil 3,32
K2 Gebe Degil 4,66
K3 Gebe Degil 1,35
K4 Gebe Degil 3,12
K5 Gebe Degil 1,35
K6 Gebe Degil 1,65
K7 Gebe 1,3
K8 Gebe 3,53
K9 Gebe Degil 2,35
K10 Gebe Degil 2,42
K11 Gebe 0,85
K12 Gebe Degil 1,29
K13 Gebe Degil 3,97
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5. TARTISMA ve SONUC

Dol tutmayan ineklerle yapilan embriyo transfer calismalar1 az sayidadir.
Literatiirlerdeki diger caligmalar donmus-¢ozdiiriilmiis embriyolar ile yapilmisken,
bu calismada taze transfer islemi gerceklestirilmistir. Gebe kalma oranin yani sira,
korpus luteum ile gebe kalma arasindaki iligki, embriyo kalitesi ve safhasi ile gebe
kalma arasindaki iliski ve kan progesteron degerinin tasiyicilarda gebelik {izerine

etkisine bakilmistir.

Tanabe ve ark. (1985) normal ve dol tutmayan ineklerden olusan iki grup
iceren ¢aligmalarinda Ostrus sonrasi 7. glinde cerrahi yolla yapilan transferler sonucu
elde edilen gebe kalma oranlarini karsilastirmislardir. Calismada kulanilan hayvan
materyalini 10 yastan kiiciik ve lireme kanalinda anatomik bozukluklar bulunmayan,
kistik ovaryuma sahip olmayan ve genetik kusuru olmayan ineklerden olusturmustur.
Kontrol grubundaki normal inekler son buzagilamadan sonra tohumlanmamis;
deneme grubunu olusturan dol tutmayan inekler ise buzagilamadan sonra alt1 ay
icerisinde en az 4 kez (ortalama 6,2) tohumlanmasina ragmen gebe kalmayan Ostrus
gostermis ineklerden secilmistir. 23 dol tutmayan ve 28 normal inek embriyo tasiyict
olarak secilmis ve intramuskuler yolla uygulana PGF2a enjeksiyonu ile Ostrus
senkronizasyonu yapilmustir. Ostrusun yedinci giiniinde cerrahi olmayan yolla
embriyolar1 toplamislar ve embiryolar1 tasiyict ineklerin korpus luteumlarinin
bulundugu taraftaki kornu uterinin 6n ucuna bir yan kesi yolu ile transfer etmislerdir.
28 normal inegin 23’tini ve 23 dol tutmayan inegin 16’sin1 gebe olarak tespit
etmislerdir. Sonug olarak embriyo tranferi ile dol tutmayan ineklerin gebe kalmasinin

saglandig1 ve oldukea iyi bir sonug alindig1 ifade edilmistir.

Son ve ark.’nin (2007) yaptigi CIDR tabanli baska bir ¢alismada en az 2 kez

tohumlanmasina karsin gebe kalmamis 53 bas dol tutmayan inek tasiyici olarak
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kullanilmistir. Bu ¢alismada embriyo transferi ve suni tohumlama uygulamalarinin
dol tutmayan ineklerdeki gebe kalma oranlari arastirilmistir. Tastyicilar 3 gruba
ayrilmig, birinci gruba CIDR takilmis ve ayni anda estradiol benzoate (EB)
uygulanmis; yedinci giin CIDR ¢ikartilmis ve PGF2q enjeksiyonu yapilmis; sekizinci
gin EB wuygulamast ve 30 saat sonra zamanli suni tohumlama iglemi
gerceklestirilmistir. Ikinci gruba aym hormon tedavisi uygulanmis ve uygulamanin
16. giinii blastosist ya da morula safhasindaki embriyolar transfer edilmistir. Ugiincii
grup ise, kontrol grubu olarak kabul edilmis ve luteal fazda (Gstrustan sonra 8-13.
giinler aras1i) PGF,, uygulanarak suni tohumlama yapilmistir. 60. giinde yapilan
gebelik muayenesinde embriyo transferi yapilan gruptan diger gruplara gore dnemli
derecede yiiksek gebelik orani elde edildigini tespit etmislerdir. Gebe kalma oranlari
zamanlanmig embriyo transferi yapilan grupta %53,8 iken, zamanlanmis suni
tohumlama yapilan grupta %7,7 ve kontrol grubunda %18,5 olarak bulunmustur. Son
ve ark. caligma sonucu olarak gebe kalmayan inekler i¢cin embriyo transferi
uygulamasinin suni tohumlamaya gore avantajli bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alisma ile sunulan bu doktora tez ¢alismasi karsilastirildiginda her iki ¢alisma
icin de dol tutma problemi yasayan ineklerin gebe kalma oranlar yiiksek oranlarda

bulunmustur.

Dochi ve arkadaglarinin 2008°de yaptig1 bir ¢aligmada in vitro fertilizasyon
uygulamasi ile elde ettikleri embriyolart dondurulduktan sonra ¢6ziindiirmiis ve dol
tutmayan ineklere transfer etmislerdir. En az 3 en ¢ok 21 tohumlama sonrasi gebe
kalmayan 122 diive ve 410 inekle yapilan bu ¢aligmada donmus embriyolar bir gruba
direk transfer edilmis iken, diger bir gruba da ayni Ostrus donemi igerisinde suni
tohumlama yapildiktan 7 giin sonra embriyo transfer islemi gerceklestirilmistir.
Direk transferde gebelik orani diivelerde %29,5 ineklerde%20,4 olarak bulunmustur.
Suni tohumlamadan 7 giin sonra embriyo transferi yapilan grupta ise gebelik
oranlarini diivelerde %49,2 ineklerde ise %41,5 olarak tespit etmislerdir. Sunulan
calisma sonuglari ile bu ¢alisma kiyaslandiginda sunulan ¢alismada ineklerde Dochi
ve arkadaslarinin (2008) calismalarindaki direk embriyo transfer edilen gruba gore
daha yiiksek oranda gebelik orani elde edilmistir. Burdaki gebelik oranindaki
farkliligim  nedeni Dochi ve arkadaslarinin (2008) c¢alismalarinda donmus

¢Oziindiiriilmiis embriyo kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii donmus
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embriyo transferinde gebelik orani taze transfere gore daha diisiik olmaktadir (Kizil

ve ark., 2011; Riha ve ark., 2002).

Rodrigues ve ark., (2010) en az 3 kez suni tohumlama yapilmasina karsin,
gebe kalmamig dol tutmayan ineklerde yapmis olduklari ¢alismada inekleri Gstrus
gostermesi i¢in PGF,, tedavisi uygulamislar, 6strus gosteren korpus luteumlu dol
tutmayan inekler ve 6strus gosteren korpus luteumsuz dol tutmayan inekler diye ii¢
gruba ayirmuslardir. Korpus tespit edilemeyen l.grub da 150 pg d-cloprostenol
(PGF,,) enjeksiyonu uygulanmasini takiben 5 giin boyunca Ostruslar gézlemlenmis
ve kizginlig: tespit edilen ineklere Gstrusun 6-8 giinleri arasinda embriyo transferi
gerceklestirilmistir. 2. grup CL tespit edilen ineklerden olusturulmus olup, bu gruba
ise 0. giin norgestomet igeren kulak implanti ile birlikte50 mg progesteron ile 2 mg
estradiol benzoateenjeksiyonu yapilmistir. 8. giin implantlar ¢ikarilmis ve 400 U
eCG, 150 pg d-cloprostenol ve 1 mg estradiol cypionate enjeksiyonu uygulanmuistir.
Protokoliin 17. giinii 2. gruptaki tiim ineklere planlanmis embryo transferi
yapilmistir. 3. grup ise CL tespit edilmeyen ineklerden olusturulmus ve 2. gruba
uygulanan Ostrus senkronizasyon protokoliiniin aynist uygulanmistir. Benzer sekilde
protokoliin 17. giinii 3. gruptaki tiim ineklere planlanmis embryo transferi
yapilmustir. Transfer yapilan hayvanlarda transfer sonrasi 30. giinde gebelik oranlari
sirastyla 53,2 (42/79), 42,9 (67/156) ve 38,2 (50/131) olarak bulunmustur. Gruplar
arasinda fark goriillmedigi bildirilmistir. Rodrigues ve ark., (2010) yaptigi ¢alisma ve
bu doktora tez c¢alismasindaki gruplar karsilatirildiginda benzer sonuglarin elde

edildigi goriilmektedir.

Stradaioli ve ark. (2015) 6 siitgli isletmeden segilen, Klinik olarak normal 3 ve
daha fazla suni tohumlama yapilmis 44 dol tutmayan inekle bir ¢alisma yapmuslardir.
Calisma i¢in s6z konusu 6 siit¢ii isletmede tiim hayvanlarin ovaryum yapilart ve
uterus durumlar trans-rektal ultrasonografi kullanilarak muayene edilmistir. Sadece
hi¢cbir uterus ya da ovaryum patolojisine sahip olmayan inekler potansiyel tasiyici
(n=39) olarak belirlenmis ve bu inekler i¢in Ostrus senkronizasyon programi
uygulanmistir. Kizginliklar: tespit edilen 38 inek tasiyict olarak alinmistir. Embriyo
transferinin yapilacagi giin transrektal ultrason muayenesi ile ovaryum iizerindeki

yapilar belirlenmis, sadece normal morfolojiye sahip ve eko yapisi gosteren ve en az
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10 mm gapli korpus luteum bulunan ineklere (n=35) IETS’ye gore standart embriyo
transferi teknigi ile tek bir taze ya da donmus-¢oziindiiriilmiis embriyo verilmistir.
Gebelik teshisi embriyo transferinden 30-40 giin sonra ultrasonografik metotla
belirlenmistir. Gebelik oran1 %37,14 olarak bulunmustur. Stradaioli ve ark. (2015)
yaptig1t bu c¢aligmanin sonuglarinin ayni arastirmacilarin yapmis olduklart 6nceki
embriyo transfer ¢alismalarina gore daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Fakat dol
tutmayan ineklerde suni tohumlama ¢alismalarinda gebe kalma oranlarinin, embriyo
transferi ¢caligmalari ile gebe kalma oranlar karsilastirildiginda daha diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Aslinda, Stradaioli ve ark. (2015) calisma i¢in sectikleri 6 siit¢ii
isletmede de suni tohumlama sonrasi gebelik oranlarinin %20-35 arasinda degistigi
bildirilmistir. Bu sonuglara dayanarak arastirmacilar dol tutmayan ineklerde embriyo
transferi uygulamasinin gebelik oranini artirmada 6énemli bir girisim olabilecegini
ifade etmislerdir, fakat etkinligini dikkatli bir sekilde arastirmak icin daha ileri
caligmalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (Stradaioli ve ark., 2015). Stradaioli ve ark.
(2015) yapmus olduklari ¢alisma dol tutmayan ineklerde bulduklart %37,14 gebelik
orani ve sdz konusu doktora tez ¢alismasindaki bulunan %35,6 gebelik orani benzer
oldugu goriilmiistiir. Fakat ilk ¢alismada donmus embriyo kullanilirken, doktora tez
calismasinda taze embriyo transferi yapilmistir. Bununla birlikte her iki calismada
daha ileri ¢caligmalar yapilmasi ve dol tutmayan ineklerde embriyo transferinin iyi bir

tedavi alternatifi olabilecegi sonucunu ortaya konmustur.

Japon siyah et¢i sigirlar1 ile yapilan bir ¢alismada (Ono ark., 2016) dol
tutmayan diive ve ineklerin mevsime gore gebe kalma oranlar1 karsilagtirilmistir. Her
iki gruptaki tasiyicilara da taze ve donmus embriyolar transfer edilmistir. Taze ve
donmus embriyolarin gebe kalma oranlar1 arasinda fark goriilmemistir. Gebe kalma
oranlar1 siras1 ile %31,6 (18/57) ve %31,9 (86/270) olarak bulunmustur. Dol
tutmayan diivelerde gebe kalma orani1 %32,9 (51/155), ineklerde ise %30,8 (53/172)
olarak belirlenmistir. Arastirmacilar tasiyici olarak kullanilan diive ve ineklerin
gebelik oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulamamislardir. Mevsimsel olarak
karsilastirma yapildiginda ise ineklerde yaz mevsiminde gebe kalma oranlar1 kis ve
ilkbahara gore daha diisiik olarak bulunmustur. Fakat diivelerde mevsim ile gebelik
oranlar1 arasinda bir iligski bulunamamistir. Yaz mevsimindeki tiim tasiyici inek ve

diive gebelik orani ilkbaharla karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur (Ono ark.,
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2016). Calismamiz ile karsilagtirildiginda birbirine yakin gebelik oranlarinin elde

edildigi ve sonuglarin benzerlik gosterdigi gorilmektedir.

Karasahin ve ark.’nin (2016) yaptiklar1 “embriyo transferinin dol tutmayan
ineklerde gebelik oranma etkisi” baglikli ¢calismada donor ineklerden elde edilen
embriyolar vitrifikasyon yontemi ile dondurulduktan sonra dol tutmayan tasiyici
ineklere transfer edilmistir. Calismada 32 do6l tutmayan inek kullanilmistir. Transfer
islemi tasiyicilara Ostrustan sonraki 7. giinde gergeklestirilmistir. Transfer sonrasi 60.
giinde rektal palpasyonla gebelik muayenesi yapilmis ve gebelik orani1 %28,13 olarak
bulunmustur. Yapilan bu g¢alisma ile sunulan doktora tez ¢aligmasi
karsilastirildiginda sonuglar yakin olmasina ragmen, ilk calismada gebelik oranin
diisiik oldugu goriilmektedir. Karasahin ve ark.” nin (2016) calismasinda donmus
embriyo kullanilmis olmasi ve gebelik muayenelerinin 60.giinde yapilmis olmasi
gebelik oranin  bizim c¢alismamiza gore diisik olmasmin nedenleri olarak
gosterilebilir. Ge¢ embriyonik dlimlerin gebelik oranini diisiirmiis olabilecegi g6z
ontinde bulundurulmalidir. Aslan (1998) yaptigi calismada ge¢ embriyonik-fotal
O0lim oranin1 %14 olarak tespit etmisken, Silke ve ark. (2002) ineklerde gec
embriyonik-fotal 6liim oranint % 7,2 bildirmis, Kim ve ark. (2017) ge¢ embriyonik
olim oranin1 %6,9 olarak bulmuslardir. Santos ve ark. (2004) 30 ile 45 giinliik
yastaki embriyonik O6liim oranini giinliik % 0,23 ile % 2,67 (ortalama %0,85),
toplamda ise %3,2 ile %42,7 (ortalama %12,8) olarak bildirmislerdir.

Tiim bu literatiir 6rneklerinde goriildiigli gibi dol tutma problemi olan ve
Klinik olarak higbir patoloji gostermeyen inek ve diivelerde yapilan embriyo transferi
sonucu gebe kalma oranlarinin en az %30 civarinda oldugu goriilmektedir. Sunulan
bu tez caligmasinda da dol tutmayan inek grubunda gebelik orani %35,6 olarak
bulunmustur. Fakat dol tutmayan olarak tanimlanan bu hayvanlari suni tohumlama
ile gebe birakmak olduk¢a zordur. Ergene (2012) yapmis oldugu calismada higbir
tedavi islemi uygulamadan suni tohumlama yaptigr dol tutmayan ineklerde gebelik
oranini %20 olarak bulmusken, Selvaraju ve ark. (2010) aymi durumdaki dol
tutmayan ineklerde gebelik oranini % 18,75 olarak bildirmislerdir. Bu durum da bize

embriyo transferi ile dol tutmayan ineklerin gebe birakilmasinin bu sendromun

53



tedavisi i¢in kullanisli ve uygun bir alternatif olarak on plana cikabilecek bir

uygulama oldugunu gostermektedir.

Rutledge’nin (2001) bildirdigine gore dogal asimda veya suni tohumlamada
gebelik oranlarini diisliren 3 bireysel etken bulunmaktadir; boga, inek ve embriyo.
Ciinkii gebelik orani gesitli sekillerde, genellikle ortak bir ortamda, etkilesime giren
bu 3 etkene baglidir. Yine ayni derlemede belirtildigi iizere sicaklik stresi 1. giinde
veya 1-3. gilinlerde embriyonun yasama oranini ve dolayisiyla gebelik oranim
diistirmektedir. Fakat 3, 5 veya 7. giinlerde embriyo yasinin edindigi termal tolerans
sayesinde gebelik orani olumsuz yonde etkilenmemektedir. Bu derlemedeki bilgiler
degerlendirildiginde; embriyo transferi nedeniyle tasiyici igin sperma kullanimi s6z
konusu olmadigindan ve tasiyiciya transfer edilecek embriyonun kaliteli ve belirli bir
sathayr (yasi) ge¢mis oldugu goz Oniline alindiginda iki etmen elenerek sadece
tasiyici inekten kaynaklanabilecek faktorler ortada kalmaktadir. Biraz daha agik bir
sekilde ifade etmek gerekirse bu durumda gebe kalma oranimi diisiiren iki 6nemli
dezavantaji elememize olanak saglamakta ve ayrica, transfer edilecek olan embriyo 7
glinliik yasta olacagi icin termal tolerans edinmis oldugundan sicaklik stresi altinda
gebe kalma oraninda suni tohumlamaya kiyasla yiikksek sonuglar elde
edilebilmektedir. Rutledge (2001) sicak stresin etkin olup infertiliteye neden oldugu
donemlerde dondurulup ¢o6ziindiiriilen embriyo transferi ile yiiksek gebelik

oranlarinin elde edilmesinin miimkiin hale gelebilecegini belirtmektedir.

Korpus luteum boyutu, progesteron konsantrasyonlari ve alicilardaki gebelik
oranlar1 arasindaki iliski halen belirsizdir ve bu konu iizerine bir¢cok arastirma
yapilmistir (Hasler ve ark., 1980; Remsen ve ark., 1982). Dolasimdaki progesteron
konsantrasyonlarinin yiiksek (>6.0 ng/ml) veya disiik (<2.0 ng/ml) olmasinin
gebelik oranlarini etkileyip etkilemedigiyle ilgili goriis ayriliklar1 bulunmaktadir.
Gorilintli  analizine dayali luteal fonksiyonu tahmin etme olasiliginin, tasiyici
seciminin verimliligini artirabilecegini ve potansiyel olarak gebelik oranlarini
tyilestirebilecegi ifade edilmektedir. Goriintii analizine dayali bu teknik aym
zamanda CL ozellikleri, progesteron konsantrasyonlar1 ve gebelik orani arasindaki

iliskiyi agikliga kavusturmaya yardimei olabilecegi belirtilmektedir (Siqueira ve
ark., 2009).
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Hasler (1980) serum progesteron diizeyi ve gebelik arasindaki iliski
belirlemek i¢in yaptig1 bir ¢alismada 528 tasiyici diiveden embriyo transferi aninda
(6strus sonrasi 3-7. giinler) ve daha sonrada ostruslar izleyen 9-14. giinler arasinda
diivelerin biiyiik bir kismindan kan almis ve radio-immunoassay yontemi ile serum
progesteron seviyelerini belirlemistir. Caligmada 45-65. giinler aras1 gebelik
muayeneleri yapilmistir. Yapilan analizlerde gebelik ile serum progesteron seviyeleri
arasinda iliski bulamamiglardir. Sunulan bu doktora tez ¢alismasindan farkli olarak
Hasler (1980) calismasinda transferi izleyen 9-14. giinlerde kan orneklerini almistir.
Fakat sunulan bu doktora tezindeki gibi progesteron degerinin gebelik iizerinde
etkisinin olmadigini tespit etmistir. Bu durum gebelik i¢in optimal bir kan
progesteron seviyesinin, embriyo transferi sonrasit gebeligin devami i¢in yeterli

oldugunu ortaya koymaktadir (Ramsen, 1982).

Ramsen (1982) serum progesteron degerleri, korpus luteum ve gebe kalma
arasindaki iliskiler tizerine yaptigi bir ¢alismada serum progesteron seviyelerini 3
grup halinde diizenlemistir. Yaptig1 calismada 2 ng/ml alti serum progesteron
seviyesinde tasiyicilarin gebe kalma oranmi %20 (12/61), 2-5 ng/ml arasi serum
progesteron seviyesine sahip tasiyicilarin gebelik oranin1 %74 (94/127) ve 5 ng/ml
serum progesteron seviyesine sahip tasiyicilarin gebe kalma oranini %60 (21/35)
olarak bulmustur. So6zii edilen bu g¢alismada 2,5 ng/ml ile 3,0 ng/ml arasindaki
progesteron seviyesinin gebelik agisindan optimum bir oldugu ifade edilmistir. Bu
progesteron seviyesine sahip 29 diiveden 23'0 (% 80) gebe kalmistir. Ayni
calismada korpus luteum kalitesi ve bulundugu ovaryum ile gebelik arasindaki
iliskiye de bakilmistir. Korpus luteumun sol veya sag ovaryumda bulunmasinin
gebelik tizerine bir etkisinin olmadigi gorilmiistiir. Sol ovaryumda korpus luteum
bulunan 109 tasiyicidan 59°u (%54) gebe kalmis; korpus luteum'un sag ovaryumda
oldugu 114 hayvanin 68’1 (% 60) gebe olarak tespit edilmistir. Calismada korpus
luteumlar iyi kalite, kotii kalite ve kistik olarak smiflandirilmustir. Iyi korpus
luteum’a sahip hayvanlarin % 56’sinin (116/206) gebe oldugu belirlenmistir. Koti
korpus luteum’a sahip hayvanlarin % 67'si (6/9) ve Kistik bir korpus luteum’a sahip
olanlarinsa % 62’si (5/8) gebe olarak teshis edilmistir. Ramsen (1982) yapmis oldugu
bu ¢alismada iyi bir korpus luteumun ve yiiksek progesteron seviyesinin gebeligin

stirdiiriilmesi i¢in yeterli olmadig1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte 2,5 ng/ml
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ile 3,0 ng/ml araliginda en yiiksek gebe kalma oraninin tespit edildigini
bildirmislerdir.

Nelson (1985) embriyo transferinde tasiyici sigirlarin, dstrus tespiti ve korpus
luteum gelisiminin gebe kalma {izerine etkisini arastirdigi ¢aligmasinda, 6,5-9 giinliik
yastaki embriyolart 1983 kasim ayindan 1984 mayis aylari arasinda cerrahi olmayan
yontemle transfer ederek gebe kalma oranlarini degerlendirmistir. Embriyolar
ABD’nin 10 eyaletinde 19 siiriiye transfer edilmistir. Tasiyicilarin 6strusu PGFy,
kullanilarak senkronize edilmistir. Tasiyicilarin Ostrus tespitleri donor Ostruslart ile
es zamanli olarak 60 saat (dondrlerin Gstrus gosterdigi andan Once ve sonra) iginde
yapilmistir. Embriyolar 5’lik skala tizerinden 1, 2 ve 3 derece kaliteli olarak
degerlendirilmistir (5 = unfertilize). Korpus luteum, nakil sirasinda 1) normal, 2)
siipheli veya 3) palpe edilemeyen olarak derecelendirilmistir. Eger 0strus gozlenen
alicilardan ¢ok daha fazla transfer edilebilir embriyo toplanmissa, fazla embriyolarin
bir kism1 Ostrus goriilmeyen alicilara transfer edilmistir. Dondurulmus embriyolar,
donmadan 6nce kalite derecesi 1 veya 2 olarak belirlenmistir. Tasiyicilara transfer
edilen taze embriyolardan elde edilen gebe kalma oranlar1 en yiiksek olanlar (%63)
ostrus tespit edilen ve korpus luteumu bulunan ineklerde belirlenmistir. Ostrus
gozlenmeyen, ancak normal bir korpus luteuma sahip olan ya da dstrus gézlemlenen
ancak slipheli bir korpus luteuma sahip olan alicilara transfer edilen taze
embriyolarin gebelik oranlari, sirasiyla %41, %40 olarak bulunmus dondurulmusg
¢Oziilmiis embriyolar i¢in elde edilen %37°lik gebelik orani ile arasinda fark

bulunamamastir (sirasiyla %41, %40 ve %37) (Nelson, 1985).

Nogueira ve ark. (2004) PGF,, ve eCG hormonlari kullanarak senkronize
ettikleri tasiyic1 diivelerde eklenti korpus luteum olusturarak progesteron ve gebelik
arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Bu ¢alismada toplam 332 tasiyict diive
kullanilarak 83’er hayvandan meydana gelen 4 grup olusturulmustur. Diivelere,
Ostrus periyodunun rastgele bir doneminde PGF2q uygulanmis (0. giin) ve yedi giin
boyunca Ostrus belirtileri gézlemlenmistir. 14. giinde, PGF2« uygulamasindan 2-7
giin sonra Ostrusta oldugu belirlenen diiveler, rastgele dort gruba ayrilmistir. Sirasiyla
gruplara 0 (kontrol), 200, 400 veya 600 IU. eCG uygulanmustir. Iki giin sonra (16.

giin), bu alicilara PGF,.enjekte edilmis ve enjeksiyonu takiben ostruslar tespit
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edilmistir. Coklu korpus luteum veya 15 mm’den biiylik tek bir korpus luteuma sahip
olan diivelere, ostrusdan 6-8 giin sonra donmus bir embriyolar transfer edilmistir.
Toplam capmin %30’undan biiyiik kismi sivi dolu boslugu olan korpus luteuma
sahip diiveler ¢alismada kullanilmamistir. Kontrol grubunda ve 200, 400 ve 600 U
eCG enjeksiyounu yapilan grulardasirasiyla 6, 8, 11 ve 11 diive bu 0l¢iit kullanilarak
calismadan c¢ikarilmigtir. Boylece gruplarda transfer i¢in kullanilacak sirasiyla 43,
32, 44 ve 43 ostrus gosteren diive kalmistir. Gruplardaki korpus luteum sayisi
sirasiyla 0,82, 1,07, 1,16 ve 1,68; ortalama korpus luteum ¢aplari ise 18,3+0,38 mm,
18,1+0,33 mm, 18,7+0,38 mm ve 18,1+0,46 mm olarak bulunmustur. Gruplardaki
ortalama progesteron seviyesi ise sirastyla 3,93+0,73 ng/ml, 4,244+0,43ng/ml,
5,95+0,4ng/ml ve 7,81+0,6 ng/ml olarak tespit edilmistir. 21. glinde yapilan gebelik
muayenesinde ise gebelik oranlari gruplara gore sirasiyla %44,2, %53,1, %25,0 ve
%25,6 olarak bulunmustur. 83. gilindeki gebelik muayenesinde gebelik oranlar
sirasiyla %41,9, %50,0, %25,0, %20,9 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
Ostrus'tan 7 ila 12 giin sonra eCG uygulamas ile P4 konsantrasyonundaki saglanan
artisin ET yapilan alicilarda konsepsiyon oranini artirmadigi, aksine, en yliksek P4
diizeylerine sahip hayvanlarda gebelik oranlarinda diisiis oldugu tespit edilmistir.
Yine ayni sekilde korpus luteum sayist ve c¢aplarinin gebelik orani iizerindeki

etkisinin 6nemsiz oldugu bildirilmislerdir.

Siqueira ve ark. (2009) belirlenmis zamanli embriyo transferi i¢in senkronize
edilmis tasiyic1 sigirlarda korpus luteumun fiziksel ve fonksiyonel karakterlerinin
gebelik orani {izerine etkisini arastirmislardir. Bu calisma i¢in 259 bas melez kuru
donemdeki inek ve diive kullanmislardir. Tasiyict sigirlara 0. giin 2 mg Ostrodiol
benzoat uygulamasi ile birlikte CIDR takilmigtir. 5. giin 400 IU eCG hormonu
enjeksiyonu yapilmis; 8. glin de ise PGF;, uygulanarak CIDR ¢ikarilmis ve 9. giin 1
mg Ostrodial benzoate uygulanmistir. 17. gilinde kan Ornekleri alinmis ve
ultrasonografik muayene ile ovaryumlar incelenmistir. 177 tasiyiciya tek bir taze, 1.
veya 2. kalite in vivo (n=90) ya da in vitro {iretilmis (n=87) embriyo transferi
gerceklestirilmistir. Transfer en az 1 adet korpus luteumu bulunan tasiyicilara
yapilmistir. Calisma sonucunda korpus luteum biiyiikliigiiniin, in-vivo ya da in-vitro
tiretilmis embriyo transferi yapilan tasiyicilarda gebelik oranini etkilemedigini

bildirmislerdir. Ayrica, ovaryum iizerindeki korpus luteumun adedinin gebelik
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tizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Buna karsilik plazma progesteron degerlerinin
gebe hayvanlarda gebe olmayanlara oranla daha yiiksek oldugunu saptanmistir. Fakat
tastyicilar in-vivo ve in-vitro tretilen embriyolara gore gruplandirildigi zaman,
plazma progesteron seviyelerinin gebe ve gebe olmayanlarda farkli olmadigi tespit

edilmistir.

Yukarida ayrintilari verilen literatiirlerde goriildiigli gibi embriyo transferinde
kullanilan tasiyict inek ve diivelerin korpus luteum biiytkliikleri, biitiinliikleri ile
plazma progesteron seviyelerinin gebe kalma tizerinde etkisi olmadigi goriilmektedir.
Sunulan bu doktora tezinde de dol tutmayan ineklerden olusan gruptaki ve kontrol
grubundaki tasiyici ineklerde korpus luteum kalite degerlendirmesinin literatiirler ile
uyumlu bir sekilde gebe ve gebe olmayan inek orani agisindan farklilik olusturmadigi
tespit edilmistir. Ayrica, mevcut doktora tez ¢alismasinda da tartigilan literatiirlerde
oldugu gibi plazma progesteron seviyeleri i¢in kan 6rnekleri alinan tastyict ineklerde
de gebe ve gebe kalmayan tasiyicilar arasinda istatistiki bir fark bulunamamustir.
Elde edilen bulgular 1s1¢inda embriyo transferinde gebelik elde edilmesi igin tasiyici
inek ya da diivenin Ostrus bulgular1 gostermesi gerekmektedir. Bununla birlikte
ostrus siklusunun 7+1. giiniindeki ultrason muayenesinde en az 15 mm biiyiikliikte
luteal Dbitiinlige sahip kaliteli bir korpus luteumun varliginin  gerektigi
degerlendirilmektedir. Bu yiizden tasiyict olarak secilen hayvanlarin Ostrus takibi
yapilmali ve transfer Oncesinde de rektovajinal ultrason muayenesi ile korpus
luteumun varliginin ve biitlinliigliniin tespit edilmesinin biiyiik 6neme sahip oldugu

kanisina varilmistir.

Ramsen ve ark. (1982) yaptiklart g¢alismada tasiyict diivelerde Ostrus
siklusunun giinii ile embriyo gelisiminin sathasi arasinda ciddi bir iliski bulmuslardir.
Siklusun 7. giiniinde morula safhasindaki embriyolarin transferi yapilan tasiyicilarin
%75’inin  (12/16), 8. glinde ise sadece %25’inin (4/16) gebe kaldigini
belirlemislerdir. 8. giinde blastosist transferi yapilan tasiyicilarin %62,5’1 (30/48)
gebe kalirken, 7. giinde blastosist transferi yapilan tasiyicilarin %37,5’1 gebe
kalmistir. Bu bulgularla 7. giinde morula sathasinda ve 8. gilinde blastosist
sathasindaki embriyolarin transferinin gebelik orani agisindan olumlu sonuglar

verdigi kanisina varmiglardir. Ramsen ve ark.’nin (1982) yapmis oldugu caligmanin
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aksine bu doktora tez calismasinda embriyo sathasinin gebelik {izerine etkisi
olmadigi. Bu iki caligmada gebelik oranlarindaki farkliligin s6z konusu literatiir
caligmasinda diivelerin tasiyici olarak kullanilmasi ve siklusun farkli giinlerinde
farkl1  sathadaki  embriyolarin  transferinden  kaynaklanmis  olabilecegi

distiniilmektedir.

Spell ve ark. (2001) embriyo transferi sonrasi gebelik oranlar1 {izerine corpus
luteum Ozelliklerinin, progesteron konsantrasyonunun, donor-tasiyici
senkronizasyonunun, embriyo Kkalitesi, tiri ve gelisim asamasinin etkilerini
belirlemek amagli olarak 526 bas tastyict kullanilan kapsamli bir c¢alisma
diizenlemislerdir. Caligmada transrektal ultrasonografi ile elde edilen oOlgiimler
kullanilarak, her alict i¢in korpus luteumun ¢api ve embriyo transferi sirasinda
mevcut luteal doku hacmi belirlenmistir. Ayrica, ¢alismada plazma progesteron
degerleri tespit edilmistir. Korpus luteum ¢apinin ve luteal hacmin Ostrustan 6,5 ve
8,5 gilin sonra embriyo transferi yapilan alicilar arasinda farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Tastyicilar i¢in Ostrus sonrasi giinler arttikca korpus luteum ¢ap1 ve
luteal doku hacminin arttig1; fakat, gebelik oranlarinin 6strusdan 6,5 ila 8,5 giin sonra
embriyo transferi yapilan tasiyicilar arasinda farklilik gostermedigi tespit edilmistir.
Tiim tasiyicilarin luteal 6zellikleri Ostrus sonrast giin sayisina bakilmaksizin analiz
edildiginde korpus luteum capr veya luteal doku hacmi ve plazma progesteron
konsantrasyonu arasinda pozitif basit bir korelasyon saptamislardir. Embriyo
transferi sonrasinda gebe kalanlar veya kalmayan tastyicilar arasinda ortalama korpus
luteum capi, luteal hacim veya plazma progesteron konsantrasyonu agisindan anlaml
bir farklilik bulamamiglardir. Sonug olarak calismada embriyo gelisim sathasinin ve
embriyo kalitesinin gebelik orani iizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 saptanmustir.
Embriyo gelisim safhasi, embriyo kalite derecesi veya verici-tagiyici
senkronizasyonu ve embriyo tiirli (taze veya dondurulmus c¢oziilmiis) arasinda

anlamli iki yonlii etkilesim bulunamamustir.

Gonella-Diaza ve ark. (2013) in vitro iiretilmis embriyo transferi sonrasi
tastyicilarin  gebelik orani, embriyonun gelisimsel durumu ve korpus luteum
arasindaki iligkiyi belirlemek amactyla 2003 Ocak ile 2009 Agustos aylar1 arasinda

yapilan 17521 embriyo transfer sonucunu degerlendirmistir. Adi gegen calismada
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ovum pick up yontemi ile elde edilen oositler in vitro fertilizasyon (IVF)
prosediiriine tabi tutulmustur. Transfer giinli (embriyo gelisiminin 7. giinii)
embriyolar gelisim asamalarina (morula, erken blastosisit, blastosist, expanded
blastosist, hatching blastosist, hatched blastosist) ve kalitelerine gore
degerlendirmislerdir. Calismada sadece transfer edilebilir olarak siniflandirilan
embriyolar kullanilmigtir (1: miikemmel; 2: iyi). Suni tohumlama ya da asim islemi
gormemis ve saglikli farkli irklardan melez (Simmental/Brahman, Gyr/Brahman,
Holstein/Brahman ve Brahman) 17521 diive tasiyici olarak kullanilmistir. Embriyo
transferi oncesinde ultrason ve rektal muayene yontemleri kullanilarak reprodiiktif
muayeneler yapilmig ve korpus luteumun varligi, yeri (sol ya da sag ovaryum) ve
capint (mm) belirlenmistir. Embriyo transferinden 60 giin sonra tasiyicilarin
5495’1nin (%31,4) gebe oldugu tespit edilmistir. 18 mm’lik korpus luteum ¢apinin en
yaygin olarak karsilasilan biiylikliikk olmasina ragmen, korpus luteum biiytikliigiiniin
14 mm’den 26 mm’ye kadar degistigi belirlenmistir. Tim  bulgular
degerlendirildiginde, tasiyicilar korpus luteum c¢aplar1 20 mm’den daha biiyiik ve 20
mm’den daha kii¢iik olanlar seklinde gruplandirildiginda, birinci grubun gebelik
oranmnin (%32) ikinci grubun gebelik oranindan (%30,5) daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Sunulan bu doktora tez ¢alismasinin aksine Gonella-Diaza ve
arkadaslar1 (2013) korpus luteum c¢ap1 ile gebelik arasinda pozitif bir iliski
belirlemisler %39,7 ile en fazla gebelik oranini korpus luteum ¢ap1 24 mm den biiytik
olan tastyicilarda elde etmislerdir. Embriyo sathasi gebelik iliskisi karsilastirildiginda
morula ve erken blastosistten gebe kalanlarin orani blastosist, expanded blastosist ve
hatching blastosistten gebe kalanlarin oranindan farkli bulunmustur. En yiiksek
gebelik orani expanded blastosist transferi yapilan hayvanlarda tespit edilmistir. En
az gebelik oran1 morula safhasinda bulunmus ve ondan sonrada erken blastosist
safhast gelmistir. Son olarak transfer edilen blastosist ve hatching blastosist

embriyolarinin gebelik oranlari karsilastirildiginda 6nemli fark bulunamamastir.

Sunulan bu tez c¢aligmasini bulgular1 degerlendirildiginde tastyici olarak
kullanilacak hayvanlarda kizginliklarin ve korpus luteum varliginin tespitinin dogru
bir sekilde yapilmis olmasinin, elde edilecek gebelik oranlar1 agisindan biiylik 6nem
tasidign goriilmektedir. Korpus luteum biiylkligii ile serum progesteron seviyesi

arasinda pozitif bir iliskinin s6z konusu olmasmna ragmen, Serum progeteron
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seviyesinin gebe kalma tizerinde 6nemli bir etken olmadigi saptanmustir. Ayrica elde
edilen embriyolarin transfer edilebilir olanlarmin (1. ve 2. kalite) gelisim safhalarinin
gebelik tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Siiperovulasyon
protokolii yapilan dondrlerden elde edilen transfer edilebilir embriyolarin Gstrus
sonrast ayni gilinlere denk getirilecek sekilde senkronize edilen tasiyicilarda kaliteli
bir korpus luteum varliginin tespitinden sonra nakledilmesi gebelik agisindan ¢ok
onemli oldugu goriilmektedir. Sonug olarak, elde edilen veriler 15181inda dol tutmayan
inekler i¢in embriyo transfer uygulamalarinin basarili bir tedavi alternatifi olarak
Onerilebilcegi, transfer islemi yapilacak tastyici ineklerde senkronize kizginlik tespiti
ile transfer giiniinde korpus luteum varliginin tespitinin elde edilecek gebelik oranlari
acisindan biiyiik onem tasidigi kanisina varilmistir. Bu doktora tezininde ana fikri
olan dol tutmayan inekler i¢in embriyo transferinin bir tedavi yontemi olarak
kullanilmasiyla, gebe kalma problemi yasayan {istiin vasifli ineklerin gebe
birakilmalar1 saglanabilecegi gosterilmistir. Boylece, iistiin 6zelliklere sahip ineklerin
embriyolarinin yine {stliin 6zellikli fakat dol tutma problemi yasayan ineklere
transferi ile siirliniin ya da hayvan varliginin 1slahina yardimer olunabilir ve ayrica
dol tutmayan yiiksek verimli tasiyicilarin iiretimde daha etkin kullanilmalarina
yardimci olabilir. Embriyo transferi 6zellikle son 50 yilda gelistirilen yeni yontem ve
teknolojilerle hayvan 1slahinda kullanilan en Onemli metotlardan biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkemizde de yaygin bigimde kullanilmaya baglanmast ile
kaliteli damizlik gebe diive ihtiyacimizin daha uygun maliyetlerle karsilanmasina

onemli katkilar saglayacagi degerlendirilmektedir.
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°C : Santigrat Derece

cc : Cubic Centimeter
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FTET : Fixed Timed Embryo Transfer(Belirlenmis Zamanli Embriyo
Transfert)
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9. TESEKKUR

Bu doktora tez c¢alismasinda, dol tutmayan ineklere yapilan embriyo
transferinin ebe kalma tiizerindeki etkilerinin arastirllmasi amaclandi. Bununla
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Calisma konusunun belirlenmesinde, planlanmasinda ve ¢alismanin her
asamasinda bilimsel katkilariyla her zaman destegini gordiigiim danisman hocam
saym Prof. Dr. Hakan SAGIRKAYA ve tez ¢alismasi esnasinda bilgileri ve saha
deneyimlerini benimle paylasan hocam sayin Prof. Dr. Yavuz NAK’a sonsuz
tesekiirlerimi sunarim.

Desteklerinden  Otiirii, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midiirligi’ne (TAGEM) ve projenin yiiriitiilmesi i¢in hayvan, yem ve barinak
imkanlarini sagladiklari icin Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisti Midiirligii
idarecileri ve personeline siikranlarimi sunarim.

Degerli ¢alisma arkadaslarim, Veteriner Hekimler Serdal COBAN, Ugur
KARA, Ismail YILMAZ, Veteriner Saghk Teknikeri Orhan Gazi DUNDAR, Ziraat
Miihendisi Mehdi Ahmet Coskun ile Biyolog Nursen KESER’e yiirekten tesekkiir
ediyorum. Ayrica tezin istatistiksel analiz ve yazim asamasinda yardimlarindan 6tiirti
cok degerli dostum Arastirma Gorevlisi Cengiz CAN’a sonsuz tesekiirlerimi
sunarim.

Egitim hayatim boyunca maddi ve manevi her zaman yanimda olan basta
degerli annem ve babam olmak {izere tiim aileme siikranlarimi sunarim.

74



10. OZGECMIS

1986 yilinda Mersin iline bagli Tarsus ilgesinde dogdu. Orta 6grenimini
tamamladiktan sonra 2005 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde
yiiksek Ogrenime basladi. 2011 yilinda fakiilteden mezun oldu. 2013 yili bahar
yartyilinda Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dolerme ve Suni
Tohumlama Ana Bilim Dalinda doktora egitimine basladi.

2011 yili Agustos aymnda Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigiine bagh
Aksaray Kocas Tarim Isletme Miidiirliigiinde goreve basladi. 2012 yili Ekim ayinda
Tarimsal Arastirmalar ve Politikalart Genel Miidiirliigiine bagli Dogu Akdeniz
Tarimsal Arastirmalar Enstitiisi Miidiirliigli  biinyesinde bulunan hayvancilik
birminde ¢alismaya basladi ve hala burada gorev yapmaktadir.
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