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ONSOZ

Bilim adamlari, kisspeptin geninin varligini ve steroitlerin geri bildirimin
mekanizmasinda kayip baglant1 olarak tanimladiklar1 kisspeptin sistemini 2000’11
yillarin basinda tespit etmistir. Bu kesif sonrasinda kisspeptin sistemi ile ilgili,
Pubmed’te taranan dergilerde 500’{in iizerinde bilimsel makalenin yapilmas1 ve 2012
yilt igerisinde yapilmaya devam edilmesi, bu konunun giincelligini korudugunun
ispatidir. Kisspeptin ile diger molekiiler sistemler arasindaki baglanti tam olarak
coziilememis, 6zellikle reprodiiksiyon alanindaki etkileri giiniimiizde arastirilmaya
devam edilmektedir. Bu tezin yapilis amaci koyunlarda kisspeptin’in reprodiiktif
parametreler ile preovulator LH profiline olan etkilerinin tespit edilmesidir. Hem
preovulatdor LH profili hem de kisspeptin ile ilgili yapilan ¢aliymalarda, arastirma

modeli olarak kullanilan koyun, bu arastirmada materyal olarak se¢ilmistir.

Arastirmada yogun kan alma zamanlar1 swrasinda beni yalniz birakmayan
Veteriner Hekim Mustafa Sayin ve Ismail Berker’e, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
ogretim elemanlar1 Yrd. Dog. Dr. Mustafa Kabu ve Ars. Gor. Durmus Fatih Baser’e,
Patoloji Anabilim Dali 6gretim eleman1 Ars. Gor. Hasan Hiiseyin Demirel’e,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim elemani Ars. GOr. Selahattin Konak’a,
Dolerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dali 6gretim elemani Fatih Avdatek’e
tesekkiir ederim. Hormon analizleri sirasinda destegini esirgemeyen Kirikkale
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal 6gretim elemanlar1 Prof. Dr.

Sevket Arikan’a ve Ars. Gor. Dr. Ozkan Simsek’e ictenlikle tesekkiir ederim.
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GIRIS

Koyunlarin et, siit, yapagr ve derisi ile ekonomik Oonem tasimalarina ve toplam
hayvan varlig1 igerisinde biiylik bir yer tutmalarina ragmen, iilkemizdeki sayis1 her
gecen giin hizla azalmaya devam etmektedir. Tiirkiye istatistik kurumu verilerine
gore koyun sayist 1991 yilinda 40 milyon basin lizerinde iken, 2010 yili sonu
itibariyle yaklasik 22 milyon basa kadar gerilemistir (TUIK, 2010).

Yiiksek dol verimi potansiyeli ile iilke ekonomisine onemli katkis1i olan
koyunculugun, hem yetistiricic hem de iilke ekonomisini kalkindirmak icin
yayginlastirilmasi onerilmesine ragmen, mevcut koyun sayisinda verim yoniinden
yeterli bir ilerleme saglanamamaktadir. Koyunlarda 6-7 aylik bir slirenin iireme
acisindan inaktif gegmesinden dolayi, koyunlarin yasam siiresi igerisinde elde
edilecek reprodiiktif verimi arttrmaya yonelik g¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bu
kapsamda genel olarak andstriis doneminde ovaryum fonksiyonlarinin uyarilmasi,
seksiiel sikluslarin senkronize edilmesi, gebelik ve ikizlik oranini arttrmaya yonelik

calismalar yapilmaktadir (Alagam, 2001).

Koyunlarin reprodiiktif fonksiyonu mevsime bagli olarak degisir ve bu
fonksiyonun fizyolojik mekanizmasinda melatonin ve gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) etkin bir rol oynar (Rosa ve Bryant, 2003; Simonneaux ve
Ribelayga, 2003). Reprodiiksiyon i¢in hayati 6neme sahip GnRH ile ilgili ¢ok sayida
arastirma yapilsa da, GnRH, gonodal steroidler ve diger periferal sinyaller arasinda
bulunan hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin isleyisi glinlimiizde halen daha tam
olarak aydinlatilamamistir (Caraty ve Franceschini, 2008; Chu ve ark., 2009;
Wakabayashi ve ark., 2010). Reprodiiksiyon ile ilgili, bu noral sinyaller arasindaki
etkilesim tizerine yapilan arastirmalar sonucunda, 2003 yilinda kisspeptin (Kp) adli
peptidin GnRH sekresyonunu kontrol etmedeki roliiniin kesfedilmesi, reprodiiksiyon
ve noroendokrinoloji alaninda yeni g¢alismalarin Oniinii agmistir (Roa ve Tena-

Sempere, 2007).



Reprodiiksiyon alaninda ilk olarak pubertanin kontroliinde 6nemi belirlenen
Kp’nin, basta luteinlestirici hormon (LH) ve azda olsa follikiil uyaric1 hormon (FSH)
salinimi artisina yol actigi tespit edilmistir (Smith, 2009; Clarke, 2011). Koyunlarda
bir dizi Kp uygulamasinin andstriis ve iireme doneminde preovulator LH dalgasini
tetiklemesi nedeniyle, basta ovulasyon senkronizasyonu olmak iizere reprodiiksiyon
alaninda basarili bir sekilde kullanilabilecegi 6n goriilmektedir (Caraty ve

Franceschini, 2008).

1.1. Koyunlarin Ostriis Siklusu

Mevsime bagli polidstrik hayvanlar olan koyunlarm, tilkemizin de bulundugu kuzey
yarim kiirede, giin 15181 siiresinin kisa oldugu sonbahar ve kis aylarinda seksiiel
aktivitesi harekete gecerken (lireme donemi), giin 15181 siiresinin uzun oldugu diger
mevsimlerde ise seksiiel aktivitesi duragan hale (andstriis donemi) ge¢cmektedir
(Gordon, 1997). Her ne kadar Ostriis davraniglari ve ovulasyon sadece ilireme
doneminde goéziikse de, follikiiler biiyiime ve regresyon gibi aktiviteler, andstriis

doneminde de meydana gelmeye devam etmektedir (Bartlewski ve ark., 2011).

Ostriis siklusu; hipotalamus’ta iiretilen GnRH, hipofiz bezinden salgilanan
FSH, LH ve oksitosin, antral follikiillerden salgilanan ostradiol (E,) ve inhibin,
korpus luteum (CL)’dan salgilanan progesteron (Ps) ve oksitosin, uterus
endometriyum’unda {iretilen prostaglandin F,, (PGF,,)’nin hiyerarsik bir diizen
iceresinde hareket etmelerine bagh olarak gerceklesmektedir (Bearden ve Fuquay,

2000; Hafez, 2000; Pineda, 2003).

Disi kuzular 6-9 aylik iken pubertaya ulasir. Itk ve mevsime gore degisen
Ostriis siklus uzunlugu (14-21 giin) ortalama 17 giin siirmektedir. Siklusun ilk 12-14.
gilinleri P4 iiretiminin gerceklestigi luteal donem, luteal P, iiretiminin azaldigi
siklusun son 3-4 giinii ise, follikiiler donem olarak smiflandirilmaktadir (Kalkan ve

Horoz, 2001; Pineda, 2003).



Reprodiiktif siklus’un devamliliginda hayati 6nem tasiyan follikiil gelisimi,
steroidojenik aktivite, ovulasyon ve CL’un formasyonu i¢in, FSH ve LH saliniminin
belli diizeylerde ger¢eklesmesi gerekmektedir (Goodman ve Inskeep, 2006;
Bartlewski ve ark., 2011). Gonadotropin salgi mekanizmasini diizenleyen bir takim
ic ve dis faktorler bulunmaktadir. I¢ faktdrlerin bazilar1 lokal iiretilen aminoasitler,
peptid ve protein yapilt hormonlar, ovarial steroitler, inhibin, aktivin ve follistatin
gibi follikiiler hormonlar, norotransmiterler, ndromodiilatorler ve uterus’ta lretilen
hormonlardir. D1 faktorlerin bazilar1 ise fotoperiyodik sinyaller, erkek feromenleri,
bakim, besleme ve stres gibi faktorlerdir (Pineda, 2003; Senger, 2003; Ciechanowska
ve ark., 2010; Christian ve Moenter, 2010; Bartlewski ve ark., 2011; Clarke, 2011;
Sejian ve ark., 2011).

Gonadotropin salgilatict hormon, FSH ve LH’m sekresyonunu uyararak
salinimlarin1 kontrol altinda tutmaktadir. Follikiil uyarict hormon ve LH ovaryumda
bulunan spesifik hiicreleri etkiliyerek, siklusun donemine gore follikiillerden E,,
CL’dan ise P4 tiretiminin ger¢geklesmesinde etkin bir rol oynamaktadir (Senger, 2003;

Goodman ve Inskeep, 2006).

Progesteron ve E,, GnRH, LH ve FSH sekresyonu gergeklestiren hiicreler
iizerine pozitif geri bildirim (PGB) ve negatif geri bildirim (NGB) sinyalleri
olusturarak Ostriis siklusunun kontrol mekanizmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir
(Senger, 2003). Sinir ve endokrin sistemin uyum i¢inde hareket etmesine bagh olarak
gergeklesen bu sinyallerin gonadal, hipotalamus ve hipofiz fonksiyonlarin
devamlilig1 i¢cin gerekli oldugu belirtilmektedir (Harris ve ark., 1999; Christian ve
ark., 2008).

Reprodiiktif siklusun biiylik boliimiinde ovaryumlardan salgilanan E, ve P4,
hipotalamus ve hipofiz {izerinde NGB’e yol agmas1t GnRH, FSH ve LH salinimini
belirli bir diizeyin altinda tutmaktadir (O'Callaghan, 1999). Ancak gec follikiiler
donemde follikiillerin E, iiretim kapasitesindeki artis, dolasimdaki E, diizeyinin

yiikselmesi, NGB’in PGB’e doniismesini saglayarak, dolasimda GnRH, LH ve FSH



artisgin1  gergeklestirecek uyarimlara yol agmaktadrr (Foradori ve ark., 2005;
Goodman ve Inskeep, 2006). Gonadotropin salgilatict hormon ve LH diizeylerinin
ani bir sekilde artarak dolasimda pik diizeye ulasmasi neticesinde ise ovulasyon

gerceklesmektedir (Batailler ve ark., 2004; Christian ve ark., 2008).

1.1.1. Ostriis Siklusunun Dénemleri

Koyunlarm 6striis siklusu follikiiler ve luteal olmak {izere 2 doneme ayrilmaktadir.
Proostriis ve Ostriis evreleri siklusun follikiiler donemini, metdstriis ve didstris
evreleri ise luteal donemini olusturmaktadir. Follikiiler donem, CL’un regresyonu ile
ovulasyon, luteal donem ise ovulasyon ile CL’un regresyonuna kadar olan déonemi

kapsamaktadir (Kalkan ve Horoz, 2001; Pineda, 2003).

1.1.1.1. Follikiiler Donem

Hizli follikiiler gelisimi ve E, diizeyi yiikselmesinin goriildiigii evre olan prodstriis,
2-3 giin kadar siirmektedir. Dolasimda luteal regresyona bagli olarak P4 diizeyinin
azaligi, follikiiler biiyiimeye bagli olarak ise E, diizeyinin artis1 goriilmektedir.
Ostrojen artismin siirekliligi, genital organlarda kan akimi artisma ve reprodiiktif
organlarda bir takim degisikliklere neden olmaktadr (Kalkan ve Horoz, 2001;

Pineda, 2003).

Ostriis koyunun ¢iftlesmeyi kabul ettigi evredir ve ortalama 26 saat (20-36
saat) siirmektedir. Ostriisiin basmasi1, P4 diizeyinin diismesi, LH ve FSH’m salinim
sikligmin artmasi ve follikiiler E, iiretiminin artigina bagh olarak ger¢eklesmektedir.
Ureme doneminin basinda ve sonunda 3-6 saat kadar kisa siiren Ostriisler
goriilebilmektedir. Ostriis siiresi, ovulasyon orani yiiksek olan wrklarda daha uzun
siirer, yas ve mevsime gore degiskenlik gosterebilmektedir (Pineda, 2003). Ayrica

kog¢ feromeni etkisine gore de degiserek, siirekli kog¢ ile temas halinde olan koyun,



belli araliklarla temas igerisinde olan koyuna gore daha kisa siiren Ostriis davranisi

gosterebilmektedir (Ekiz ve ark., 2009).

Koyunlarda genelde koyunun koca karsi pasif olmasi, vulva 6demi ve ¢aranin
nadiren goriilmesinden dolay1 Gstriis tespiti giictiir (Gordon, 1997). Vajinal mukusun
elektriksel direnci Ostriiste 40 Q’dan diisiik iken ovulasyon sonrasinda yiikselerek 40
Q’un tizerine ¢ikmaktadir. En 6nemli Ostriis belirtisi koyunun kog altinda durarak

ciftlesmesidir (Gordon, 1997; Baby ve Bartlewski, 2011).

1.1.1.2. Luteal Donem

Ovulasyon sonrast CL’un sekillenmeye basladigi evre olan metdstriis evresi, 2-3 giin
kadar stirmektedir. Luteinlestirici hormon’un etkisiyle granuloza ve teka hiicrelerinin
hizl1 bir sekilde luteinize olmasi sonrasinda P4 iiretme kapasitesinde artis meydana

gelir (Kalkan ve Horoz, 2001; Pineda, 2003).

Ostriis siklusunun en uzun evresi olan didstriis ise 12-14 giin kadar siirer. Bu
evrede CL’un biiyiime ve regrese olma hizina gore dolasimda diizeyi degisen P4
hormonu diger hormonlara gore daha baskindir. Korpus luteum’da aktif olarak P4
iretimi, siklusun 3-5. giinlerinde baglar ve ortalama 8. giinde pik diizeye ulasir

(Kalkan ve Horoz, 2001; Pineda, 2003).

Ovulasyon sonras1 3-5 giin igerisinde artan P4 diizeyi, PGF,,’nin erken
salmimini baskilayarak luteal ddonemin normal siirede devam etmesini saglamaktadir.
Salman P4 etkisiyle endometriyum bezlerinden, embriyonun uterusa tutunmasi ve
beslenmesi i¢in gerekli olan uterus sekresyonu gerceklesmektedir. Gebelik
sekillendikten sonra, gebeligin 10. giiniinde embriyonal hiicrelerden interferon tau
(IFN- 1) salinim1 baglar ve gebeligin 12-14. giiniinde saliniminin artig gostermesi ile
gebeligin maternal taninmasi gerceklesir. Gebeligin maternal taninmasi ile IFN- 1

oksitosin reseptor ekspresyonunu ve PGF;, salimmini baskilar. Gebelik



sekillenmemis ise siklusun 12-13. giinlerinde PGF,, salinim sikliginin artmasi
sonucunda, luteal regresyon hizina parelel olarak dolasimdaki P4 diizeyi diiser (Bazer

ve ark., 1997; Spencer ve ark., 2004; Green ve ark., 2005).

1.2. Koyunlarda Follikiiler Gelisim Dalgasi

Kuzular dogduklarinda ovaryumlarinda yaklasik 100-200 bin kadar follikiil
bulunmaktadir. Bu follikiiller ovulasyon oOncesinde biiyliyerek sirasiyla primer,
sekonder ve tersiyer (antral) follikiil halini alir ve yasam boyu ¢ok az follikiil ovule

olurken pek ¢ogu sayilan gelisim donemlerinde atresi olur (Evans, 2003).

Koyunlarda antral follikiiller, belli araliklarla bir birini takip eden follikiiler
gelisim dalgasi ile biiyiimektedir. Kiigiik follikiil (2-3 mm) havuzundan 1-3 adet
follikiiliin aciga ¢ikmasi ve regresyon (anovulator dalga) veya ovulasyon (ovulator
dalga) Oncesi ¢apa (> 5 mm) kadar biiylimesi follikiiler gelisim dalgasi1 olarak
tanimlanmaktadir (Ginther ve ark., 1995; Bartlewski ve ark., 2000a; Driancourt,
2001; Duggavathi ve ark., 2004; Menchaca ve Rubianes, 2004a). Anostriis
doneminde de follikiiler dalganin aciga ¢iktigi, 1-4 adet kiiciik follikiil’tin (2-3mm)
regresyon veya ovulasyon oncesi ¢apa (=5mm) kadar biiyiiyebilmekte ve her 3-5
giinde bir kiiciik follikiiler icererisinden bir veya daha fazla antral follikiil biiyiiyerek
ovulasyon veya regresyon oncesi ¢apa ulasabilmektedir (Bartlewski ve ark., 1998;

Bartlewski ve ark., 1999a; Evans ve ark., 2000; Baby ve Bartlewski, 2011).

Yeni bir follikiiler dalganin agiga c¢ikmasi genel olarak bir onceki follikiiler
dalganin antral follikiillerinin aktif bliylimesinin durmasi veya regrese olmasina bagli
olarak gerceklesir (Bartlewski ve ark., 1999a; Evans ve ark., 2000; Toosi ve ark.,
2010a). Her follikiiler dalganin agiga ¢ikmasi i¢in 3-4 giinde bir FSH artisinin
gerceklesmesi gerekmektedir (Ginther ve ark., 1995; Bartlewski ve ark., 1999b;
Driancourt, 2001; Toosi ve ark., 2010b).



Diostriis doneminde FSH ve LH’m bazal diizeyde salinmasi, follikiiler
biliylimenin devamliligini saglasa da, P4 diizeyinin yiiksek ve LH salinim sikliginin
yetersiz olmast nedeniyle follikiilerin ovule olabilecek c¢apa ulagmasi
sinirlandirilmaktadir. Andstriis doneminde de follikiiler dalga gelisiminin agiga
c¢tkmast icin LH salimimmnm gerekli oldugu belirtilmektedir (Seekallu ve ark.,
2010b). Follikiiler dalga, gebelik donemi boyunca da agiga ¢ikar ancak CL’un
follikiiler gelisimi baskilayici etkisinden dolay1 follikiiller en fazla 3-5 mm capa

kadar biiyliyebilmektedir (Driancourt ve ark., 2000).

Follikiiler gelisimin erken evresinde preantral follikiillerin teka hiicrelerinde
LH, granuloza hiicrelerinde ise FSH reseptorleri bulunmasina ragmen bu follikiillerin
1-2 mm capa kadar biiylimelerinin FSH ve LH’tan bagimsiz bir mekanizma ile
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Koyunlarda c¢apt 3.9 mm’ye ulasan follikiil’iin
granuloza hiicrelerinde de LH reseptor ekspresyonu gerceklesmektedir (Logan ve
ark., 2002). Follikiiller 2-3 mm ¢ap1 gecebilmesi i¢in daha ¢ok FSH, en biiyiik ¢capa
ve en son olgunluga ulasabilmesi i¢in ise daha ¢ok LH’a gereksinim duymaktadir.
Progesteron diizeyinin diisiik oldugu ve LH salmim sikligmin arttig1 ilk ve son
follikiiler dalgada gelisen en biiylik follikiil’lin ¢ap1, orta luteal donemin follikiiler
dalgasinda gelisen follikiillerin ¢aplarna gore daha biiyiikk oldugu belirtilmektedir
(Seekallu ve ark., 2010a).

Koyunlarda follikiil gelisimi, FSH/LH’tan bagimsiz (yavas biiyiime evresi) ve
FSH/LH’a bagh sekilde (hizli biiylime evresi) iki donemde gercgeklesir. Biiyiik
follikiil’tin yasam siiresi, maksimum ¢apa ulastigi biliylime evresine, biiylime
evresinin bitisi ve regresyon evresinin basladigi silire¢ olan statik evresine ve en
kiigiik follikiil capmin kaydedildigi regresyon evresine bagl olarak degismektedir.
Koyunlarda dalga sayis1 mevsim, irk ve viicut kondiisyon skorundan etkilenebilir.
Ancak agiga cikacak olan follikiiler gelisim dalga sayisini belirleyen mekanizma
glinimiizde halen daha tam olarak aydmlatilamamistir (Vinoles ve ark., 2002;

Seekallu ve ark., 2010b).



Ug adet follikiiler gelisim dalga sayisi tespit edilen koyunlarda (ovulasyon
0.gtin) 0, 6, 10. giinlerde, dort adet follikiiler gelisim dalga sayisi tespit edilen
koyunlarda ise 0, 4, 8 ve 12. giinlerde follikiiler gelisim dalgas1 aciga ¢ikmakta ve
follikiiler dalga sayist Ostriis siklus uzunlugunu genelde degistirmemektedir (Toosi

ve ark., 2009, Seekallu ve ark., 2010b).

1.3. Ovulasyon

Ostriis siklusunun diizeni igin belli arahiklarla ovulasyonun gerceklesmesi
gerekmektedir (Harris ve ark., 1999). Ovulasyon, follikiil’iin patlayarak olgunlasan
oosit’in follikii’den disar1 atilmasi olarak tanimlanmaktadir (Pineda, 2003).
Kuzularda ilk ovulasyonun 28-35 haftalik yaslarda olustugu bildirilmektedir
(Rawlings ve ark., 2003).

Ovulasyon zamana bagl olarak, steroidler ve peptidlerin yer aldigi lokal
faktorler ile preovulatér LH dalgasi arasindaki dinamik bir etkilesimin sonucunda
gergeklesir. Follikiiler donemde dolasimda E, diizeyinin artis1 hipotalamus ve hipofiz
bolgesine PGB yaparak, hem portal dolasima GnRH salimim1 hem de gonadotroplarin
GnRH’a cevap verme yetenegini artirarak preovulator LH dalgasmin aciga ¢ikmasini
saglar. Preovulator LH dalgasina parelel olarak LH diizeyi bazal diizeyin {izerine
cikarak pik diizeye ulastikdan sonra dalga siiresinin uzunluguna goére tekrar bazal
diizeye inmektedir (Moenter ve ark., 1990; Hamernik ve ark., 1995; Christian ve

ark., 2010).

Preovulator LH piki, ovulator follikiil’iin patlayarak oositin atilmasi ve CL’un
olusmast gibi bir dizi olaylarin meydana gelmesi icin gereken yapisal ve
biyokimyasal mekanizmalar1 harekete gecirmekte ve ovulator follikiil’iin teka ve
granuloza hiicrelerinde bir takim degisikliklere neden olmaktadir (Acosta ve ark.,
2004; Siddiqui ve ark., 2010). Preovulatér LH piki; tiremenin devam edebilmesi i¢in
hayati Oneme sahiptir. Oositin maturasyonu, kumulus ekspansiyonu, follikiil

duvarmin yirtilmast ve oositin digar1 atilmasmi saglayan pek ¢ok genin ve LH



sinyallerini oosite tagitan biiylime faktorlerinin aktivasyonunu uyarir (Ndiaye ve ark.,

2005; Li ve ark., 2009; Christian ve Moenter, 2010, Zamah ve ark., 2010).

Preovulator follikiil’tin ovule olabilmesi i¢in yeteri diizeyde LH ve FSH
reseptorlerini tasimasi gerekmektedir. Follikiiller biiylidiikce E, iiretim kapasitesinin
artmasina paralel olarak, follikiiler hiicrelerde LH ve FSH reseptor ekspresyon artisi
gerceklesir. Ostriis siklusunun bu safhasmda dolasimdaki E, artisy, GnRH’m ani
salinimma yol acararak, ovulasyon i¢in zorunlu olan FSH ve LH artismi uyarir
(Christian ve Moenter, 2010). Ureme dénemi baslangicinda P, un yetersiz diizeyde
olmasia bagh olarak, ilk ovulasyon Ostriis davramiglarindan yoksun bir sekilde
gerceklesebilmektedir. Ureme ddéneminde gergeklesen son CL’un regresyonundan
sonra GnRH ve LH saliim siklig1 artmazken, andstriis doneminden tireme donemine
gecis periyodunda hipofizer aktivite artarak GnRH ve LH salmim sikliginda artis
goriilmektedir. Bunun sonucunda ovulasyon ic¢in gerekli uyarimlar aktif hale
gelmektedir. Bu nedenle andstriis ddoneminde LH salinim sikliginin azalmasina bagl
olarak, preovulator E, artisi, Ostriis davraniglar1 ve ovulasyon gergeklesmemektedir

(Pineda, 2003).

Ovulasyon siirecindeki preovulator follikiillerde 3 6nemli degisiklik meydana
gelir. Bunlar; oositin stoplazmik ve niikleer olgunlagmasi, granuloza hiicre kati
arasinda kumulus hiicre baglantilarmin tahribat1 ve dis follikiiler duvarin incelmesi
ve yirtilmast seklinde srralanmaktadir (Hafez, 2000). Follikiiller prostaglandin
ovaryum kontraksiyon artisini saglayarak follikiil duvari ile bazal laminay1 eriten
proteolitik enzimlerin salinimi1 ve tekal fibroblastlarin proliferasyonunu uyarmaktadir

(Hafez ve ark., 2000; Li Q ve ark., 2009).

Follikiiler gelisim ve ovulasyonun basarili bir sekilde gerceklesmesi icin
ovaryum’da fonksiyonel bir dolasim agma gereksinim duyulmaktadir. Preovulator
follikiil’lin teka tabakasinda kilcal damar aglar1 geliserek granuloza tabakasina kadar
ulasir. Boylece besinler ve hormonlar kilcal damar aglar1 sayesinde diffiizyon yolu

ile granuloza hiicrelerine tasinir. Preovulator follikiil’iin gelisimi i¢cin gerekli olan
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hormonal ve biyokimyasal ihtiyaclarinin ¢ogalmasi nedeniyle teka tabakasinda kan

akis1 da artar (Acosta ve ark., 2004).

Kan akisinin ovulatér follikiil’in apeksinde azalirken tabaninda artmasi
follikiil’in patlamasina kolaylik saglamaktadir. Ovulasyon ani yaklastikca hem
follikiil i¢i basincin artmasi hem follikiil duvarindaki bag dokunun iyice bozulmasi
follikiil’tin  patlamasmna yol ac¢makta ve oositin atilmasiyla ovulasyon

gerceklesmektedir (Goodman ve Inskeep, 2006).

Koyunlarda ovulasyon, spontan olarak sekillenmekte ve coklu ovulasyonlar
goriilebilmektedir. Koyunlarda ovulasyon orani ik, beslenme, yas, mevsim ve
hormon uygulamalarina gore degisebilmektedir (Scaramuzzi ve ark., 1983; Lincoln,
1992, Gibbons ve ark., 1999; Vinoles ve ark., 1999). Preovulator LH piki, ovulasyon
zamanin1 diizenleyen en Onemli etkenler arasinda yer almaktadir. Koyunlarda
ovulasyon, LH pikinden yaklasik 10 saat sonra gerceklesmektedir (Kalkan ve Horoz,
2001; Y1ldiz ve ark., 2003; Contreras-Solis ve ark., 2009a).

Olgunluga ulasarak ovule olacak follikiil sayisin1 belirleyen faktorler halen
glinimiizde tam olarak aydmnlatilamamistir. Ancak follikiil biiyiime faktorleri,
inhibin, aktivin ve follistatin gibi pek cok lokal peptid hormonlarin birbirleri ile
etkilesimi, basta follikiilerin FSH ve LH’a olan duyarlilig1 olmak {izere ovulasyon

icin gerekli pek cok faktorii etkilemektedir (Campbell ve ark., 1999).

Koyunlarda ovulasyon oranmni etkileyen spesifik genler belirlenmistir. Bu
genleri tastyan koyunlarin dolasimdaki FSH ve LH diizeyleri, genleri tasimayan
koyunlara gore daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (McNatty ve ark., 1987;
Bartlewski, 1999a). Oositler tarafindan ekspresyonu gerceklestirilen GDF9, BMP15
ve ALK6 isimli biiylime faktorlerinin genlerinde gerceklesen mutasyonlarin wrklar
arasindaki ovulasyon oranlarini belirledigi diistiniilmektedir (McNatty ve ark., 2007;

Javanmard ve ark., 2011; Scaramuzzi ve ark., 2011).
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Ovulasyon orani yiiksek olan koyunlarin, genelde plazma FSH ve LH
diizeylerinin yiiksek, steroit diizeylerinin ise diisiik oldugu ve E,’iin olusturdugu
NGB ve PGB sinyallerine kars1 daha az duyarli olduklar1 belirtilmektedir (Hamadeh
ve ark., 1989; Ben Said ve ark., 2007). Bu koyunlarin bazal LH diizeyleri ve LH
salmim siklig1 diger koyunlara gore daha yiiksek diizeyde oldugu bildirilmektedir
(Rhind, 1986; Atkinson ve ark., 1989). Bununla beraber E, diizeyi, biiyiiyen follikiil
sayisi ile baglantili oldugundan, yiiksek ovulasyon oranina sahip wklarin preovulator
LH piki oncesi E;, diizeyi, diger wrklara gére daha yiiksek oldugu belirtilmektedir
(Cahill ve ark., 1981). Bu wklarin E, diizeyinin yiiksek olmasina ragmen, luteal
regresyon hizinin diisiik olmasina bagli olarak preovulatér LH dalgasi biraz daha ge¢
baslamaktadir (Bindon ve ark., 1979). Preovulatér LH piki sonras1 P4 diizeyi diger
irklara gore daha erken yiikselmekte ve erken yiikselen P4 diizeyi sayesinde ayrica
gebe kalma oranini ve embriyo gelisimi pozitif yonde etkilenmektedir (Fair ve ark.,

2007).

Ovulasyon orani diisiik irklarda her siklusta 1-3 adet follikiil ovule olurken,
ovulasyon orani yiiksek wklarda ¢ogunlukla 3 veya daha fazla follikiil ovule
olabilmekte ve ovulasyonlar arasinda yaklasik iki saatlik bir zaman dilimi
bulunmaktadir (Bartlewski ve ark., 1999a; Kalkan ve Horoz, 2001). Koyunlarda
ovulator follikiiller son follikiiler gelisim dalgadan kdken alsa da, yiiksek ovulasyona
sahip wklarda ovulator follikiiller sondan bir 6nceki follikiiler dalgadan da kdoken
alabilmekte, follikiil ¢apmi koruyabilmekte ve son follikiiler dalgadaki ovulator
follikiillerin arasina katilabilmektedir (Bartlewski ve ark., 1999a; Gibbons ve ark.,
1999). Bu koyunlarm hem follikiiler biiyiime evresinin daha kisa oldugu hem de
follikiiller’in ulasabilecegi maksimum ¢apin daha kiiciik oldugu belirtilmektedir

(Toost ve ark., 2010a).
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1.4. Koyunlarda Mevsimsel Ureme

Canlilarda c¢ok sayida tiiriin reprodiiktif fonksiyonu mevsime gore degiskenlik
gostermektedir. Mevsimsel {liremenin  kontrol mekanizmast halen bilimsel
giincelligini korumaktadir. Giin 15181 alim siiresi olan fotoperiyot’un, kisa oldugu
mevsimlerde pineal bezden melatonin salmiminin artmasi ve fotoperiyot'un uzun
oldugu mevsimlerde ise melatonin salmiminin azalmasi, mevsime bagl liremenin
kontrol mekanizmasinda onemli bir yer tutmaktadir (Simonneaux ve Ribelayga,

2003; Rosa ve Bryant, 2003).

Koyunlarda melatonin karanlkta salgilandigindan dolay1 fotoperiyot’un
kisalmasina bagli olarak dolasimda melatonin diizeyi artar. Fotoperiyot’un kisalmas1
sonucunda melatonin seviyesinin FSH/LH’1 uyaracak diizeye ¢ikmasi ile reprodiiktif
aktivite uyarilarilarak, anostriis doneminden ilireme donemine gecis gergeklesir
(Goodman ve Inskeep, 2006; Goodman ve ark., 2010). Ancak hangi hiicrelerin
melatonin reseptorleri tasidigi ve bu hiicrelerin mevsime bagli olarak nasil
degistiklerinin tam olarak anlagilamamasi, bu mekanizmanin tam olarak
aydmlatilmasini zorlastirmaktadir (Revel ve ark., 2007; Clarke ve ark., 2009a). Yil
icerisindeki fotoperiyotik bilgiler retinal fotoreseptorler tarafindan algilanilarak
suprakiazmatik niikleus, paraventrikulus niikleus ve superior servikal ganglion
tarafindan pineal beze noral sinyaller olarak iletilerek burada endokrin sinyallere
doniiserek melatonin sekresyonu diizenlenmektedir (Simonneaux ve Ribelayga,

2003).

Koyunlarda E,’iin LH salinim sikligina olan etkisinin hipotalamus, hipofiz ve
ovaryal eksende meydana gelen mevsimsel degisikliklerdeki en kritik nokta oldugu
belirtilmektedir.  Hipotalamus’un retrokiasmatik  bdlgesinde lokalize olan
dopaminerjik ndronlar, E;’iin NGB’ne aracilik ederek mevsimsel liremede anahtar
rol oynamaktadir. Ostradiol’iin andstriis déneminde dopaminerjik noronlar
uyarirken, tireme doneminde uyarmamasi sonucunda, iireme doneminde E,’iin LH
salinimlarma yonelik uzun siiren NGB etkisi kaybolmaktadir (Clarke ve ark., 2009a;

Smith ve Clarke, 2010).
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1.5. Koyunlarda Bazi Hormonlarin Reprodiiksiyon Uzerine Etkileri

1.5.1. GnRH

Hipotalamusta iiretilen GnRH, hipofizin gonadotrop hiicrelerinden FSH ve LH
salinimini diizenlemektedir. Memelilerde seksiiel maturasyon ve liremeden sorumlu
ana diizenleyici hormon olan GnRH’1n sekresyonunu yapan ndronlar aktivasyonu
sonucu puberta baslamaktadir (Clarke, 2011). Bu islevini gonadotroplarda mevcut
olan G proteinlere kenetli GnRH reseptorlerine baglanarak yerine getirir (Senger,
2003, Ciechanowska ve ark., 2010; Clarke, 2011). Gonadotropin salgilatict hormon
hem follikiilerde hem de plazmada, es zamanli olarak LH ve Ostradiol artisina yol

acmaktadir (Acosta ve ark., 2004).

Memelilerde GnRH-I ve GnRH-II olmak {izere iki c¢esit GnRH gen
ekspresyonu goriilmektedir. Cogunlukla hipotalamusta ekspresyonu gerceklesen
GnRH-I peptidi gonadotropin fonksiyonlarmn1 diizenlerken, GnRH-II daha c¢ok
beynin disindaki bolgelerde ekspresyonu gerceklesmektedir (Ramakrishnappa ve
ark., 2005).

Gonadotropin salgilatict hormon ndronlarinda, gonadotropin salimiminda rol
oynayan E, reseptor alfa (ERa) ve P4 reseptor (PR) ekspresyonlarmin
gerceklesmemesinden dolayr sex steroitleri ve GnRH sekresyonu arasindaki
sinyalizasyon mekanizmasinda farkli néronlarin aracilik ettigi diistiniilmektedir.
Koyunlarda ERa reseptorii bulunan hiicrelerde, potansiyel norotransmiterler arasinda
baslica GABA, glutamat, norokinin B, dinorfin ve Kp yer alamaktadir (Clarke ve
ark., 2009b; Smith ve Clarke, 2010).
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1.5.1.1. GnRH’1n Salinim

Gonadotropin salgilatici hormon salinimi, steroitlere bagimli ve bagimsiz olmak
iizere 2 sekilde ger¢ceklesmektedir. Anostriis doneminde E,’iin NGB etkisiyle GnRH
sekresyonunu inhibe etmesi steroitlere bagimli, ovariektomi sonrasinda LH
diizeyinin beklenmedik bir sekilde diisiik olmasi ise steroitlerden bagimsiz olarak

salinimiin gergeklestigini gostermektedir (Goodman ve ark., 2010).

Gonadotropin salgilatict hormon ve dolayisi ile LH, tonik ve preovulatér olmak
iizere iki sekilde salinmaktadir. Tonik merkez, beynin ARC ve ventromedial niikleus,
preovulatéor merkezi ise POA, suprakiazmatik niikleus ve anterior hipotalamik
bolgelerde bulunan noronlar tarafindan kontrol edilmektedir. Tonik merkez bazal
diizeyde GnRH salinimini, preovulatér merkez ise preovulator GnRH salmimini

kontrol etmektedir (Martin ve ark., 1987; Senger, 2003; Goodman ve Inskeep, 2006).

Belirli zaman araliklarinda olusan salinim sikligi (pulsazyon frekansi) ve
salmim swasindaki GnRH/LH diizeyindeki artis (amplitiid) noral aktivitenin
derecesine gore degiskenlik gostermektedir (Karsch ve ark., 1997; Al-Gubory ve
ark., 2003). Dolasimda E, artisinin hipotalamus iizerine pozitif etki yapmasi, belirli
zaman diliminde ger¢eklesen GnRH salmim sikliginda ve diizeyinde artisa yol
acarak preovulator GnRH/LH salimmimina neden olmaktadir (Christian ve Moenter,

2010).

Koyunlarda hem P4 hem de E,’iin, NGB etkisine bagli olarak Ostriis siklusunun
cogu doneminde GnRH salmimii baskilamaktadir. Genel olarak P4 LH salinim
sikligmi, E, ise diizeyini diisiirerek negatif etki olusturmaktadir (Foradori ve ark.,
2005). Tonik GnRH salmimlari, orta luteal donemde diisiik siklikta, luteolizis
sonrasinda ise yiiksek siklikta gerceklesmektedir. Preovulatérik merkez, PGB
olusuncaya kadar bazal diizeyde GnRH salinimi gergeklestirirken, PGB olusunca,
biiylik miktarda GnRH salmimi gergeklestirerek preovulator LH pikine yol
acmaktadir. Bu donemde GnRH diizeyi artarak bazal diizeyin 20-40 katina kadar
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yiikselmektedir. Luteal donemde giinde 6 GnRH salimimi goriiliirken, preovulator
donemde salinim sayis1 artarak giinde 24 salinima kadar ¢ikabilmektedir (Moenter ve

ark., 1991; Goodman ve Inskeep, 2006).

Progesteron hem tonik hem de preovulatér merkez lizerine negatif etki gosterse
de, tonik merkez P4 un negatif etkisine daha duyarl iken preovulatorik merkez E,’lin
pozitif bildirimlerine daha duyarlhidir. Progesteron direkt olarak hipotalamusta E,’e
yanit veren hiicrelerin aktivitesini durdurarak preovulator GnRH ve LH artisini
engelleyebilmektedir (Richter ve ark., 2005). Ureme déneminde P;, GnRH salinim
sikligmi baskilayan en 6nemli hormondur. Anéstriis donemine gecis sirasinda GnRH
salmim sikligini kontrol etmede E, Ps’e gore daha etkin rol oynamaktadir (Senger,

2003; Goodman ve Inskeep, 2006).

Gonadotropin salgilatici hormon salmim sikligi, LH ve FSH salinimini
diizenlemektedir. Diisiik GnRH salinim sikligit FSH salinimimni uyarirken ytiksek
salmim siklig1 ise LH salinimini uyarmaktadir (Molter-Gerard ve ark., 1999). Her ne
kadar LH artis1 GnRH salinimlari ile parellellik gosterse de, FSH kismi olarak GnRH
salinimi ile parelellik gostermektedir. Luteal ve andstriis doneminde LH’tan farkl
olarak FSH’n pulsatil tarzda salinmamasi, GnRH’m FSH ve LH sekresyonunu farkli
bir sekilde diizenlendigini gostermektedir. Follikiiler donemde, GnRH salinim
sikliginin azalmasi FSH diizeyini ve aktivitesini arttirarak follikiiler gelismeyi
uyarirken, preovulatdor donemde GnRH salinim sikliginin artmasi hem FSH hem de
LH salinim1 i¢in tetikleyici bir etki olusturmaktadir (Wallace ve ark., 1986; Clarke ve
ark. 1986; Goodman ve Inskeep, 2006).

1.5.2. LH ve FSH

Koyunlarda LH’mn molekiiler agirhig1 yaklasik 30,000 dalton, FSH ise yaklasik
32,000 dalton agirligindadir. Luteinlestirici hormon ve FSH glikoprotein yapilidir ve
% 13 ile %25 oraninda karbonhidrat icermektedirler. Canlilarda FSH ve LH, a ve B

alt smiflara ayrilmaktadir. Alfa alt sinifi diger glikoprotein hormonlar ile benzer
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ozellik gosterirken, B alt sinifi her hormon i¢in farkli yapida bulunurak biyolojik
aktivite icin belirleyici rol oynamaktadir. Adenohipofiz’de bulunan hiicreler bazofilik
ve asidofilik olarak ayirt edilmektedir. Bazofilik hiicreler tarafindan tiretilen FSH ve
LH, aymi gonadotrop hiicreler icerisinde bulunabilir (Pineda, 2003; Andersson,

2008).

Follikiil uyarict hormon ve E, birlikte granuloza hiicrelerinde LH
reseptorlerinin  olugmasin1 uyarmaktadir. Follikiil uyarict hormon tek basmna
ovaryumdan E, sekresyonunu tetikleyemediginden E, iiretimi i¢gin LH’1n varligma

ithtiya¢ duyulmaktadir (Bearden ve Fuguay, 2000; Goodman ve Inskeep, 2006).

Luteal donemde E, yiikselisi goriiliir ancak bu donemde P4 diizeyinin yliksek
olmasma bagl olarak E,’lin hipotalamus iizerine yapacagi PGB sinyali olusmaz
(Christian ve ark., 2008; Christian ve Moenter, 2010). Preovulator LH dalgasmnin
baslamasina yakim bir zamanda uygulanan P4’lin, LH artisin1 ve pikini engellemesi,
preovulator LH dalgasinin baslamasi i¢in, P4 diizeyinin NGB olusturmayacak

diizeyin altina diismesi gerektigini gostermektedir (Harris ve ark., 1999).

Ayrica preovulator donemden bir giin nce yetersiz LH salinim sikligina maruz
birakilan koyunlarm, preovulator donemde ki E, diizeyi ve fertil oosit sayisinin
diisiik oldugu tespit edilmis ve bu nedenle ovulasyon oncesi oosit olgunlagsmasimnin
son asamasini baslatmak i¢in, preovulator LH ve FSH artisinin gerekli oldugu

bildirilmistir (Oussaid ve ark., 1999).

1.5.2.1. LH ve FSH’un Salinimi

Siklus boyunca tonik LH sekresyonun pulsatil tarzda olmasi, ovaryal steroidogenesis,
preovulatéor LH artis1 ve CL’un formasyonu i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir
(Quintal-Franco ve ark., 1999). Tonik ve preovulatér LH sekresyonu hipotalamus’ta

bulunan farkli néronlar tarafindan kontrol edilmektedir. Tonik LH ve FSH diizeyleri



17

cogunlukla steroitlerin NGB ve PGB etkisi ile kontrol edilmektedir. Luteinlestirici
hormon reprodiiktif siklus boyunca belli araliklarla salimimi gerceklestiginden LH 1n

tonik diizeyi degiskenlik gostermektedir (Senger, 2003; Goodman ve Inskeep, 2006).

Ostriis baslangicindan yaklasik 10-14 saat sonra preovulatér LH dalgasi
baslamaktadir (Meikle ve ark., 2001; Menegatos ve ark., 2003). Preovulator LH ve
FSH’1n 6-12 saat siirelik bir artis1 sonucunda ovulasyon uyarilmaktadir. Preovulator
LH dalgasinin baslamasi, LH salimim sikligi ve diizeyinin artmas: ile
gerceklesmektedir (Martin ve ark., 1987). Progesteron ve E, birbirleri ile uyum
icerisinde LH pulzasyon kontrolinde onemli bir rol oynamaktadir. Pulsatil LH

salinimi luteal donemde P4 diizeyi ile ters orantilidir (Seekallu ve ark., 2009).

Anostriis doneminde 8-12 saatte bir, Ureme doneminde 3-4 saatte bir LH
salinim1 gerceklesirken, preovulatér donemde her 20 dk’da bir LH salinimi
gerceklesmektedir. Preovulator donemde LH ani bir artis gosterip bazal diizeyin 30
ile 100 katina kadar yiikselebilmektedir (O'Callaghan, 1999; Menegatos ve ark.,
2003; Seekallu ve ark., 2009).

Follikiiler donemde, preovulator LH artisindan bir giin 6nce FSH, bazal diizeye
kadar diigmektedir. Genelde FSH artis1 ile preovulator LH artig1 ve azalis1 paraleldir
ve pik yaptiktan 8-12 saat sonra tekar bazal diizeye inmektedir. Ancak LH’tan farkli
olarak FSH diizeyi, preovulator LH pikinden 20-28 saat sonra ikinci bir pik
yapmaktadir (Toosi ve ark., 2009).

Kog etkisi, stres ve beslenme gibi faktorler LH salmim sikligint ve LH
diizeyini etkileyebilmektedir. Koclar ile gorsel ya da direkt temasin LH salinim
sikligin1 ve LH diizeyini etkiledigi (Rosa ve Bryant., 2002; Yildiz ve ark., 2003,
Delgadillo ve ark., 2009), cesitli stres faktorlerinin pulsatil LH salmimini azalttigi,
preovulator LH dalgasin1 engelledigi, E;’in LH dalgas1 iizerindeki PGB

mekanizmasin1 bozdugu ve hipofizin GnRH’a olan duyarliligini azaltarak LH
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salmimini etkiliyebildigi belirtilmektedir (Macfarlane ve ark., 2000; Breen ve ark.,

2004; Breen ve ark., 2005; Oakley ve ark., 2009; Pierce ve ark., 2009a, 2009b).

1.5.3. Progesteron

Luteal ve gebelik doneminin baskin hormonu olan P4’ un salinimi, CL, plesanta ve
adrenal bezden gerceklesmektedir. Siklik koyunlarda en 6nemli P4 kaynagi CL’un
luteal hiicreleridir. Koyunlarda progesteron gebeligin ilk iki aymda CL, daha sonraki
donemlerde ise plasentadan salgilanmaktadir (Kalkan ve Horoz, 2001; Pineda, 2003).

Gebeligin devam etmesi ve embriyo gelisimi i¢in P,’a mutlaka gereksinim
duyulmaktadir. Progesteron endometriyum’da salgi yapan bezlerin aktivitesini
arttirarak ve miyometrium’un motilitesini de engelleyerek, hem implantasyon icin
uygun ortamin olusmasint hem de gebeligin devamliligimi saglamaktadir (Quintal-

Franco ve ark., 1999).

Progesteron beyinde bulunan, Ostriis davraniglarin, GnRH/LH artisin1 ve
pikini, follikiilerde E, artigin1 saglayan merkezler i¢in dnem arz etmektedir (Caraty
ve Skinner, 1999). Diisiik diizeyde P4, E; ile birlikte Ostriis davranislari uyarirken,
yiiksek diizeyi ise hem Ostriisii hem de preovulator LH dalgasini1 engellemektedir.
Progesteron diizeyinin yiikselmesi, tonik GnRH’1in salinim sikligini distirmektedir

(Alecozay ve ark., 1988; Senger, 2003).

Progesteron diizeyleri, mevsim, beslenme, ik ve ovulasyon sayisina gore
degiskenlik gdsterebilmektedir. Ostriis boyunca ve didstriisun ilk 3 giinii plazma P,
diizeyi 1 ng/ml diizeyinin altinda, luteal donemde ve gebelikte ise 1 ng/ml’nin
iizerinde bulunmaktadir (Alacam ve ark., 2009). Gebe olan koyunlarin CL ¢ap1, gebe
olmayanlara kiyasla daha biiyiik oldugu, ovulasyon veya fotus sayisindaki artisin
plazma P4 diizeyini yiikselttigi belirtilmektedir (Kalkan ve ark., 1996; Bartlewski ve
ark., 1999b; Shabankareh ve ark., 2009; Giir ve ark., 2011).
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Gebeligin 60. giiniinden itibaren plasentadan salgilanan P,’un artmasina bagl
olarak P4 diizeyi 20 ng/ml ye kadar yiikselebilmektedir. Bununla beraber iireme
donemine kiyasla anostriis doneminde, plazma Ps diizeyleri neredeyse
Olciilemeyecek kadar diisiik diizeylerde bulunmaktadir (Andersson, 2008; Alacam ve
ark., 2009).

1.5.4. Ostrojen

Ostrojenler igerisinde E,, dstron (E1) ve 6striol (E3), aktif dstrojenler arasinda yer
almaktadir. Ovaryumlarda Ostradiol’in iiretimi diger Ostrojenlere kiyasla daha
yiiksek diizeylerde gerceklesmektedir. Ttim aktif Ostrojenlerin liretimi andronejik
prekiirsorler tarafindan gergeklestirilmektedir. Follikiiller’in teka interna ve
granuloza hiicrelerinde iiretilen E>’e, FSH ve LH pozitif, inhibin ise negatif etki
olusturarak dolasimdaki E, diizeyini koordineli olarak diizenlemektedir (Pineda,

2003, Andersson, 2008).

Follikiiler donemde, E, sekresyonunun artmasi preovulator follikiil’iin
olgunlasma hizinmnin artmasint ve hem granuloza hem de teka hiicrelerinde LH
reseptor sayismin ¢ogalmasimi saglamaktadir. Preovulator follikiil’in granuloza ve
teka hiicrelerinde bulunan LH reseptor sayisi, LH’a verilen cevabi belirlemektedir.
Teka hiicrelerinde LH kendi reseptorlerine baglanarak, kolesterol’iin androjene
donlismesini uyarmakta ve androjen granuloza hiicrelerine gecis yaparak burada
FSH’1n etkisiyle E;’e doniismektedir. Bir kisim E, antral follikiiler sivida birikirken,

biiytik bir kismi ise teka tabakasindan dolasima karigsmaktadir (Pineda, 2003).

Hipotalamus {izerine negatif ve pozitif etki yaparak FSH ve LH salinimimi
diizenleyen E,, basta medio bazal hipotalamus olmak {izere, merkezi sinir sisteme
etki ederek Ostriis davraniglarini baslatmaktadir. Negatif etkisi hipotolamus’un tonik
merkezi lizerine, pozitif etkisi ise preovulator merkez lizerine oldugu belirtilmektedir

(Caraty ve ark., 1998; Goodman ve Inskeep, 2006).
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Ostradiol hipofizde GnRH reseptor sayisini arttirarak, hipofizin GnRH’a olan
cevap verme yetenegini arttirdig1 veya LHP ve FSHB mRNA ekspresyon diizeyini
disiirdiigii belirtilmektedir (Molter-Gerard ve ark., 2000).

Ureme donemi boyunca E;’iin LH salmim miktarmi baskiladigi ancak LH
salinim sikligin1 etkilemedigi, andstriis doneminde ise LH salinim sikligini
baskilayan giiclii bir inhibitér oldugu belirtilmektedir (Goodman ve ark., 2010).
Follikiiler donemde E, diizeyinin ylikselmesine bagli olarak PGB gerceklesirken
anostriis doneminde E, vyiikselisi goriilmemektedir. Ancak E,’iin hipotalamus
iizerindeki kisa siireli etkisi PGB yol agararak preovulatér LH artisina neden olurken,
uzun siireli etkisi NGB neden olarak LH artisin1 engellemektedir (Goodman ve

Inskeep, 2006).

Ostrojen, meme bezinin ve kanalinin gelismesini uyarmakta ve seksiiel
ozelliklerin fiziksel gelisiminde rol oynamaktadir. Ayrica biiylime hormonunu uyarip
VKS artigina yol agarak anabolik etki de gostermektedir. Pek ¢ok tiirde E, luteolitik
etki gosterip CL regresyonuna yol acarken, domuzda luteotropik etki gostererek

CL’nin devamliligin1 saglamaktadir (Kalkan ve Horoz, 2001; Pineda, 2003).

1.6. Koyunlarda Ostriis Senkronizasyonlar

Kiiciik ruminantlarda reprodiiksiyonun kontrolii i¢in son 30 yildir ¢ok sayida yontem
denendigi ve gliniimiizde bu yontemlerin gelistirilmeye calisildig1 belirtilmektedir
(Tit1 ve ark., 2010). Bu siire igerisinde Ostriis ve ovulasyonu uyarmak amaci ile
cesitli hormon uygulamalari, 151k kontrolii ve oOzellikle gecis periyodunda kog
feromenlerinin etkisinden yararlanilan ¢alismalar gerceklestirilmistir (Hawken ve

ark., 2008; Abecia ve ark., 2011).
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Hormonal uygulamalar, 6striis ve ovulasyon senkronisazyonu, suni tohumlama,
coklu ovulasyonlar, embriyo transferleri, stiriide bir 6rnekligin saglanmasi ve is¢i
maliyetini azaltmak icin gerceklestirilmektedir (Contreras-Solis ve ark., 2009a).
Koyunlarm yil icerisinde dogal olarak ostriis sikluslarinda meydana gelen hormonal
degisiklikler esas alnarak, P4, PGF,,, GnRH, eCG, melatonin uygulamalar1 ile
reprodiiksiyonun kontrolii gerceklestirilmektedir (Abecia ve ark., 2011).

1.6.1. PGF,, ile Senkronizasyon Metodu

Ureme doneminde PGF,,, Ostriis senkronizasyonu ve ovulasyon’un uyarilmasi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Koyunlarda PGF,,, ovulasyonu takip eden 3. ve 13.
glinler arasinda luteolizise neden olarak follikiiler doneme ge¢is ve ovulasyona neden
olabilmektedir (Rubianes ve ark., 2003, Contreras-Solis ve ark., 2009b). Bu nedenle
cok erken ve ¢ok gec luteal donemde PGF,,’ya kars1 duyarsiz olan CL’nin PGF,,’ya
cevap vermesini garanti altina almak icin PGF,, 7-11 giin ara ile uygulanmaktadir
(Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005; Contreras-Solis ve ark., 2009b). Korpus luteum
varliginda etkili olan prostaglandinler, luteal yapmin bulunmadigr andstriis
doneminde senkronizasyon amaci ile tek basina kullanilmasi tercih edilmemektedir

(Abecia ve ark., 2011).

Koyunlarda 6striis senkronizasyonu GnRH ve tek doz PGF,, uygulamasi ile de
gerceklestirilmektedir. Gonadotropin salgilatict hormon uygulamasina bagli olarak
LH artis1, mevcut olan dominant follikiil’iin luteinlesmesine ya da ovulasyonuna yol
acmaktadir. Boylece gonadotropin salgilatici hormon uygulamasini takip eden 5-7
giinler icerisinde PGF,, wuygulamasma cevap verebilecek CL’un olusma sansi
artmakta ve PGF,, uygulamasi ile yeni bir follikiiler dalga aciga cikarak Ostriisler
senkronize hale gelmektedir (Martemucci ve D'Alessandro, 2010; Titi ve ark., 2010).

Prostaglandin yontemi ile gerceklestirilen Ostriis senkronizasyonu sonrasinda,
baz1 arastirmacilar uygulama sonu Ostriis araligint 31.6 + 2.3 ile 64.1 + 2.30 saat,
Ostriis oranin1 % 33.3 ile % 100, gebelik oranin1 % 22.6 ile % 92.9, uygulama sonu

preovulatér LH artisini 33.5 £ 5.6 ile 62.7 + 2.3 saatte, preovulatér LH pikini 33.5 +
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5.6 ile 62.7 + 2.3 saatte, LH pik diizeyini 18.6 £ 2.7 ile 103.5 + 20 ng/ml araliginda
tespit etmislerdir (Acritopoulou ve Haresign, 1980; Loubser ve Van Niekerk, 1981;
Deaver ve ark., 1986; Keisler ve ark., 1989; Oyediji ve ark., 1990; Beck ve ark.,
1996; Dobson ve ark., 1997; Rubianes ve ark., 1997; Godfrey ve ark., 1999; Souza
ve ark., 1999; Picazo ve ark., 2000; Menchaca ve ark., 2004b; Ataman ve Akoz,
2005; Alnimer ve ark., 2005; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005; Ataman ve AkoOz,
2006; Ocak, 2007; Gonzalez-Anover ve ark., 2007; Ali ve ark., 2009; Contreras-
Solis ve ark., 2009b; Martemucci ve D'Alessandro, 2010; Salem ve ark., 2010;
Yavuzer ve ark., 2010; Fierro ve ark., 2011; Olivera-Muzante ve ark., 2011a;

Olivera-Muzante ve ark., 2011b; Letelier ve ark., 2011).

1.6.2. Progestagenler ile Senkronizasyon Metodu

Koyunlarda senkronizasyon amaci ile progestagenler (PG)’den olan fluorogeston
asetat (FGA) 20-40 mg, medroksiprogesteron asetat (MAP) 60 mg dozunda
poliiiretran siingerler aracilig1 ile vaginal yolla, melengestrol asetat (MGA) ise oral
olarak giinliik 0.25 mg dozunda rasyonuna ilave edilerek Ostriislerinin baskilanmasi
saglanilmaktadir (Tirk ve ark., 2008; Letelier ve ark., 2009; Emsen ve ark., 2011).
Ayrica 1.5 mg sentetik P4 (norgestomet) igeren implant deri alt1 yolla, 300 mg dogal
P4 iceren silikon elastomer olan CIDR vaginal yolla kullanilmaktadir (Awel ve ark.,
2009; Letelier ve ark., 2009a). Siinger ve CIDR, vaginal yolla uzun siireli (12-14
glin) veya kisa siireli (5-7 giin) uygulanmaktadir. Progestagenler veya P;’un
uygulama boyunca hipotalamus iizerindeki negatif etkisinden faydalanilarak LH
artisl, Ostriis ve ovulasyon olaylarmin baskilanmasi, uygulama sonrasinda ise
hipotalamus iizerindeki negatif etkinin kaybolarak preovulatér olaylarin uyarilmasi

amaglanmaktadir (Abecia ve ark., 2011).

Koyunlarda PG ile yapilan senkronizasyonlarda Gstriis, ovulasyon ve gebelik
oranlarini arttirmak i¢in, uygulamanin son giinlerinde eCG, PGF,, veya preovulator
donemde GnRH uygulamalar1 gerceklestirilmektedir (Tiirk ve ark., 2008; Karaca ve
ark., 2009; Ozyurtlu ve ark., 2010). Ostriis aktivitesini basarili bir sekilde uyarmak
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icin PG anostriis doneminde kullanilmasi zorunlu iken iireme déneminde kullanimi

istege baghdir.

Son yillarda P4 uygulamalarinin PGF,, uygulamalarina kiyasla preovulator
follikiil kalitesi, luteal fonksiyon ve erken embriyonun yasama yetenegi iizerinde
daha olumsuz etkilerinin oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Gonzalez-
Bulnes ve ark., 2005; Berlinguer ve ark., 2007). Hem PG’nin bu olumsuz etkileri
hem de PGF,, ile senkronizasyonun kabul edilebilir diizeylerde reprodiiktif verim
elde edilebilmesi, PGF,,’nin senkronizasyon amaci ile PG’lere altenatif olarak

kullanilabilecegi vurgulanmaktadir (Abecia ve ark., 2011).

Progesteron veya PG yontemi ile gercgeklestirelen Ostriis senkronizasyonu
sonrasinda bazi arastirmacilar, uygulama sonu Ostriis araligini 21.8 + 1.2 ile 60.5 +
6.2 saat, Ostriis oranmi %58 ile %98, gebelik oran1 % 20 ile % 98, uygulama sonu
preovulatdr LH artisint 19.0 + 1.3 ile 58 saatte, preovulator LH pikini 36.6 £ 1.5 ile
66. saatte, LH pik diizeyini 17.7 + 4.1 ile 126 + 5 ng/ml araliginda tespit etmislerdir
(Walker ve ark., 1989a; Batista-Arteaga ve ark., 1998; Husein ve ark., 1998; Fukui
ve ark., 1999; Godfrey ve ark., 1999; Vinoles ve ark., 2001; Husein ve Kridli, 2002;
Kohno ve ark., 2005; Dogan ve Nur, 2006; Gilingor ve ark., 2007; Ocak, 2007; Reyna
ve ark., 2007; Husein ve Ababneh, 2008; Tirk ve ark., 2008, Ali ve ark., 2009; Fukui
ve ark., 2010; Martemucci ve D'Alessandro, 2010; Ozyurtlu ve ark., 2010; Kasik¢1
ve ark., 2011; Letelier ve ark., 2011).
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1.7. Kisspeptin

1.7.1. Kisspeptinin Genel Tanimi

Kisspeptinler, ilk olarak 1996 yilinda kesfedilen ve metastaz siipresdr geni olarak
tanimlanan Kiss-1 gen iirtinleridir (Lee ve ark., 1996). Bu gen tarafindan kodlanan
145 amino asit yapisina sahip prekiirsor protein, c¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlar sonucunda C-terminal bolgelerinde Arg-Phe-NH2 motifine sahip,
54, 14, 13, 10 amino asit uzunlugunda cesitli aktif Kp formlarina doniismektedir
(Greives ve ark., 2007; Hameed ve ark., 2011). Bu formlar enerji metabolizmas1 ve
reprodiiksiyon ile yakindan iliskili olan ve C-terminallerinde ortak arginin-
fenilalanin motifine sahip olan RF-amid peptid hormon ailesi igerisinde yer
almaktadir (Kauffman ve ark., 2007; Dardente ve ark., 2008; Clarke ve ark., 2009a;
Clarkson ve ark., 2010).

Baglandiklar1 reseptorleri ilk olarak kanser alanindaki calismalar sirasinda
2001 yilinda kesfedilmis ve onceleri G proteinlerine kenetli reseptor-54 (GPR54)
olarak ifade edilirken, giinlimiizde Kp reseptorii (Kisslr) olarak tanimlanmaktadir
(De Roux, 2001; Gottsch ve ark., 2006; Kirby ve ark., 2010). Kisspeptin
reseptoriindeki mutasyonun, idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm hastaligina
yol agtiginin tespit edilmesi, Kp, Kissl ve Kisslr sisteminin, reprodiiktif
endokrinoloji alanindaki diger etkilerinin arastirilmasma onciiliik etmistir (De Roux,
2001; Tena-Sempere, 2010). Kisspeptin reseptoriiniin tahribati sonucunda normal
cinsiyet gelisiminin gergeklesmeyerek pubertanin baslamadigi, hipotalamik GnRH
noronlarinda normal diizeylerde GnRH sentez edilse de LH/FSH sekresyonlarinin
gerceklesmedigi ve hipofizer gonadotropik hiicrelerin disaridan verilen GnRH’a

kars1 tepkisiz kaldig1 vurgulanmaktadir (Meczekalski ve ark., 2011).

Aktif peptid ozelligindeki en biiylik Kp formu Kp-54, kanser ile ilgili
calismalarda tespit edilmis ve tiimor invazyonunu baskilamasindan dolay1r metastin
olarak adlandirilmistir (Hori ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001). En kii¢iik Kp

formu olan Kp-10’nun reseptdr aktivasyonu i¢in yeterli C-terminal amino asit
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uzunluguna sahip oldugu, bu amino asit yapismin diger Kp formlarmin tamaminda

ortak olarak bulundugu belirtilmektedir (Roseweir ve Millar, 2009).

Bu dort Kp peptidlerinin reseptore baglanma ve intraselliiler aktiviteleri benzer
olsa da, Kp54 formunun yarilanma omrii ve LH’1 arttirma siiresi diger kiiciik

formlara gore daha etkili oldugu belirtilmektedir (Mikkelsen ve ark., 2009).

Beynin GnRH salimimini1 kontrol eden bdlgelerde Kiss-1 mRNA’larmin
ekspresyonu gerceklesmektedir (Estrada ve ark., 2006). Koyunda Kiss-1 mRNA
ekspresyonu yapan hiicreler en yogun olarak beynin GnRH noéronlarinda, preoptik
(POA) ve arkuat niikleus (ARC) bdlgelerine lokalize oldugu belirtilmektedir
(Franceschini ve ark., 2006; Pompolo ve ark., 2006; Lehman ve ark., 2010).
Gonadotropin sekresyonu iizerindeki uyarici etkileri, Kp antagonistleri veya Kp
antiserumu ile bloke edilmesi, Kp’nin GnRH salmimini tetikleyerek gonadotropin
artisgina yol actiginin birer gostergesidir (Roseweir ve ark., 2009, Pineda ve ark.,

2010; Rigvanh ve ark., 2010).

Kisspeptin’in hipofizdeki rolii heniiz daha anlasilamamustir. Kisspeptin’in
hipofizin 6n lobunda uyarici bir rol aldig1 diisiiniilse de Kp uygulamasi sonucunda
olusan hipofizer Kp sinyallerinin gonodotropin salinimi i¢in yeterli diizeyde olmadigi
belirtilmektedir. Bununla beraber hipofiz icerisindeki olusan Kp sinyallerinin
hipotamusla birlikte gonadotropin fonksiyonlarmi diizenledigi varsayilmaktadir

(Richard ve ark., 2009; Hameed ve ark., 2011).

Kisspeptin, Kiss-1 ve Kisslr sisteminin hipotalamus, hipofiz ve gonadal eksen
iizerindeki merkezi etkilerinin yaninda, kardiyo vaskular kontrol, sinaptik iletim,
plasentasyon, enerji metabolizmasi ve kanser bilimi alanlarinda da etkilerinin oldugu
belirtilmektedir (Arai ve ark., 2005; Hiden ve ark., 2007; Mead ve ark., 2007; Hill ve
ark., 2008; Makri ve ark., 2008; Silvestre ve ark., 2008; Torricelli ve ark., 2008; Fu
ve van den Pol., 2010; Sawyer ve ark., 2011).
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Kisspeptin‘in ovaryum diizeyinde etkilerinin olabilecegi Ongoriilerek, rat
ovaryumlarinda tiim Ostriis siklus boyunca Kiss-1 ve Kisslr mRNA varlig1 tespit
edilmistir. Sonugta ovaryum Kiss-1 mRNA konsantrasyonu ¢arpici bir sekilde sadece

preovulator donemde arttig1 belirlenmistir (Castellano ve ark., 2006).

1.7.2. Kisspeptinin Koyunlarda GnRH/LH Sekresyonu Uzerine EtKisi

Koyunlarda GnRH salinimindan sorumlu noronlar, basta sex steroitlerinin geri
bildirim (GB) etkileri olmak iizere fotoperiyot, metabolik sinyaller ve stresinde yer

aldig1 pek cok faktor tarafindan etkilenmektedir (Campbell, 2007).

Kisspeptin’in  hizli ve giicli bir sekilde GnRH noronlarni uyararak
gonadotropin salimimina neden oldugu bildirilmektedir (Han ve ark., 2005; Messager
ve ark., 2005). Kisspeptin ekspresyonu gerceklestiren hiicrelerin GnRH ndéronlar ile
etkilesim icerisinde olduklar1 ve GnRH néronlarin neredeyse tamamina yakininin
Kisslr mRNA ekspresyonu gerceklestigi belirtilmektedir (Smith, 2009; Smith ve
ark., 2011).

Kisspeptin, GnRH noronlar1 tizerindeki Kisslr’ne baglanarak GnRH salinimini
tetiklemekte ve LH ve FSH diizeylerinde artisa yol agmaktadir. Ancak LH salinimini
FSH’a oranla daha fazla etkilemektedir (Dungan ve ark., 2006). Kisspeptin ve Kisslr
etkilesiminin tespiti i¢in yapilan in vivo ve in vitro caligsmalar sirasinda Kp’nin

hipotalamusta GnRH salinimini tetikledigi belirlenmistir (Seminara ve Kaiser, 2005).

Insan, kisrak, inek, koyun, keci, rat gibi tiirlerde hem intraserebral hem de
periferal Kp uygulamalar1 plazma LH ile FSH diizeylerinde artisa yol agmaktadir
(Caraty ve ark., 2007; Dhillo ve ark., 2007; Kadokawa ve ark., 2008; Magee ve ark.,
2009; Thompson ve ark., 2009; Hashizume ve ark., 2010).
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Hipotalamusta GnRH noronlar1 tarafindan ekspresyonu gerceklestirilen
Kisslr’nin, pubertanin baslamasi ve LH/FSH sekresyonu icin zorunlu oldugu
bildirilmektedir. Kisspeptin’in Kisslr T{izerine olan etkilerinin arastirilmasi
asamasinda, Kp uygulamasindan 6nce GnRH ve Kp antogonistlerinin, Kp’nin
gonadotropin salgilatici1 etkisini bloke etmesi Kp’nin Kisslr araciligi ile LH/FSH
salmimina yol actigini ispatlamaktadir (Richard ve ark., 2009; Millar ve ark., 2010).

Kisspeptin antagonistinin, Kp’nin GnRH néronlarinin uyarma oranmi ve
GnRH salinimmi disiirdiigii ancak bazal LH sekresyon diizeyinin degistirmedigi
belirlenmistir. Bu yiizden Kp her ne kadar LH salinim sikligmi diizenleyip LH
sekresyonunu etkilese de, bazal LH diizeyinin Kp’den bagimsiz bir mekanizma

tarafindan kontrol edildigi ileri siiriilmektedir (Millar ve ark., 2010).

Bazi canlilarda Kp’nin direkt olarak adeno hipofiz gonadotropinleri uyararak
LH ve FSH salinimin1 uyardiklar1 tespit edilse de koyunlarda Kp’nin hipofize direkt
etkisi tam olarak ortaya konulamamistir (Smith ve ark., 2008a). Kisspeptinin
ineklerde (Kadokawa ve ark., 2008) ve ratlarda (Gutierrez-Pascual ve ark., 2007)
biliylime ve prolaktin hormon sekresyonunu uyardigi bildirilmis ancak koyunda ne

biiylime ne de prolaktin hormonu artis1 tespit edilmistir (Smith ve ark., 2009a).

Koyunlarda GnRH salgilayan hiicrelerinin % 90+5’inin  Kisslr mRNA
ekspresyonu gerceklestirdigi ve Ostriis siklusunun follikiiler doneminde ARC ve
POA bolgelerinde Kiss] mRNA ekspresyon artisinin gergeklestigi bildirilmektedir
(Smith ve ark., 2009b; Smith ve ark., 2011). Koyunlarda ARC’ta bulunan Kp
populasyonu sayisal olarak POA’dakilere gore daha ¢ok oldugu ve Gstriis siklusunun
donemlerine baglh olarak ARC Kp hiicre sayilarinin degistigi, preovulatdor LH pikine
neden olan gegici PGB’in, Kp hiicrelerinin aktivasyonundan ve ARC Kissl
ekspresyon artisindan hemen Once gerceklestigi belirtilmektedir (Clarke ve ark.,

2009b; Smith, 2009; Smith ve Clarke, 2010).
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Kisspeptin-10’nun intraserebral yolla uygulanmasi, serebrospinal sividaki
GnRH diizeyinde artisa neden olmaktadir (Messager ve ark., 2005). Koyunlarda
ARC bdlgesinde Kp-10 formunun tespit edildigi ancak bu bélgede daha uzun
aminoasit dizilimine sahip diger Kp formlarmin tespit edilemedigi belirtilmektedir

(Clarke, 2011).

Andstriis doneminde, intra vendz yolla bir dizi Kp uygulamalarini takiben
bazal diizeyde olan GnRH/LH’in, ani bir sekilde yiikseldigi ve sonrasinda da
ovulasyonun gerceklestigi bildirilmektedir (Caraty ve ark., 2007). Andstriis
doneminde E,’iin NGB etkisi ile LH sekresyonu baskilanirken Kp uygulamasi
sonrasinda bu etkinin ortadan kalkarak ovulasyonun gerceklestigi belirtilmektedir

(Clarke, 2009b).

Koyunlarda Kp uygulamalari, iireme ve andstriis donemlerinde yol a¢tigi LH
salmim diizeyleri arasinda farklilik bulundugu, anéstriis donemde LH’in Kp’ye olan
duyarliligin daha yiiksek oldugu ve normal Ostriis siklusun’un luteal evresinde
uygulanan Kp sonrasinda goriilen LH artis diizeyinin, ge¢ follikiiler donemdeki LH
artisgina gore daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Smith ve ark., 2009a; Smith ve
ark., 2011).

Kisspeptin uygulama zamanmi 1iyi ayarlanilarak kullanilmasi sonucunda
ovulasyonun gerceklesebilecegi, ovulasyon senkronizasyonunda basarili bir sekilde
kullanilabilecegi, suni tohumlama veya in vitro fertilizasyon programlar1 gibi
reprodiiktif programlarin etkinliginin gelistirilmesine yonelik arastirmalarda

kullanilmaya aday olabilecegi belirtilmektedir (Caraty ve ark., 2010).
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1.7.3. Kisspeptinin Koyunlarda Pozitif ve Negatif Geri Bildirim Mekanizmasina
Etkisi

Gonadotropin salgilatici hormon hiicrelerinde, ERa reseptorlerinin bulunmamasi
nedeniyle ovaryumlar ile GnRH hiicreleri arasindaki GB dongiistinde, ERa reseptor
ekspresyonu gergeklestiren hiicrelerin gorevli olmasi gerektigi vurgulanmaktadir
(Caraty ve ark., 1998). Kisspeptin hiicrelerinin GnRH hiicrelerine dogrudan sinaptik
giris yapmasi ve Kp’nin gii¢clii bir GnRH sekresyonu uyaricis1 olmasindan dolay1
Kp’nin, E;’lin GB sinyallerini GnRH hiicrelerine iletmede gorevli olma ihtimalini
arttirmaktadir (Kinoshita ve ark., 2005; Messager ve ark., 2005). Koyunlarda POA
ve ARC bolgelerindeki Kissl mRNA ekspresyonlarmin sex steroitlerine gore
degismesi, ayrica POA ve ARC Kp hiicrelerinin NGB ve PGB aracilik etmesi, bu
bolgedeki Kp hiicrelerinin GB sinyallerine aracilik ederek GnRH’m salinimini
etkiliyebilecegini diisiindiirmektedir (Franceschini ve ark., 2006; Smith ve ark.,

2009b).

Ostradiol’iin, POA’da ERa ekspresyonu gerceklestirebilen Kp hiicrelerini
dogrudan yada dolayli olarak etkiledigi ve bu hiicrelerin GnRH hiicreleri ile temas
icerisinde olduklar1 belirtilmektedir (Clarke, 2011). Hem preovulator LH piki
zamanindan hemen dnce, POA bolgesindeki Kiss] mRNA ekspresyonunda artisinin
olmas1 hem de E; uygulamalar1 sonucunda Kiss] mRNA ve peptid ekspresyonunda
artisin tespit edilmesi, bu bdlgenin E,-iin PGB’e aracilik ettigini gostermektedir
(Smith ve ark., 2008b; Smith ve ark., 2009a). Ancak koyun ARC bolgesinde bulunan
hemen hemen tiim Kp hiicreleri ERa ekspresyonu gerceklestirirken, POA Kp
hiicrelerinin ancak %350’sinin ERa ekspresyonu gergeklestirdigi belirtilmektedir

(Smith ve ark., 2007).

Geg follikiiler donemde artan E, diizeyinin PGB mekanizmasi sayesinde ARC
Kp hiicrelerini tetikledigi ve bu hiicrelerde Kp diizeyinin arttigi bildirilmektedir
(Estrada ve ark., 2006). Ovariektomi sonrasinda Kp hiicre sayisindaki artigin ve
ovariektomi yapilan koyunlara 2 hafta kadar uzun siiren E, uygulamalarina bagh

olarak aktif ARC Kp hiicre sayilarinda diisiise yol agmasi bu bdlgenin E,’iin NGB
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sinyallerine aracilik ettigini gdstermektedir (Smith ve ark., 2008b; Smith, 2009).
Ayrica ARC Kp hiicrelerinin biiylik bir boliimiiniin P4 reseptor ekspresyonu da
gerceklestirdigi belirtilmektedir (Smith ve ark., 2008b).

Gonadotropin salgilatict hormon hiicreleri beyin, norotransmiterler ve
noropeptidlerin dahil oldugu genis bir sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
nedenle Kp hiicrelerinin GnRH hiicrelerini etkileyen diger noropeptidlerin
ekpresyonlarini gergeklestirebilecegi diisiiniilmektedir (Christian ve Moenter, 2010).
Koyunlarda ARC Kp hiicrelerinin tamamina yakimi dinofrin ve ndrokinin B

noropeptidlerin tiretimi gergeklestirebilmektedir (Goodman ve ark., 2007).

Kisspeptin, nérokinin B ve dinofrin hiicreleri birlikte KNDy hiicreleri olarak
tanimlanmakta ve GnRH/LH salinimmi etkilemektedir (Cheng ve ark., 2010).
Koyunlarda dinorfin reprodiiktif fonksiyonlar1 baskilarken, ndrokinin B ise
reprodiiktif fonksiyonlar1 hem uyararak hem de baskilayarak mevsime bagli tiremede
rol oynamaktadir. Norokinin B néronlarinin ¢ogunun ERa, dinorfin hiicrelerinin hem
P, hem de ERa reseptor ekspresyonlarini gergeklestirdigi ve PGB ile NGB’in
kontroliinde 6nemli rollerinin oldugu belirtilmektedir (Foradori ve ark., 2002;
Goodman ve ark., 2004; Franceschini ve ark,. 2006; Clarke, 2011). Progesteron,
dinorfin hiicreleri araciligiyla, ARC bdlgesinde bulunan hiicrelerine NGB

sinyalizasyonunu gerceklestirdigi tespit edilmistir (Goodman ve ark., 2011).

Ostriis siklusunun luteal déneminde ARC’ta Kp ekspresyonlarmda diisiis
meydana geldigi ve KNDy hiicrelerinin bu dénemde birbirleri ile etkilesim igerisinde
olarak NGB sinyallerini GnRH hiicrelerine iletmede gorevli olduklar:
belirtilmektedir (Smith, 2009; Clarke, 2011). Ayrica KNDy hiicreleri hipotalamusun
mediobasal GnRH hiicre gruplarmi etkileyerek de NGB sinyalizasyonunda rol
oynamaktadirlar (Goodman ve ark., 2004).

Bundan dolay1 Kp ve bu hiicreler birlikte hareket ederek E, ve P4 diizeylerine

bagli olarak hem NGB hem de PGB’in kotrolinde rol oynadiklari, GnRH
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sekresyonunun ana diizenleyicisi olduklar1 ve bu nedenle reprodiiksiyonun isleyigini

etkiledikleri diistiniilmektedir (Goodman ve ark., 2007).

1.7.4. Kisspeptinin Koyunlarda Mevsimsel Uremeye EtKisi

Koyunlarda basal hipotalamusun premammilary niikleusunda bulunan melatonin,
mevsime bagli tiremenin kontroliinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak bu hormonal
sinyalin nasil GnRH sekresyonuna doniistiigli giinimiizde tam olarak
aydmnlatilamamistir (Goodman ve ark., 2010). Kisspeptin hiicrelerinin bu hormonal
sinyallerin GnRH’a doniisiim mekanizmasinda etkin bir rol alabilecekleri

disiiniilmektedir (Clarke ve ark., 2009b).

Beynin ARC bdolgesinde ERa ekspresyonu yapan ndronlarm A15 niikleusu ile
etkilesim igerisinde olarak, Kp hiicrelerinin E, sinyallerini dopaminerjik néronlara
ilettigi, birlikte mevsimsel liremede onemli gorevler aldiklar1 ve A15 néronlarmin Kp
noronlarmi inhibe ederek GnRH salinim sikligmi baskiladigi diisiintilmektedir

(Clarke ve ark., 2009b, Goodman ve ark., 2010).

Oliimsiizlestirilmis hiicre dizilerinde melatonin’in Kissl ekspresyonunu
diizenledigi tespit edilmis ancak Kp hiicrelerinin melatonin reseptdr ekspresyonu

gerceklestirip gerceklestirmedigi heniiz bilinmemektedir (Gingerich ve ark., 2009).

Mevsime gore ARC’ta bulunan Kp hiicrelerinin, E;’e olan duyarhliklarinda
degismelerin oldugu ve bu sayede Kp’nin mevsimsel iiremede etkin bir rol
alabilecegi vurgulanmaktadir (Smith, 2009a). Anéstriis doneminde E;’lin hem Kiss1
mRNA hem de Kp proteini baskiladig1 ve Kissl ve Kp hiicre sayilarinda gériilen bu
carpici diislisiin andstriis doneminde goriilen reprodiiktif aktivitenin azalmasi ile
baglantili oldugu belirtilmektedir (Smith ve Clarke, 2010). Ancak bu diisiisiin
steroitlerin GB sinyallerine gore gerceklestigi ileri stiriilse de, andstriis doneminde,

ovariektomi yapilarak E, implant uygulanan koyunlarda, ARC Kp hiicrelerinin
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azalmasi, lireme doneminin baslangicinda, gonodal GB yoklugunda bile ARC Kiss1
mRNA ekspresyonun arttisinin  tespit edilmesi nedeniyle, Kp hiicrelerinin
steroitlerden bagimsiz farkli bir mekanizma ile mevsimsel liremede rol aldigini

disiindiirmektedir (Smith ve ark. 2007; Wagner ve ark. 2008).

Koyunlar {izerinde fotoperiyod’un lreme donemi ve andstriis doneminde
etkinliginin arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismada, 8 saat aydinlik 16 saat karanlik
ortamda bulunan koyunlarda ARC’taki Kiss] mRNA ekspresyonunun, daha uzun
siire fotoperiyoda maruz kalan koyunlara kiyasla 3 kat daha fazla oldugu tespit

edilmistir (Wagner ve ark., 2008).

Anostriis ve lireme doneminde E,’iin kronik etkisi hem POA’nin biitiin
bolgelerini hem de kaudal ARC disinda kalan biitiin ARC bdlgesini etkiledigi tespit
edilmistir. Mevsime gore POA bolgesi Kp hiicre aktivasyonunda c¢arpici bir
degisiklik olmazken, lireme doneminde orta ve kaudal ARC Kp hiicre aktivitesi,
anostriis donemine gore daha yogun tespit edilmistir. Bununla beraber iireme
doneminde mediobazal hipotalamus bolgesindeki GnRH noéronlar1 ile etkilesim
icerisinde Kp sayisi lireme doneminde 2 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir

(Smith ve ark., 2008b, Clarke ve ark., 2009b).

Preovulator donemde kaudal ARC’ta Kiss1 ekspresyon artiginin goriilmesi ayni
hiicrelerin hem PGB hem de NGB’de farkli roller aldiklarinin birer gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Ancak her ne kadar kaudal ARC bolgesindeki Kp hiicreleri
mevsimsel iireme ile yakindan baglantili olsa da, mevsimsel liremede rolleri olan
noron topluluklarinin sinyalizasyonunda hem POA hem de ARC bdlgelerindeki Kp
noronlarmin, GnRH noronlarmin kontrolii i¢in gerekli olduklar1 da belirtilmektedir

(Smith ve ark., 2008c; Clarke ve ark., 2009b).

Koyunlarda anéstriis doneminde E,’iin, ARC Kissl mRNA ve Kp artisi
iizerindeki inhibitdr etkisinin lireme donemine kiyasla daha kuvvetli olmasi, iireme

donemine gegerken Kp mRNA ekspresyonu artismin gergeklesmesi ve Kp
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uygulamalarinin andstriista olan koyunlarin ovulasyonunu uyarmasit Kp’nin,
mevsime bagli iliremenin diizenlenlemesinde 6nemli rol oynadiginin giiclii birer

gostergesi olarak kabul edilmektedir (Smith ve ark., 2008b).

1.7.5. Kisspeptinin Koyunlarda Enerji Metabolizmasi ve Pubertaya Etkisi

Fertilitenin devam edebilmesi i¢in belli bir enerjiye ithtiya¢ duyuldugu, yetersiz enerji
sonucu hipotalamus, hipofiz ve gonadal eksen iizerindeki sinyalizasyonun

yavasladig1 belirtilmektedir (Fu ve van den Pol, 2010).

Ornegin enerji homeostazisini diizenleyen ve viicut yag dokusu hakkinda
hipotalamusa bilgi veren leptin yetersizliginin, hipogonadotropik hipogonadizme
neden olarak pubertanin baslamasini engelledigi, dolasimda diisiik leptin diizeyi
sonucunda goriilen reprodiiktif bozukluklarmn leptin takviyesi sonucunda normale
dondiigii bildirilmektedir. Ayrica puberta Oncesi leptin uygulamalari sonucunda
puberta baslama zamanini hizlandirdigida belirtilmektedir (Backholer ve ark.,

2010a).

Hipotalamus’un GnRH  noronlarinda  leptin  reseptdor  ekspresyonu
gerceklesmedigi bildirilmektedir. Ancak ARC’ta bulunan Kiss] mRNA ekspresyonu
gerceklestiren hiicrelerin  yaklasik yarisinda leptin  reseptor mRNA’s1, tespit
edilmistir (Castellano ve ark., 2009; Meczekalski ve ark., 2011; Hameed ve ark.,
2011). Koyunlarda ARC ve POA Kp hiicrelerinin leptin reseptor ekspresyonlarinda
da rol oynadiklar1 belirtilip VKS’nin asir1 diismesine bagli olarak reprodiiktif
fonksiyonlarin durdugu ancak leptin uygulamasi sonucunda, muhtemelen Kp
hiicrelerin aktif hale geldigi ve boylece reprodiiktif fonksiyonlar tekrar basladig:
tahmin edilmektedir (Henry ve ark., 2001; Clarke, 2011).

Kisspeptin ndronlarmin GnRH noronlarma metabolik sinyallerin aktariminda

gorevli olabilecekleri varsayilmaktadir (Roa ve ark., 2008; Castellano ve ark., 2009).
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Yiiksek diizeyde P4 ve E, reseptor ekspresyonu gerceklestiren Kp hiicreleri, daha
disiik diizeyde ekspresyon gergeklestiren noropeptid Y ve proopiomelanokortin
hiicreleri 1ile birlikte hareket ederek beslenme ve enerji durumuna gore sex
steroitlerinin diizenlenmesinde gorev alabilecekleri diisliniilmektedir (Backholer ve

ark., 2010b, Fu ve van den Pol, 2010, Clarke, 2011).

Yukarida belirtilen etkilerinin  151¢inda, Kp sisteminin fertiliteyi
etkileyebilecegi anlasilmaktadir. Ancak Kp’in gebelik, fekondasyon, prolifikasyon
oranmi gibi reprodiiktif paremetrelere olan etkinlikleri heniiz arastirilamamis olup,
farkli yontem ile senkronize edilen hayvanlarda, preovulatdor LH profili {izerine olan

etkisini belirlemeye yonelik yapilan arastirmalar yetersizdir.

Sunulan tez projesinde, Kp’nin reprodiiktif parametreler ile ovulasyon igin
elzem olan preovulator LH diizeylerine olan etkisini arastirarak, Kp’nin basta
senkronizasyon ¢aligmalar1 olmak iizere reprodiiksiyon alaninda kullanilabilirliginin

tespit edilmesi amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gerec¢
2.1.1. Hayvan Materyali

Aragtirmada hayvan materyali olarak Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik
Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan, 4-6 yash 60 bas Pirlak 1rki
koyun kullamildi. Arastirmaya Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (AKUHAYDEK, 15.09.2009, 63-09 nolu c¢alisma) tarafindan onay

verilmesiyle baslanild1.

2.1.2. Kullamilan Kimyasal
2.1.2.1. Kisspeptin

Calismada “Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe-NH2” dizilimine sahip,
HPLC analizine gore % 99.2 saflikta, net peptid igerigi % 82.7, molekiiler agirhigi
1302.4 olan Kp-10 (Kisspeptin-10 / Metastin (45-54) amide human, PolyPeptide;
Fransa Kat. No: SC1389) kullanild:.

2.1.2.2. PGF;,

Arastirmada sulu ¢ozeltisinin 1 ml’si 250 pg cloprostenol’e esdeger olan 263 pg
cloprostenol sodyum ve bakterisid olarak klorokresol igeren sentetik prostaglandin

analogu (Estrumate”, Intervet/Schering-Plough, Almanya) kullanildu.
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2.1.3 Arastirmada kullanmilan Cihazlar

e Ultrasonografi cihazlar1 (SLE 301MF, Medelkom, Finlandiya; Falco Vet., Pie
Medical, Hollanda)

e Santrifiij cihazi (NF-200, Niive”, Tiirkiye)

e Derin dondurucu (UCF 400 S, Ugur®, Tiirkiye)

e 5-50 pl, 20-100 pl, 100-1000 ul ve 25 pl’lik otomatik pipetler (Eppendort™,
Almanya)

e Hassas tarti (TP-214 Denver Instrument”, Almanya)

e Vorteks karistiric: (Falc®, italya)

e 500 playarh elektronik pipet (Eppendorf®, Almanya)

e Horizontal Calkalayici (SL 350, Niive®™, Tiirkiye)

e Inkubatér (FN 500, Niive®, Tiirkiye)

e RIA 06lciimii i¢in gama sayact (Mini-Assay 6.20, Mini-Instruments LTD,
Ingiltere)

e Otomatik mikropleyt yikama cihaz1 (ELx50, BioTek Amerika Birlesik
Devletler1)

e ELISA cihazi (Thermo Scientific Multiscan FC, Finlandiya)

e Hormon hesaplama programi (AssayZap V3, Biosoft, ingiltere
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2.2. Yontem

2.2.1.Koyunlarin Bakim ve Beslenmesi

Koyunlarin bakim beslenmesi Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama
ve Arastrma Merkezi’nin yiriittiigi bakim ve beslenme sartlar1 altinda
gerceklestirildi. Arastirma koyunlar: siiriiden ayr1 bolmelere konuldu. Koglar ile ayr1
yerlerde tutularak birbirleri ile temasi engellendi. Koyun basmna sabah ve aksam
500’er gr olmak iizere gilinlik 1 kg konsantre yem karmasi ile sabah ve aksam

750’ser gr olmak iizere 1.5 kg kuru yonca verildi. Su ihtiyaclar1 kesintisiz saglandi.

2.2.2.Gruplarin Olusturulmasi ve Senkronizasyon Yontemi

Siirti i¢erisinden 60 adet koyun (40-50 kg) tartilarak, Grup 1 (n=20), Grup 2 (n=20),
Grup 3 (n=20) olacak sekilde, benzer viicut agirligi ortalamasina sahip (45 kg)
gruplara ayrildi

Kan orneklerinin toplanmasindaki zamanlama diizeninden dolayr Grup 1:
n=10, Grup 2: n=10, Grup 3: n=10 olacak sekilde 60 adet koyun, birer hafta ara ile

ureme doneminde senkronize edildi.

Ostriis senkronizasyonu igin 10 giin ara ile PGF,, analogu olan cloprestenol

(Estrumate,” intervet/Schering-Plough) 250 pg/koyun dozunda kas i¢i uygulandu.
Kp-10 uygulamas1 o6ncesi koyunlarin canli agirliklar: tekrar belirlendi ve viicut

agirliklarina gére Kp-10 enjeksiyonu yapildi.

Grup 1 (n=20): Ikinci PGF,, enjeksiyonu sonras1 40. saatte damar i¢i Kp-10
(1ul/kg) uyguland:.



38

Grup 2 (n=20): ikinci PGF,, enjeksiyonu sonrasi iki kez; 40 ve 50. saatte
damar i¢i Kp-10 (1pl/kg) dozunda damar igi verildi.

Grup 3 (n=20): Kontrol grubunu olusturdu. ikinci PGF,, enjeksiyonu sonrasi

serum fizyolojik (2 ml) 40 ve 50. saatte damar i¢i verildi.

Ikinci PGF,, enjeksiyonu sonras1 42-43. saatler icerisinde arastirma merkezinin
yetistirme stratejisi geregi ilk hafta 6 adet merinos 1rki, ikinci hafta 10 adet pirlak k1
ko¢ kullanilarak elde sifat yontemi ile tek sefer c¢iftlestirildi. Vulva’da sperma

goriilmesiyle asimin gerceklestiginin karar1 verildi.

2.2.3. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kan ornekleri; P4 ve E, Olglimleri icin 8 ml, LH Olglimleri i¢in 4 ml, vena
jugularisten steril bir kaniil ve holder yardimi ile antikoagulan (EDTA) iceren

vakumlu tiiplere toplandi.

Kan ornekleri her iki PGF,, enjeksiyonu oncesinde ve ikinci PGF,,
enjeksiyonu takip eden 24, 28, 32, 39, 40.5, 41, 44, 48, 49, 50.5, 51, 55, 60, 64, 68,
72. saatler ile 18 ve 21.glinlerde toplanda.

Toplanan kanlar 1 saat igerisinde 3000 devir/dakikada, 10 dakika siire ile
santriflij edilerek plazmalar1 ayrildi. Elde edilen plazmalar 2 mI’lik saklama tiiplerine

aktarilarak -24 °C’de 6l¢lim giliniine kadar muhafaza edildi.
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2.2.4. Gebelik Kontrolii

Koyunlarmm gebelik kontrolleri, asim sonrast1 30. ve 60. giinlerde iki kez
ultrasonografi yardimiyla (Real-Time, B-mode 6.0/8.0 MHz linear rektal prob)
gerceklestirildi.  Gebelik  muayenesi, koyunlar ayakta  sabit tutularak
metilkarboksiseliiloz i¢ceren ultrasonografi jeli kullanilarak yapildi. Ultrason probu,
rektal ¢gubuk kullanilarak idrar kesesinin kranialinde 90° saat yoniinde ve ardindan

180° tersi yonde dondiiriilerek tiim reprodiiktif kanal tarandi.

2.2.5. Hormon Diizeyinin Belirlenmesi

2.2.5.1. Plazma P, Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma P4 diizeyi, her iki PGF,, enjeksiyonu dncesinde ve ikinci PGF,, enjeksiyonu

takip eden 24, 48, 72. saatler ile 18 ve 21. glinde alinan kan 6rneklerinde 6lgtildii.

Plazma P4 diizeyinin belirlenmesi icin beseri (Alagam ve ark., 2009) P4
radioimmunoassay kiti (Immunotech®”, Beckman Coulter, Fransa Kat.No: IM1188)

kullanildz.

Kullanilan kit igerigi,

1. Antikor kapli tiipler: 100 adet anti-P4 antikor kapl tiip.

2. Tracer (Radyoaktif Isaretli Antijen): 1 vial, 55 ml,'*’I isaretlenmis P,.

3. Standart soliisyonlart: 0.5 ml’lik 6 vial (0, 0.11, 0.5, 1.75, 9.6, 60 ng/ml)

4. Kontrol soliisyonu: 1 vial, 0.5 ml.

Kan plazma P4 6l¢iim metodu;

1. Plazma Ornekleri 6l¢tiim 6ncesinde ¢ozdiirtildii.
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Standart, kontrol ve ornekler icin ikiser tane antikor kapli tiip, toplam
radyoaktivitenin belirlenmesi i¢in (toplam cpm) antikor kapli olmayan iki
adet tiip hazirlandi.

Kontrol, standart ve drneklerden antikor kapl tiiplere 50 pl konuldu.

Standart ve plazma Orneklerini tiiplere koyma islemi bittikten sonra tiim
tiiplere 1 dk. Igerisinde elektronik pipet yardimi ile 500 ul tracer konuldu.
Oda 1sinda (18-25°C) 1 saat horizontal ¢alkalayicida 350 rpm’de inkubasyona
birakildi.

Antikor ile kapli olmayan tiipler hari¢ tiim tiipler dokiilerek, kurutma kagidi
iizerine ters ¢evrildi ve icerigin iyice bosalmasi saglandi.

Biitiin tiipler 50 saniye siire ile gama sayacinda okutuldu.

Olgiilen degerler hormon hesaplama programinda sigmoid (-) standart egrisi

kullanilarak ng/ml cinsine ¢evrildi.

2.2.5.2. Plazma E; Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma E, diizeyi; ikinci PGF,, enjeksiyonu takip eden 24, 48, 72. saatler ile

18.glinde alinan kan 6rneklerinde belirlendi.

Plazma E, diizeyinin belirlenmesinde beseri (Ozpmar ve Firat, 2003) E,

radioimmunoassay kiti (Immunotech®, Beckman Coulter, Fransa Kat.No: A21854)

kullanildz.

Kullanilan kit icerigi;

1. Antikor kapli tiipler: 100 adet anti-9stradiol antikor kapl tiip.

2. Tracer (Radyoaktif Isaretli Antijen): '*°I isaretlenmis dstradiol (55x): 1 vial, 1ml

3. Tracer tampon ¢6zeltisi: 1 vial, 55 ml

4. Standart soliisyonlar1: 1 ml’lik 7 vial (0, 11, 37, 140, 480, 1400, 5000 ng/ml)

5. Kontrol soliisyonu: 1 vial, 1 ml.
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Kan plazma E, diizeyi asagida belirtilen islemler yapilarak ol¢iildii;

1. Plazma 6rnekleri 6l¢iim oncesinde ¢ozdiirtildii.

2. Standart, kontrol ve ornekler icin ikiser tane antikor kapli tiip, toplam
radyoaktivitenin belirlenmesi i¢in (toplam cpm) antikor kapli olmayan iki
adet tiip hazirlandi.

3. Tracer tampon c¢zeltisi icine '*° I-dstradiol igeren 1ml tracer ilave edilerek
radyoaktif hale gecmesi saglandi.

4. Kontrol, standart ve 6rneklerden antikor kapl tiiplere 100 pl konuldu.

5. Standart ve plazma Orneklerini tiiplere koyma islemi bittikten sonra tiim
tiiplere 1 dk. icerisinde elektronik pipet yardimi ile 500 pl tracer konuldu.

6. Oda 1sinda (18-25°C) 1 saat horizontal galkalayicida 350 rpm’de inkubasyona
birakildi.

7. Antikor ile kaph olmayan tiipler hari¢ tiim tiipler dokiilerek, kurutma kagidi
iizerine ters ¢evrildi ve igerigin iyice bosalmasi saglandi.

8. Biitiin tiipler 50 saniye siire ile gama sayacinda okutuldu.

9. Olgiilen degerler hormon hesaplama programinda sigmoid (-) standart egrisi

kullanilarak pg/ml cinsine ¢evrildi.

2.2.5.3. Plazma LH Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma LH diizeylerinin belirlenmesi i¢in; ikinci PGF,, enjeksiyonu takip eden 24,
28, 32, 39, 40.5, 41, 44, 49, 50.5, 51, 55, 60, 64, 68, 72. saatlerde alinan kan

ornekleri kullanildi.

Plazma LH diizeyinin belirlenmesinde; koyuna spesifik (Contreras-Solis ve
ark., 2009; Leterier ve ark., 2011) ELISA LH kiti (LH Detect®, ReproPharm/INRA,
Fransa Kat.No. 221) kullanild1.

Kullanilan kit icerigi;,

1. Mikropleyt: Anti-LH antikoru (ACl1) ile hassaslagtirilmig 12x8 strip, 96 kuyucuk.



42

2. Standart soliisyonlar1 (oLH): 150 ul’lik 7 tiip (0, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2, 4

ng/ml)

3. Ikinci Anti-LH antikoru (AC2): 1 vial, 11 ml
4. Ugiincii Anti LH antikoru (AC3): 1 vial, 11 ml
5. Substrat soliisyonu: 1 vial, 11 ml, TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine)

6. Stop soliisyonu: 1 vial, 11 ml

7. Diliisyon soliisyonu: 1 vial, 11 ml

Kan plazma LH diizeyi asagida belirtilen islemler yapilarak ol¢iildii;

AN O

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.

Soliisyonlar (diliisyon, AC2, AC3, TMB, stop, ve standart) ¢ozdiiriilerek
hazir hale getirildi.

Mikropleyt, 30 dk oda 1sinda (18-25°C) bekletildi.

Plazma 6rnekleri ¢ozdiirtilerek vorteks ile homojenize edildi.

Mikropleytdeki kuyucuklara 6 adet (100 pl) standart konuldu.

Mikropleytdeki kuyucuklara, dlciilecek 6rnekler (10 pl) konuldu.

Orneklerin konuldugu kuyucuklara diliisyon soliisyonu (90 pl) ilave edilerek
1/10 oraninda diliie edildi.

Mikropleyt’in lizeri yapiskan bir bantla kapatilarak hafifce karistirildi ve 37
°C’ de 45 dakika inkiibasyona birakildi.

Otomatik yikama cihazi ile distile su kullanilarak 5 kez yikandi.

Her kuyucuya 100 pul AC2 konuldu. Uzerine yapiskan bir bantla kapatilarak
37 °C’ de 45 dakika inkiibasyona birakild1.

Otomatik yikama cihazi ile distile su kullanilarak 5 kez yikandi.

Her kuyucuya 100 pul AC3 konuldu. Uzerine yapiskan bir bantla kapatilarak
37 °C’ de 45 dakika inkiibasyona birakild1.

Otomatik yikama cihazi ile distile su kullanilarak 5 kez yikandi.

Her kuyucuya 100 ul TMB-substrat eklendi ve iizeri kapatilarak oda 1sinda
15 dk. bekletildi.

Her kuyucuya 100 pl stop soliisyonu konuldu.

Mikropleyt ELISA cihazi ile 450 nm’de okundu.

Standart aralig1 tizerindeki 6rnekler diliie edilerek tekrar 6lgiildii.
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17. Okunan degerler hormon hesaplama programinda sigmoid (+) standart egrisi

kullanilarak ng/ml cinsine ¢evrildi.

2.2.6. Istatistiki Hesaplamalar

Istatistik analizlerde ANOVA testi kullanildi. Grup i¢i farkin 6nemini belirlemede
Tukey, gruplar arasi1 farkin onemini belirlemede Duncan testinden faydalanildi.

Analizler bilgisayar ortamimda SPSS (16.0) programinda ger¢eklestirildi.

Bazal LH diizeyinin % 10 artis1 preovulator dalganin baslangi¢c ve bitiginin
belirlenmesindeki hedef deger olarak kullanildi. Bazal diizeyin belirlenmesinde de
LH dalganm baslangici kabul edilen % 10’luk artisin baglamasindan onceki LH
diizeyi, bazal LH diizeyi olarak degerlendirildi. LH dalga uzunlugu preovulator
dalganin baslangi¢ ve bitisi arasindaki gegen siire olarak kabul edildi (Contreras-

Solis, 2009a; Letelier ve ark., 2011).

Gruplar arasindaki LH AUC diizeyinin tespiti WinNonlin® programi yardimi ile
logaritmik linear trapezoidal kurala gore (Rowland ve Tozer, 1989) bilgisayar

ortaminda gergeklestirildi.

Arastirmada Ostriis, gebelik, dogum orami ve fekondasyon orami asagida

belirtilen sekilde hesaplandi (Fierro ve ark., 2011).

Ostriis oran1 = Ostriis tespit edilen koyun sayis1/ koyun sayis1 x 100

Gebe kalma orani= Gebe kalan koyun sayis1/ Ciftlesen koyun sayis1 x 100
Kuzulama orani= Doguran koyun sayis1 / Gebe kalan koyun sayis1 x 100
Fekondasyon orani= Canli dogan kuzu sayis1/ Ciftlesen koyun sayis1

Prolifikasyon orani= Canli dogan kuzu sayis1 / Gebe kalan koyun sayis1
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarin Reprodiiktif Parametreleri

Calismada; Grup 1 (Kisspeptin x1), Grup 2 (Kisspeptin x2) ve Grup 3 (Kontrol)
koyunlarda Ostriis, gebe kalma, kuzulama, fekondasyon, prolifikasyon oranlari ile

gebelik siireleri arasinda herhangi bir istatistiki 6nem belirlenmemistir (Cizelge 3.1).

Kog altinda durmayan Grup 1’de 3, Grup 2°’de 4 ve Grup 3°de 4 koyunun
Ostriis’ta olmadiklar1 anlagildi. Gebe kalan koyunlardan Grup 1’de 2, Grup 2’de 3 ve
Grup 3’de 2 koyun ikiz kuzuladi, diger koyunlar ise tek kuzuladi ve gruplar arasinda

istatiki 6nem bulunmadi.

Cizelge 3.1. Grup 1 (Kisspeptin x1), Grup 2 (Kisspeptin x2) ve Grup 3 (Kontrol)
gruplarinda Ostriis orami, gebe kalma orani, kuzulama orani, fekondasyon orani,
prolifikasyon orani ve gebelik siiresi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Koyun Sayisi (n) 20 20 20
Ostriis Oram (%) 85 (17/20) 80 (16/20) 80 (16/20)
Gebe Kalma Orani (%)  52.94 (9/17) 50 (8/16) 50 (8/16)
Kuzulama Oram (%) 100 (9/9) 100 (8/8) 100 (8/8)
Fekondasyon Orani 0.65 (11/17) 0.69 (11/16) 0.63 (10/16)
Prolifikasyon Oram 1.22 (11/9) 1.38 (11/8) 1.25 (10/8)

Gebelik siiresi (giin) 149 (147-152) 148 (146-152) 149 (146-152)
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3.2. Gruplarnn P4 Diizeyleri

Calismada; Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’lin 24, 48 ve 72. saatler ile 18 ve 21. giin P4

diizeyleri arasinda herhangi bir istatistiki 6nem belirlenmemistir (Cizelge 3.2).

Tim gruplarda -10. giin P4 diizeyleri 1.5 ng/ml’nin iizerinde bulundu. Grup
1’de 6, Grup 2’de 7 ve Grup 3’de 6 koyunun P4 diizeyi 1 ng/ml’nin altinda bulundu.
Tiim gruplarda 0. giin P4 diizeyleri 2 ng/ml’nin iizerinde bulunup, Grup 1 ve Grup

3’de 1 koyunun P4 diizeyi 1 ng/ml’nin altinda bulundu.

Tim gruplarda 2. PGF, a uygulamasi1 sonrasindaki 24. saatte P4 diizeyinin
distiigii, 48. saatte bazal diizeye indigi, 72. saatte ise tekrar yiikselise gectigi
belirlendi. Ornegin, Grup 2’de 24. saat P, diizeyi 0,46 + 0,22 ng/ml iken 48. saatte
0,32 £ 0,16 ng/ml ve 72. saatte 0,64 + 0,37 ng/ml olarak belirlenmistir.

Tim gruplarda gebe kalan tiim koyunlarin 18 ve 21. giin P4 diizeyleri 3
ng/ml’nin iizerinde bulundu. Grup 1’de 4, Grup 2’de 6 ve Grup 3’de 6 koyunun 18.
giin P4 diizeyi 3ng/mlI’nin iizerinde iken ayni koyunlara ait 21. giin P4 diizeyi 1
ng/mlI’nin altinda bulundu. Tiim gruplarda ikiz kuzulayan koyunlarm 21. giin Py4

diizeyi, tek kuzulayan koyunlara gére daha yiiksek tespit edildi.

Cizelge 3.2. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’in 1. (-10g Py ve 2. (0Og Ps) PGF,,
uygulamalar1 ve 24, 48 ve 72. saatler ile 18. ve 21. giinler sonras1 P, (ng/ml) diizeyleri
(Mean+Std Dev) ve istatistiki onemi (p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p

-10gP4 203+1,39 165+149 187%+199 0,475
(013' 514) (011 '518) (011' 819)

OgP4 264+1,21 2,77+0,86 2,61+1,33 0,416
(018 '513) (111' 617) (013' 619)

24sP4 044+0,19 046+0,22 0,42+0,24 0,597
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(0,1-0,8)  (0,1-1) (0,21- 2,6)
48sP4 0,36+0,19 0,32+0,16 0,39+0,25 0,325
(012- 1) (011' 017) (011' 311)
72sP4 0,60+0,29 064+0,37 0,70+0,71 0,823
(0,2-1,19) (0,1-1,63) (0,1-3,4)
18gP4 3,39+193 3,89+2,31 3,45+2,76 0,590
(0,2-6,4) (0,7-8,8)  (0,21- 10,6)
21gP4 2,87+2,40 3,55+3,59 3,26+4,10 0,606
(02-73) (0,2-9,8)  (0,2-14,6)
--&--Grup1l f\-
—8— Grup?2 } ST
We~—Grup3 )#
J
/:
Py \‘ 7
5 3\ y
sy

-10g P4 0gP4  24sP4  48sP4  72sP4  18gP4  21gP4

Sekil 3.1. Grup 1, Grup 2, Grup 3’iin -10, 0. giin, 24, 48, 72. saat ve 18, 21. giin P4
diizeyleri.
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3.3. Gruplarn E; Diizeyleri

Calismada; Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’iin 24, 48 ve 72. saatler ile 18. giin E;
diizeyleri arasinda istatistiki Onem belirlenmemistir (Cizelge 3.3). Ostradiol
diizeyinin tiim gruplarda 48. saate kadar yiikseldigi, 48. saatten sonra da azaldigi
belirlendi. Ornegin, Grup 2’de 24. saat E; diizeyi 29,14 + 9,77 pg/ml iken 48. saatte
49,15 £ 18,37 pg/ml ve 72. saatte 38,04 + 12,64 pg/ml olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’iin 24, 48 ve 72. saatler ile 18. giin E, (pg/ml)
diizeyleri (Mean+Std Dev) ve istatistiki nemi (p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p
ey, 231641020 29145977 3050+ 1311 0,09
S
P (13,4-572)  (16,4-58) (14,4-58)
) 47,64 + 14,05 49,15+ 1837 4544 = 16,44 0472
8sE
P (14,4-69)  (19,8-87) (18-79,4)
g, JOBTEIARS 38041264 39331752 0870
S
P19,8-66)  (21,2-622)  (17-76,1)
o, J663E06 IBO0EI65A 31328 0,092
8% (14-44.6) (15-79) (13-79,4)
60 --&--Grupl
50 —&— Grup 2
=E* ceeXees Grup3
@ 40
2
~N
“ 30
S
=]
2
S
10
0

24s E2 48s E2 72s E2 18g E2
Sekil 3.2. Grup 1, Grup 2, Grup 3’lin 24, 48 ve 72. saatler ile 18. giin E, diizeyleri
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3.4. Gruplarnn LH Diizeyleri

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’lin 50.5 (p=0,005) ve 51. (p=0,014) saat LH diizeyleri
arasinda istatistiki onem bulundu (Cizelge 3.4). Gruplar arasinda 50.5. saat LH
diizeyi, Grup 1’de 9,15 = 11,44, Grup 2’de 22,06 + 28,90, Grup 3’de 2,27 + 3,12
ng/ml olarak tespit edildi. Gruplar arasinda 51. saat LH diizeyi Grup 1°’de 9,37 +
10,72, Grup 2’de 14,05 £ 16,26, Grup 3’de 2,80 + 3,93 ng/ml olarak tespit edildi.

Tiim gruplarda bazal LH diizeyi 0.54 + 0.06 ng/ml olarak tespit edildi. Tiim
koyunlarin plazma ornekleri 64. saate kadar Olgiiliip, sadece LH artis1 tespit
edilemeyen koyunlarin 68. ve 72. saat plazma 6rnekleri 6l¢iildii. Grup 1°de 1, Grup
2’de 2 ve Grup 3°de 4 koyunda 72. saate kadar LH artis1 tespit edilemedi. Ciftlesme
saatinde Ostriiste olmayan koyunlardan Grup 1’de 2, Grup 2°’de 1 ve Grup 3’de 3
koyunda LH artis1 55. saat ve sonrasinda gercgeklestigi belirlendi.

Cizelge 3.4. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’iin 24, 28, 32, 39, 40.4, 41, 44, 49, 50.5, 51,
55, 60 ve 64. saat LH diizeyleri (ng/ml) (Mean£Std Dev) ve istatistiki nemi (p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p
0,65+0,60  0,53+0,08 0,49+ 0,09 0375

LH 24 (06-3) (0,6 - 0,7) (0,48-0,8)
0,68 + 0,9 0,56+ 0,08 0,59 + 0,09 0420

LH 28  (06-3) (0,6 - 0,7) (0,48 -0,8)
LIS£1,99  0,54+0,08 0,49 £ 0,06

LH_32 0,148
(0,6 - 7,2) (0,48-0,7) (0,48 - 0,6)
2,08+7,67  1,99+590  3,11+817

LH_39 0,874
(0,48-32,4)  (0,48-263)  (0,6-34,8)
305869  2,90+623  2,63+5,17

LH_40.5 0,820
(0,6-39,1) (0,6 -28) (0,48- 19,6)
342+787  3.46+444 251506

LH_41 0,858
(0,6 - 34,7 (0,6-13,4)  (0,48-20,1)

LH 44 834+12,10 1026+23,07 7,31+14,03 0,863
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(0,48-34,1)  (0,6-98) (0,48 - 55,2)
788+ 11,01 927=11,55 621 <1482

LH 49 0,754
(0,48 -40,1) (0,6 - 59) (0,6 - 61,8)
0,15+ 11,44* 22,06+2890* 2,27+3,12"

LH_50.5 0,005 **
(0,48 -34,6) (0,6 - 84,2) (0,48 - 11,7)
937+10,72* 14,05+ 1626 2,80 + 3,93

LH 51 0,014%*
(0,6-312)  (0,48-51,6)  (0,6-13,8)
885+13.09 7.96+10,02 7.72+10,42

LH 55 0,823
(0,48-423) (0,6 - 36,8) (0,48 - 35)

302609  3.73+9.69 3,61 £6,99

LH_60 992
0,6-21,9)  (0,6-42,3) (0,6 - 28,8)
1.60£445  0,66+021 093+ 1,13

LH_64 0,534
(0,48-20,5) (0,48 - 1,5) (0,6 - 5,5)

Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasinda istatistiki fark bulunmaktadir.
* Gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,05)
** Gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,01)

25

20

--&--Grup1l

—8— Grup 2

15

<%+ Grup 3

LH (ng/ml)

10

0

LH_24 LH_39 LH_41 LH_49 LH_51

LH_60

Sekil 3.3. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’iin 24, 28, 32, 39, 40.5, 41, 44, 49, 50.5, 51, 55,
60, 64. saat LH diizeyleri
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3.5. Gruplarin LH AUC Diizeyleri

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 LH AUC diizeyleri arasinda 55. saat (p=0,042) AUC
diizeyinde istatistiki 6nem bulundu (Cizelge 3.5).

Gruplar arasinda 55. saat LH AUC diizeyi Grup 1’de 126,58 + 79,96 ng/ml,
Grup 2’de 168,05 £ 132,91 ng/ml, Grup 3°de 83,05 + 82,89 ng/ml olarak tespit
edildi. Gruplar arasinda 24, 28 ve 32. saat LH AUC diizeyleri tespit edilemedi.

Cizelge 3.5. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’lin 24, 28, 32, 39, 40.4, 41, 44, 49, 50.5, 51,
55, 60 ve 64. saat LH AUC diizeyleri (ng/ml) (Mean+Std Dev) ve istatistiki dnemi (p<0,05).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p
AUC_LH24
AUC_LH28
AUC _LH32

13,13 + 33,76 4,79 +£20,88 9,03 +£28,37
AUC_LH39 0,657

(0-112) (0-91) (0-119)

16,44 + 40,80 7,45 £26,81 12,18 + 33,86
AUC_LH40.5 0,719

(0,5- 148) (0,5-118) (1-141)

19,58 +£47,82 9,24 +31,19 14,16 £ 37,91
AUC_LH41 0,720

(0,5-184) (0,5-138) (0,5-152)

35,63 £61,23 26,16 + 50,26 27,45+ 48,12
AUC_LH44 0,836

(1- 253) (1-163) (1- 170)

73,34 £ 78,61 90,43 + 104,51 58,79 + 82,17
AUC_LH49 0,551

(0 —285) (1-435) (1-267)

81,30 + 80,72 109,21 £ 111,31 62,34 £ 87,38
AUC_LHS50.5 0,309

(1-286) (0 -444) (0,5 -280)

90,03 + 81,59 125,99 £ 118,10 64,24 + 88,54
AUC_LHS51 0,154

(1-286) (1 -449) (0 -284)

126,58 = 79,96™ 168,05 + 132,91* 83,05 + 82.89"
AUC_LH55 0,042%
(1-286) (1 -469) (1-288)
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158,20 + 85,67 194,52 £139,39 108,97 + 86,90

AUC_LH60 0,054
(1-298) (1 -489) (1-288)
164,68 87,23 200,94 + 141,65 115,71 91,49
AUC_LH64 0,063
(1-330) (1-497) (1-288)

Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasinda istatistiki fark bulunmaktadir.
* Gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,05)
** Gruplar arasindaki fark énemli (p<0,01)

250

200 /./l/'*
--&--Grup1l ree—hA
150 P S
+Grup2 ’l’
,A
cooXooo Grup3 "/ .'x ....... X

100

LH AUC Degerleri

50

0
AUC_LH39  AUC_LH41  AUC_LH49  AUC_LH51  AUC_LH60

Sekil 3.4. Grup 1, Grup 2, Grup 3’lin 24, 32, 39, 40.5, 41, 44, 49, 50.5, 51, 55, 60, 64.
saat LH AUC diizeyleri

3.6. Gruplarin Preovulator LH Profili

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’iin preovulatér LH artis1 baslangi¢ zamani1 (PO LH-IIk),
preovulatéor LH pik zamani (PO_LH-Pik), preovulator LH artisinin bitis zamani
(PO_LH-Son), preovulatér LH dalga siiresi (PO_LH-Siire) ve preovulatéor LH pik
PO_LH-Pik-ng diizeyinde, gruplar arasinda PO_LH-Son (p=0,017), PO_LH-Siire
(p=0,009) ve PO_LH-Pik-ng (p=0,030) bulgularinda istatistiki 6nem bulundu
(Cizelge 3.6).
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Gruplar arasinda 24 - 39. saatte Grup 1°de 3, Grup 2°de 1, Grup 3’de 2, 41 - 51.
saatte Grup 1’de 12, Grup 2’de 16 ve Grup 3’°de 8, 55 - 64. saatte Grup 1°de 4, Grup
2’de 1 ve Grup 3’de 6 koyunda LH piki tespit edildi. Gruplar arasinda 50.5 - 51.
saatte LH piki gerceklesen koyun sayis1t Grup 1’de 2, Grup 2’de 9 ve Grup 3’te 0
olarak belirlendi. Grup 1 ve 2’de Kp-10 uygulama saati 6ncesinde LH piki ve dalgasi
gerceklesmis koyunlarda, uygulama sonrasinda belirgin bir LH artis1 tespit

edilemedi.

Cizelge 3.6. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’in preovulatér LH artis1 baslangic zamani
(PO LH-ilk), preovulatér LH artisnin bitis zaman1 (PO_LH-Son), preovulatér LH pik
zamani (PO_LH-Pik), preovulatér LH dalga siiresi (PO_LH-Siire) (saat) preovulatdr LH pik
konsantrasyonu (PO_LH-Pik-ng) (Mean+Std Dev) ve istatistiki dnemleri (p<0,05)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p
PO_LH-ilk 39,48 + 6,80 41,08 4,69  37,87+8,56 0,361
PO_LH-Pik 48,28 + 7,25 48,74 +4,55  47,70+8,94 0912

PO LH-Son  57,75+7,55" 59,11 +523* 50,21 +14,80° 0,017**

PO LH-Siire 18,63 +721* 18,03 +5,00"° 12,55+6,93"  0,009%*

PO _LH-Pik-ng 24,68 = 11,69"" 3845+27,51* 21,11+17,97" 0,030%

Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasinda istatistiki fark bulunmaktadir.
* Gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,05)
** Gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,01)

Preovulator LH Profili

PO_LH-ilk PO_LH-Pik PO_LH-Son  PO_LH-Siire  PO_LH-Pik-ng

Sekil 3.5. Grup 1, Grup 2, Grup 3’iin PO_LH-ilk, PO_LH-Pik, PO_LH-Son, PO_LH-
Siire, PO_LH-Pik-ng degerleri
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4. TARTISMA

Bu arastirmada pirlak wki koyunlarda, Kp-10’un preovulator LH profili ile
reprodiiktif parametreler lizerindeki etkileri arastirildi. Senkronizasyondan sonra tek
veya aralikli iki kez uygulanan Kp-10’un, preovulatér LH profili ve reprodiiktif
parametrelere olan etkisi ve bununla beraber pirlak ki koyunlara ait P4, E,, LH

hormon profillerine ait veriler tespit edildi.

Sunulan arastirmada Grup 1 (% 85), Grup 2 (% 80) ve Grup 3’te (% 80) tespit
edilen Ostriis oranlari, bazi arastirmacilarin elde ettikleri Ostriis oranlarindan diisiik
(Oyediji ve ark., 1990; Beck ve ark., 1996; Godfrey ve ark., 1999; Vinoles ve ark.,
2001; Menchaca ve ark., 2004b; Kohno ve ve ark., 2005; Tiirk ve ark., 2008; Ali ve
ark., 2009; Ozyurtlu ve ark., 2010; Fierro ve ark., 2011; Kasik¢1 ve ark., 2011;
Olivera-Muzante ve ark., 2011b) bazilar1 ile benzer (Alnimer ve ark., 2005; Ataman
ve Akoz, 2005; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005), bazilarindan ise yiiksek (Husein ve
Kridli, 2002; Husein ve Ababneh, 2008; Martemucci ve D'Alessandro, 2010) olarak

tespit edilmistir.

Senkronizasyon c¢alismalarindan sonra Ostriis tespit siiresine bagli olarak Gstriis
oranlar1 degisebilmektedir. Nitekim sunulan arastirmada kog etkisinin preovulator
LH  profilini  etkiliyebilecegi  diisiiniilerek ~ koyunlarda  Ostriis  takibi
gerceklestirilmemistir. Tiim gruplardaki koyunlar sadece 42-43. saatler icerisinde
ciftlestirilmis ve Ostriis oran1 sadece bu saatte tespit edilmistir. Ostriis takip uzunlugu
arttikca Ostriise gelen koyun sayisindaki artis ve dolayisi ile Ostriis oranmin
yiikselmesi (Menchaca ve ark. 2004b; Letelier ve ark., 2011) diger ¢alismalarda 72
saat ve daha uzun siireli Ostriis takibinin gergeklestirilmesi, yapilan aragtirmaya gore
yiiksek Ostriis oraninin sebebi olabilir. Ayrica kog etkisinin Gstriis profilini ve Ostriis
davranisini uyararak Ostriis oranini arttirmast (Romano ve ark., 2001; Evans ve ark.,
2004) belli araliklarla arama kogu kullanilan bu ¢aligmalarda yiiksek Ostriis oranina
yol agmus olabilir. Ostrus oranlariyla ile ilgili arastirmalarda Ostriis tespit siiresinin

yaninda, senkronizasyon amaciyla kullanilan PGF,,’nin dozunun da Ostrus oranini
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etkiledigi tespit edilmistir. Uygulanan PGF,, dozu yiikseldik¢ce hem uygulama 6striis
araliginin kisalmasi hem de Ostriis oraninin yiikselmesi (Loubser ve Van Niekerk,
1981; Contreras-Solis, 2009a; Olivera-Muzante ve ark., 2011b) yapilan arastirmada
kullanilan yiliksek doz PGF,, nin hizli luteal regrasyona yol acarak ¢iftlesme saatinde
koyunlarda Ostriis oranini arttirdig1 ve bu nedenle PG veya PGF,, uygulayan ve daha
uzun siireli Ostriis takibi gergeklestiren diger caligmalara gore benzer veya daha

yiiksek Ostriis oranina yol agmis olabilir.

Ostriis orani, rk (Gonzalez-Afiover ve ark., 2007), senkronizasyon yontemi
(Godfrey ve ark., 1999; Martemucci ve D'Alessandro, 2011), mevsim (Hashem ve
ark., 2011), PGF;, analogu (Rigvanl ve ark., 2010), PG analogu (Husein ve Kridli,
2002), PG dozu (Kasik¢t ve ark., 2011), eCG uygulamasi (Dogan ve Nur, 2006),
eCG dozu (Kasiker ve ark., 2011), PGF,, ve PG araligi (Houghton ve ark., 1995;
Vinoles ve ark., 2001), beslenme, stres ve yas (Menchaca ve ark., 2004b) gibi
faktorler tarafindan etkilenebilmesi, yapilan arastirma ile diger ¢alismalar arasindaki

farkli bulgularin nedeni olarak diistiniilmektedir.

Yapilan arastrmada Grup 1 (% 52.94), Grup 2 (% 50) ve Grup 3’te (% 50)
tespit edilen gebelik oranlari, bazi arastirmacilarin elde ettikleri gebelik oranlarindan
diisiik (Beck ve ark.,1996; Vinoles ve ark., 2001; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005;
Ataman ve Akoz, 2006; Ali ve ark., 2009; Tirk ve ark., 2008; Martemucci ve
D'Alessandro, 2010; Ozyurtlu ve ark., 2010; Fierro ve ark., 2011; Kasik¢1 ve ark.,
2011), bazilar1 ile benzer (Walker ve ark., 1989b; Husein ve Kridli, 2002; Alnimer ve
ark., 2005; Ali, 2007; Talebkhan Garoussi ve ark., 2012), bazilarindan ise yliksek
(Fukui ve ark., 1999; Menchaca ve ark., 2004b; Reyna ve ark., 2007; Husein ve
Ababneh, 2008; Awel ve ark., 2009; Fukui ve ark., 2010; Olivera-Muzante ve ark.,
2011a, 2011b) olarak tespit edilmistir.

Ostriis siklusunun 10. giinii uygulanan PGF,, nin, ¢iftlesmeden 2 saat sonra
serviks’te bulunan spermatozoa sayisini yaklasik 3 kat diistirdiigii (Hawk ve Cooper,

1977), PGF,, ile yapilan senkronizasyon sonrasinda koyunlarmm % 90’ninda
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ovulasyon varlig1 belirlense de, ciftlesmeyi takip eden 24. saatte koyunlarin sadece %
60’min ovidukt kanalinda spermatozoa tespit edildigi bildirilmektedir (Hawk, 1973).
Sunulan ¢alismada ciftlesme saatinde Ostriis oranim arttirmak i¢in kullanilan yiiksek
doz PGF,,’nin, yetersiz sayida motil spermatozoa’nin ovidukt kanalma go¢ etmesine
yol agarak gebelik oranlarmi disilirdiigii diisiiniilmektedir. Ayrica kog¢ etkisinin
preovulator LH artisini etkiliyebilecegi diisiiniilerek tiim koyunlar bir saat igerisinde
ciftlestirilmistir. Koyunlar bu siire icerisinde sadece bir kez ciftlestirilerek koglar en
kisa siirede uzaklastirilmistir. Gebelik orami yiiksek olan calismalarda ise koyunlar
Ostriis boyunca birden fazla sayida, ayni veya farkli kocla ¢iftlesmesi, ¢iftlestirilmesi
veya belli araliklarla iki kez suni tohumlama yapilmasi, ovulasyon zamaninda
ovidukt’ta olabilecek motil spermatozoa sayisinda artisa yol actig1 ve bunun gebelik

oranlarini ytikselttigi diistiniilmektedir.

Bu arastirmada Grup 1 (0,65), Grup 2 (0,69) ve Grup 3’te (0,63) tespit edilen
fekondasyon orani, bazi arastirmacilarin elde ettikleri fekondasyon oranindan diisiik
(Ataman ve Akoz, 2006; Tiirk ve ark., 2008; Ozyurtlu ve ark., 2010; Fierro ve ark.,
2011) veya biiylik (Husein ve Ababneh, 2008; Olivera-Muzante ve ark., 2011a,
2011b) olarak belirlendi. Yapilan ¢aligmalarda Ostriis oran1 ve elde edilen yavru
sayismnin farkli olmasi, fekondasyon oranlarmi etkiledigi belirlenmistir. Grup 1
(1,22), Grup 2 (1,38) ve Grup 3’te (1,25) tespit edilen prolifikasyon orani, bazi
arastirmacilarm elde ettikleri prolifikasyon oranindan diisiik (Karaca ve ark., 2009;
Kasike¢1 ve ark., 2011; Martemucci ve D’Alessandro, 2011) benzer (Fierro ve ark.,
2011) veya biiyiik (Husein ve Ababneh, 2008; Tiirk ve ark., 2008; Ozyurtlu ve ark.,
2010; Olivera-Muzante ve ark., 2011a, 2011b; Zonturlu ve ark., 2011) olarak
belirlendi. Yapilan ¢alismalarda gebe kalma orani ve elde edilen yavru sayisinin fakli

olmasi, prolifikasyon oranlarmi etkilemistir.

Sunulan calismada gebelik, fekondasyon ve prolifikasyon oranlarmin diisiik
belirlenmesinin nedeni yiiksek doz PGF,, kullanilmasi olabilir. Ciinkii ¢ift doz
prostaglandin ile yapilan senkronizasyonun, ovulasyon oncesi follikiiler dinamigi
bozdugu, preovulatér follikiil’iin fonsiyonunu ve final maturasyonunu etkiledigi

(Barrettve ark., 2002; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005), ciftlesmeden onceki luteal
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donemde ve ovulasyon Oncesi veya sonrasi P, diizeyini diisiirerek gebe kalma,
prolifikasyon ve fekondasyon oranlarimi azalttig1 ileri siiriilmektedir (Fierro ve ark.,
2011). Ayrica wkin (Fair ve ark., 2005; Gonzalez-Afover ve ark., 2007; Richardson
ve ark., 2011), senkronizasyon yonteminin (Olivera-Muzante ve ark., 2011a),
kullanilan PGF,, / PG analogu ve dozunun (Olivera-Muzante ve ark., 2011b), PGF,,
/ PG uygulama araliginin (Emsen ve ark., 2011), eCG uygulama zaman1 ve dozunun
(Quintero-Elisea ve ark., 2011), yasin (Fukui ve ark., 2010), VKS’nun (Fukui ve
ark., 2010), kog etkisinin, tohumlama yontemi ve mevsimin, gebelik, prolifikasyon
ve fekondasyon oranlarini etkilemesi, sunulan arastrma ile yapilan g¢alismalar

arasindaki farkli bulgularin nedeni olabilir.

Kisspeptin 10’'un GnRH noronlarinda bulunan Kiss1r reseptorlerine baglanarak
LH salmimma yol a¢tig1 pek cok tiirde belirlenmistir. Intravendz yolla, koyunda
0.54-0.65 ng/kg (Caraty ve ark., 2007), kecide 1pg/kg (Hashizume ve ark., 2010),
prepubertal diivede 4.76 pg/kg (Kadokawa ve ark., 2008), inekte 0.13 pg/kg
(Withlock ve ark., 2008) dozunda uygulanan Kp-10, LH artisina yol agmistir. Farkl
memeli tiirlerinde Kp noronlarmin merkezi sinir sistemin farkli bolgelerine lokalize
olmalar1 ve bu nedenle hipotalamus basta olmak {izere Kisslr dagilimlarindaki
bolgesel farkliliklar, tiirler arasinda uygulanan Kp’nin, GnRH ndoronlarini uyarma
derecesini etkiliyerek LH artis1 i¢in gerekli Kp dozunda tiirler arasinda cesitlilige yol
acmus olabilir. Ayrica inek, domuz ve rat gibi canlilarda Kp’nin direkt olarak hipofizi
etkiliyebilmesi (Gutierrez-Pascual ve ark., 2007; Suzuki ve ark., 2008; Ezzat ve ark.,
2010), E,’lin gonodatropik hiicrelerde, Kp’ne olan duyarliligi arttirmasi (Ezzat ve
ark., 2010), Ostrus siklus donemlerine ve mevsime bagli olarak Kissl, Kisslr ve Kp
sisteminde degisiklikler, yapilan caligmalarda LH artis1 i¢in gerekli Kp dozunu
etkiledigi diistiniilmektedir.

Smith ve ark. (2009a) iireme doneminde ¢ift doz PGF,, ile senkronize edilen
koyunlarda, uygulama sonu 24, 40. saat ile 10. giinde, tek doz i.v 20 pg ve 250 ug
Kp-10 uygulamasinin LH artisina yol a¢tigini, ancak her iki dozda da 40. saat Kp-10
uygulamasinin diger uygulamalara gore LH salinimini daha etkili uyardigmi tespit

etmiglerdir. Smith ve ark. (2009a) 40. saat 20 ve 250 ug Kp-10 sonrasinda LH
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diizeyini 20 pg Kp grubunda 40.5. saatte 0.5-1 ng/ml, 41. saatte 0.5 ng/ml, 250 pg
grubunda ise 40.5. saatte 1.5-1 ng/ml, 41. saatte 0.5-1 ng/ml ve uygulamay1 takip
eden 180. dk ise yaklasik 0.5 ng/ml diizeyinde belirlemistir. Uygulanan Kp dozu
yiikseldikge hem salman LH diizeyinin artmasi hem de LH’in bazal diizeye
gerilemesinin daha uzun siirmesi, GnRH noronlarinin uyarilma kapasitesine bagh
olabilir. Koyunlarda luteal ve follikiiler donemde uygulanan Kp sonrasinda salinan
GnRH diizeyinin ve Kisslr mRNA ekspresyonlarmin benzer oldugu tespit edilmistir
(Smith ve ark., 2011). Baz1 canlilarda Kp direkt olarak gonadotroplar1 etkilese de,
hipotalamus ve hipofiz baglantis1 kesilmis koyunlarda bu sonug tespit edilememistir
(Smith ve ark., 2008a). Bu nedenle preovulator donemde Kp’nin daha yiiksek LH
artisina yol agmasi, gonodatroplarin GnRH’a olan duyarliligin bu donemde daha da

artmasina bagli olabilir.

Smith ve ark. (2011) sunulan arastirma ile benzer sekilde senkronize ettikleri
koyunlara, uygulama sonu 40. saatte, benzer dozda (50 pg) Kp-10 uygulamasi
gerceklestirmis ve uygulamayi takip eden 30 ve 60. dk’da LH diizeyini yaklasik 1.5
ve 0.5 ng/ml, 180.dk ise bazal diizeyde belirlemistir. Yapilan arastirmada ise hem
Kp-10 uygulanan gruplarda hem de kontrol grubunda 39, 40 ve 40.5 saatte tespit
edilen LH diizeyi belirtilen c¢alismalara gore daha yiliksek bulunmustur. Bu
yiiksekligin ana sebebi preovulator LH dalga artisinin Pirlak k1 koyunda daha erken
baslamasi olabilir. Tiim gruplarda 40.5 ve 41. saatte LH 1 bazal diizeyin lizerinde
olmasindan dolay1 istatistiki bir dnem belirlenemese de, 39. saatte Grup 1 ve Grup
2’de tespit edilen LH diizeyinin, 40.5 saatte yaklasitk 1 ng/ml artmasi, diger

calismalarda elde edilen artis diizeylerine benzerlik gostermektedir.

Calismalarda Kp uygulamasinin preovulatér LH dalga baslangicina yakin bir
zamanda daha etkili oldugu bulgusuna ulasilmis ancak preovulatéor LH pikine yakin
saatte uygulanan Kp-10’un etkisini arastiran ¢alismaya rastlanilmamistir. Sunulan
arastirmada ise Grup 2’de 50. saatte preovulator LH pik zamanina paralel uygulanan
Kp-10’un, 50.5. saatte LH 1n ani bir pik yapmasina veya 49. saatte yiiksek olan LH
diizeyinin daha da artmasma yol agtig1 belirlendi. Bu uygulama ile Grup 2’de 50.5.
saatte tespit edilen LH diizeyi Grup 3’e gore 10 kat daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu
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sonucun, pik zamanina yakin ya gonadotroplarin GnRH’a olan duyarliliklarmin en
iist diizeyde olmas1 ya da follikiiler donemde gonodatroplara direkt olarak etkisinin
olmadig1 tespit edilen Kp’nin, pik zamaninda direkt olarak gonodatroplar1

etkilemesine bagl olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.

Caraty ve ark. (2007) iireme doneminde, 0-14. giin CIDR ve 14. giin PGF,,
uygulanarak senkronize ettikleri koyunlara, uygulamayi takip eden 30. saatte
baslayarak 8 saat boyunca araliksiz toplam 5000 pg (100 pg/kg) Kp-10 uygulamasi
gerceklestirmis, 32. saatte koyunlarda LH artisinin basladigi, 10 saatlik bir siirede
koyunlarin tamaminda LH pikinin gerceklestigini, kontrol grubunda ise LH pikinin
daha gec (44-60 saat) basladigmi ve 64. saate kadar koyunlarda tespit edilen pik
oranini % 55.5 oldugunu bildirmislerdir. Sunulan arastirmada ise gruplar arasinda 64.
saate kadar tespit edilen LH pik orani, Grup 1’de % 95, Grup 2’de % 90 ve Grup 3’te
% 80 olarak belirlendi. Grup 3’te tespit edilen bu oraninin Caraty ve ark. (2007) nin
kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasinin nedeni, basta ik ve senkronizasyon
farkliligina bagh olarak Grup 3’iin preovulator LH pikinin 64. saate kadar biiylik
oranda tamamlanmasi olabilir. Gruplar arasinda 41-51. saatte Grup 1’de % 60, Grup
2’de % 80 ve Grup 3’te % 40 oraninda LH pikinin ger¢geklesmesi ve Grup 2’de
sadece bir koyunda 55. saat itibariyle LH piki gerceklesirken, Grup 2’de 4 ve Grup
3’te 6 koyunda LH pikinin gerceklesmesi, preovulator LH dalga artis1 ve bu artisi
takip eden 10. saatte uygulanan Kp-10’un, LH pik dagilimini1 10 saatlik bir zaman
dilimi igerisine senkronize ettigini gostermektedir. Bu bulgu Caraty ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢aligma ile kismi paralellik gostersede, arastiricilarin araliksiz ve daha
yiiksek dozda Kp-10 uygulamasi, yapilan arastirmaya gore cok daha kisa siirede LH
pikini olusturarak tiim koyunlarda preovulator LH pikininin daha erken

tamamlanmasia yol agmistir.

Hipofizin GnRH’a cevap verme yeteneginin, preovulator LH dalgasinin
basladig1 saatlerde daha cok arttigi belirtilmistir (Smith ve ark., 2011). Ostriis
baslangicindan ve preovulator LH pikinden 6nce uygulanan GnRH’mn preovulator
LH artigin1 destekliyebilecegi ancak uygulanan GnRH’m, LH piki kendiliginden

gergeklesmis ise LH artis1 icin 6nemli bir etkisinin olmayacagi vurgulanmistir (Perry
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ve Perry, 2009). Bunun nedeni olarak; prevulator LH salmimindaki artis ile birlikte
dalga siiresince gonadotroplarda pulsatil LH salinimi ve LH miktarini etkileyen
sekretuar graniil sayisi, depolanan LH diizeyi ve GnRH reseptor sayisinin azalmasi
kabul edilmektedir (Brooks ve ark., 1993; Taragnat ve ark., 1998; Crawford ve ark.,
2000). Sunulan arastirmada Grup 1 ve 2’de, Kp-10 uygulama saati oncesinde LH
piki ve dalgas1 gerceklesmis koyunlarda, uygulama sonrasinda belirgin bir LH
artiginin tespit edilememesinin nedeni olarak, bu graniillerin LH dalgasma paralel

olarak sayica azalmasi veya depolanan LH’ 1 azalmasi ileri siiriilebilir.

Sunulan projede, Kp-10 uygulamasinin fertilite paremetrelerini etkilemedigi
belirlendi. Koyun ve ineklerde preovulator donemde uygulanan GnRH veya
hCG’nin, reprodiiktif paremetreler iizerine olan etkilerine yonelik, farkli sonuglar
tespit edilmistir. Baz1 arastiricilar GnRH veya hCG’nin reprodiiktif parametreleri
etkilemedigini, bazilar1 yiikselttigini, bazilar1 ise azalttigini bildirmislerdir (Lewis ve
ark., 1990; Mee ve ark., 1993; Khan ve ark., 2003; Funston ve ark., 2005; G6émez-
Brunet ve ark., 2007; Tiirk ve ark., 2008; Fields ve ark., 2009; Perry ve Perry, 2009;
Paksoy ve Kalkan, 2010). Ineklerde &striis baslangicindan, 8-13 saat sonra uygulanan
GnRH’m, LH pulslarina bir etkisinin olmadig1 bildirilmis ancak daha ge¢ saatte
uygulanan GnRH’1n ovulasyon aninda LH salinim sikligin1 azaltarak kalitesiz CL’un
sekillenmesine ve diisiikk diizeyde progesteron sekresyonuna yol agmasina bagli

olarak, gebelik oranini etkileyebilecegi bildirilmistir (Fields ve ark., 2009).

Uygun saat ve sayida uygulanmayan GnRH, ovulasyon zamaninda LH salinim
sikliginda degisikliklere, hipofiz GnRH reseptér sayisinin azalmasi sonucu LH
diizeyinde diismeye, hipofiz hiicrelerinin pulsatii GnRH salinnmmna karsi
duyarsizlasmasina, CL’un gelisimi i¢in gerekli LH salmim sikliginin ve LH
diizeyinin olumsuz yonde etkilenmesine yol acabilir. Bu nedenle preovulator
donemde uygulanan GnRH’m fertilizasyon iizerinde farkli sonuglara yol agmasi,
calismalarda uygulanan GnRH’m preovulatéor LH dalgasinin baslangicina, ortasina
ve bitis donemlerine denk gelmesine bagli olarak gercgeklestigi diisiiniilmektedir.
Bununla beraber GnRH veya hCG kullaniminin ovulasyon ertelenmesi veya

gecikmesi olan hayvanlarda gebelik oranini arttirdigi, ozellikle repeat breeder,
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sicaklik stresi basta olmak iizere cesitli stres faktorlerine maruz kalmis ineklerde
gebelik oranini arttirdigi, uygun saatte uygulanan GnRH ve hCG’nin ovulasyon
zamanlarindaki varyasyonlarin Oniine gecerek sabit zamanli tohumlama yapilan
hayvanlarda gebelik oranini arttirabilecegi belirtilmektedir (Stevenson ve ark., 1990;
Kaim ve ark., 2003; De Rensis ve ark., 2008; Colazo ve ark., 2009; De Rensis ve
ark., 2010). Sunulan bu arastirmada da hem gruplar arasinda LH dalga artis1 ve
pikinin benzer saatte gerceklesmesi hem de tiim gruplarda 48. saatte belirlenen bazal
P, diizeyinin 72. saatte yaklasik 2 kat artmasi, gruplar arasinda ovulasyon
ozelliklerinin benzer oldugunu gostermektedir. Bu nedenle arastirmada kullanilan
koyunlarda ovulasyon ertelenmesi gibi fertiliteyi olumsuz etkileyen durumlar ile
karsilagilmadigr ya da kontol grubunda ovulasyon gecikmesi olsa bile spermanin
fertilizasyon saati icerisinde canliligimi korumasi, gruplar arasinda benzer fertilite
paremetrelerine yol agmig olabilir. Bununla beraber Caraty ve ark. (2007), Kp-10
uygulamasini takip eden 5. giinde Kp-10 ile kontrol grubunun ovaryumunda, benzer
sayida CL tespit etmesi, senkronizasyon sonu Kp-10 uygulamasimnin ovulasyon orani

iizerinde c¢arpici bir etkisinin olmadigimi diisiindiirmektedir.

Bu arastirmada Grup 1 (126,58 + 79,96 ng/ml), Grup 2 (168,05 + 132,91
ng/ml), Grup 3’te (83,05 £+ 82,89 ng/ml) 55. saate kadar salinan toplam LH miktar1
(AUC_LHS55) istatiksel olarak onemli bulundu. Grup 2°’nin LH AUC diizeyinin
kontrol grubuna gore 2 kat daha yiiksek olmasi, Kp-10 uygulamasinin potansiyel
olarak LH salinimimi arttirdigini gostermektedir. Logaritmik trapezoidal kurala gore
hesaplanan LH AUC diizeyi, LH 1n dalga uzunluguna ve pik diizeyinin yiiksekligine
bagl olarak degismektedir. Grup 2’ de hem LH pik diizeyinin kontrol grubuna gore
yiiksek olmas1 hem de preovulator LH dalga siiresinin daha uzun olmasi, salinan LH
miktarim arttirarak LH AUC diizeyinin, kontrol grubuna gore daha yiliksek olmasina
yol agmustir. Benzer sekilde Grup 1’inde hem LH dalga uzunlugunun hem de LH
pikinin kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasi LH AUC degerinin daha yiiksek

olmasina yol actig1 diisiiniilmektedir.
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Sunulan calismada Grup 2’de LH pik diizeyinin ve 64. saate kadar toplam
salman LH diizeyinin (AUC _LH64) kontrol grubuna gore 2 kat daha yiiksek
olmasina ragmen, reprodiiktif parametreler lizerine her hangi bir istatiki 6nemi tespit
edilemedi. Bu durum LH pikinin ovulasyonu hangi 0Olgiide etkilediginin veya
ovulasyon i¢cin minumum LH diizeyinin ne olmasi gerektigini diisiindiirmektedir.
Mandalarda granuloza hiicrelerine ¢ok kii¢lik diizeyde (1 ng/ml) LH uygulamasinin,
ovulasyon i¢in gerekli olan LH reseptorii ile gen ekspresyonunu, 2 saat igerisinde
arttirtiginin ve LH uygulamasimi takip eden 6 saat iginde bu gen ekspresyonunun pik
yaparak 18 saat boyunca maksimum diizeyde oldugunun tespit edilmesi (Monga ve
ark., 2011) ovulasyon i¢in ¢ok yiiksek diizeylerde LH pikine gereksinim

olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Ovulasyon ve CL’un formasyonu i¢in LH pik diizeyinin yiiksek veya diisiik
olmasindan ziyade, preovulator LH dalga uzunlu§unun o6nemli oldugu, CL
formasyonu i¢cin 10 saatlik bir preovulator LH artisinin  yeterli oldugu
belirtilmektedir (Mee ve ark., 1993, Schmitt ve ark., 1996, Kaim ve ark., 2003,
Fields ve ark., 2012). Sunulan arastirmada, Kp uygulanan gruplarda preovulator LH
dalga siiresinin kontrol grubuna gore 6 saat kadar daha uzun olmasma ragmen
reprodiiktif parametreler arasinda herhangi bir istatiki fark belirlenememistir. Grup
3’te ovulasyon i¢in yeterli uzunlukta (12 saat) LH artisinin olusmasi, benzer

reprodiiktif paremetrelerin nedeni olabilir.

Bu arastirmada gruplarda LH dalga artisinin baslama saati, baz1 arastirmacilara
gore daha erken (Keisler ve ark., 1989; Souza ve ark., 1999), benzer (Kaya ve ark.,
2005; Ben Said ve ark., 2007; Fair ve ark., 2007; Contreras-Solis ve ark., 2009a,
2009b; Salem ve ark., 2010) veya daha ge¢ (Deaver ve ark., 1986; Menegatos ve
ark., 2003) bir saatte, benzer sekilde LH pik saati de baz1 arastirmacilara gore daha
erken (Keisler ve ark., 1989; Dobson ve ark., 1997; Rubianes ve ark., 1997; Souza
ve ark., 1999; Picazo ve ark., 2000; Yildiz ve ark., 2003) benzer (Contreras-Solis ve
ark., 2009a) veya daha ge¢ (Deaver ve ark., 1986; Kaya ve ark., 2005; Contreras-
Solis ve ark., 2009b) bir saatte tespit edilmistir. Koyunlarda E,, hem gonadotropin

sekretuar hiicrelerini direkt olarak hem de hipotalamus GnRH hiicrelerini uyararak
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LH salmimi etkiliyebilmesi, LH dalga baslangic1 i¢in, E, yiikselisinin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Koyunlarda GnRH’ 1 yoklugunda E,’nin doza bagli olarak
LH salimimini arttirmasi, E;’nin hipofiz gonadotrop hiicrelerini direkt olarak
etkilediginin bir gostergesidir. Ancak E,’ nin preovulator ylikselisi hipofizdeki GnRH
reseptorii  i¢in gerekli mRNA artisindan sonra gergeklesmesi, bu donemde E,
yiikselisinden ziyade, dolasimdaki P4 diizeyindeki diisiis hizina bagli olarak,
hipofizde GnRH’a olan duyarliligin artmasi sonucunda GnRH artisinin gergeklestigi
ongoriisii hakimdir (D1 Gregorio ve Nett, 1995; Nett ve ark., 2002). Bu nedenle
yapilan calismalarda dolasimda P4 diizeyinin diisiis hiz1 ile E; diizeyinin yiikselis
hizlarmin farkli olmasi, caligmalar arasindaki LH dalga baslangic ve pik saatini
etkiliyerek farkli bulgular elde edilmesinin nedeni olabilir. Bununla beraber follikiiler
donemde hipotalamus ve hipofizin, dolasimdaki E, diizeyine cevap verme yetenegi
ve uyarilma siiresinin irka bagl olarak degistiginin tespit edilmesi (Ben Said ve ark.,
2007), sunulan arastirma ile diger ¢alismalarda kullanilan irklarmn farkli olmasi, LH
dalga baslangi¢ saati basta olmak iizere preovulator LH profilinde farkli bulgularin

elde edilmesinin nedeni olabilir.

Sunulan arastrrmada Grup 1 (24,68 + 11,69 ng/ml), Grup 2 (38,45 + 27,51
ng/ml) ve Grup 3’te (21,11 = 17,97 ng/ml) tespit edilen LH pik diizeyi, bazi
arastrmacilarin elde ettikleri pik diizeyinden diisiik (Acritopoulou ve Haresign,
1980; Keisler ve ark., 1989; Rubianes ve ark., 1997; Batista-Arteaga ve ark., 1998;
Souza ve ark., 1999; Kaya ve ark., 2005), daha yiiksek (Dobson ve ark., 1997), bazi
arastiricilarin tespit ettikleri pik diizeyi Grup 1 ve 3’ gore benzer (Contreras-Solis ve
ark., 2009; Letelier ve ark., 2011) veya daha yiiksek iken (Picazo ve ark., 2000) Grup
2’ye gore daha disiik olarak tespit edilmistir. Koyunlarda ARC bdlgesindeki
hiicrelerde ve median eminens’in GnRH noérosekretuar terminal liflerinde, GnRH ile
Kp hiicrelerinin kolonize halinde bulunmasi, hipofizer portal sisteme birlikte
salmarak hipofiz gonadotroplarinda bulunan GnRH/Kp reseptorlerini sinerji
icerisinde uyardig1 diisiiniilmektedir (Kotani ve ark., 2001; Pompolo ve ark., 2006;
Smith ve ark., 2011). Bu goriisii, GnRH anti serumunun Kp’nin LH salgilatici
etkisini bloke etmesi veya Kp antiserumunun GnRH’1 bloke etmesi, Kp ile GnRH’1n

etkilesim igerisinde olduklarini destekler niteliktedir (Arreguin-Arevalo ve ark.,
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2007; Roseweir ve ark., 2009, Pineda ve ark., 2010; Risvanlh ve ark., 2010). Ayrica
Kp-10 uygulamasinin, GnRH uygulamasina gére daha diisiik diizeyde ancak daha
kisa siirede LH pikine yol a¢gmasi (Kadokawa ve ark., 2008) Kp’nin, GnRH
noronlarndan hipofizer portal sistemine GnRH salinimini uyararak hipofizden LH
salinimma yol actigimin gostergesi olabilir. Sunulan arastirmada preovulatér LH pik
zamaninda uygulanan Kp, hipotolamustaki GnRH néronlarmi tetiklemis, GnRH’1n
gonadotroplar iizerindeki uyarma giiciinii arttirmig ve zaten bu donemde yiiksek olan
GnRH ile birlikte gonadotrop hiicrelerini etkiliyerek LH pik diizeyini arttwrmis

olabilir.

Bu arastirmada Grup 1 (18,63 = 7,21), Grup 2 (18,03 + 5,00) ve Grup 3’te
(12,55 £ 6,93) tespit edilen LH dalga siiresi, bazi arastirmacilarin (Quirke ve ark.,
1979; Kaya ve ark., 2005) tespit ettikleri siireden daha uzun iken bazi
arastirmacilarin tespit ettikleri LH dalga stiresi, Grup 1 ve 2’ye benzer olarak tespit
edilmistir (Contreras-Solis ve ark., 2009; Letelier ve ark., 2011). Hipofizin uyarilma
derecesi ve siiresi, depo tarzinda salinan LH miktari, LH m pik diizeyine ¢ikis ve
bazal diizeye inme hizi, LH dalga siiresini etkiliyebilmektedir. Grup 1 ve 2°de LH
dalga stiresinin Grup 3’e gore daha uzun olmasi, 40. saatte uygulanan Kp’nin, GnRH
hiicrelerini etkilemesine veya bazal LH diizeyini ylikseltmesine bagli olarak
gerceklestigi diistiniilmektedir. Koyunlarin follikiil sayisin1 ve ¢apini, preovulator
follikiil gelisimini, follikiiler donemdeki P4 / E2 diizeyini, hipotalamus ve hipofizde
GnRH ve LH salmiminda rol oynayan aktif hiicre ve néron sayilarmi, néronlarin
uyarilma derecelerini, GnRH/LH salmim sikligmi etkiliyen pek cok faktoriin,
preovulatér LH profilini etkilemesinden dolay1 ¢alismalar arasinda farkli bulgulara

yol agmis olabilir.

Letelier ve ark. (2011), 0-10.giin PGF,, ve 0-14.giin FGA ile senkronize
etkileri gruplarda LH dalga baslangicini 50 ve 58. saatte, LH pikini 60 ve 65. saatte,
LH dalga bitisini 68 ve 71. saatte, LH dalga siiresini 17 ve 13 saat, LH pik diizeyini
23 ve 32 ng/ml, LH AUC diizeyini 145 ve 219 ng/ml, bazal LH diizeyini ise 0,55 ve
0,21 ng/ml olarak tespit etmesi, ayrica Contreras-Solis ve ark. (2009b) ovulasyonu

takip eden 3, 5, ve 7. giinlerde PGF,, uyguladiklar1 gruplarda uygulama sonu LH
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dalga baslangicin1 30.0 £ 1.7, 36.7 £ 2.6, 42.9 + 1.9. saatte, LH pikini 36.7 £1.9, 44.6
+ 2.4, 50.9 £ 1.7. saatte, LH dalga bitisini 48.0 £ 2.1, 56.7 + 2.4, 60.7 £1.2. saatte,
LH dalga stiresini 18.0 £ 0.9, 20.0 = 1.0, 18.7 &+ 1.3 saat, LH pik diizeyini 26.3 + 2.5,
28.0 £4.4,32.9 + 4.8 ng/ml, LH AUC diizeyini 148.0 + 20.4, 165.4 £ 24.5, 196.9 +
29.1 ng/mL, bazal LH diizeyini ise 0.4 + 0.1, 0.6 + 0.1, 0.7+ 0.1 ng/mL olarak tespit
etmesi, senkronizasyon yonteminin follikiiler gelisimi ve maturasyonu, LH dalgas1
oncesi P4 diisiis hizt veya E, yiikselis zamanini, GnRH/LH salinim siklig1 artis
zamanini etkilemesine bagli olarak, preovulator LH profilini etkiliyebilecegini

gostermektedir.

Temel olarak irk ve senkronizasyon yonteminden etkilenen preovulatéor LH
profili stres (Martin ve ark., 2008; Pierce ve ark., 2009; Wagenmaker ve ark., 2009;
Saifullizam ve ark., 2010), eCG kullanim1 (Ainsworth ve ark., 1983), P4 diizeyi
(Husein ve Ababneh, 2008), E2 diizeyi (Joseph ve ark., 1994; McDowell ve ark.,
1998) beslenme ve yastan da etkilenebilmesi yapilan arastrma ile g¢aligmalar

arasindaki farkli bulgularin nedeni olabilir.

Gruplar arasinda Ostriis’ta tespit edilen E; diizeyi, arastiricilarin tespit ettikleri
E, diizeyinden biiylik (Vinoles ve ark., 2001; Barrett ve ark., 2002; Gonzalez- Anover
ve ark., 2007; Fair ve ark., 2007), benzer (Menegatos ve ark., 2003) veya kiiciik
(Horoz ve ark., 1997, Ekiz ve Ozcan, 2006) olarak belirlendi. Gruplarda 48. saatte
yiiksek olan E, diizeyi preovulatér LH dalgasinin bitmesi ve P4 diizeyinin yiikselmesi
ile 72. saate diismiistiir. Gruplar arasinda 24, 48, 72. saatler tespit edilen E;’lin bu
profili, yapilan diger arastrmalar ile paralellik gostermektedir (Bartlewski ve ark.,
1999c; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2003; Gonzalez-Anover ve ark., 2007). Irk ve
senkronizasyon yonteminin follikiilerin sayisin1i ve biiylime hizmni etkileyerek,
preovulatdr donemde E, diizeyi ile E;’nin hormonal profilini etkileyebilecegi tespit
edilmistir (Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005; Fair ve ark., 2007; Gonzalez-Afover ve
ark., 2007). Koyunlarda 6striis boyunca E, diizeyinin azalip artarak dalgali bir profil
gosterdigi ve E, diizeyinde bireysel varyasyonlarin olduk¢a ¢ok oldugu belirtilmistir
(Worsfold ve ark., 1986; Menegatos ve ark., 2003; Ekiz ve Ozcan, 2006; Saifullizam

ve ark., 2010). Itk ve senkronizasyon farkliligi ile Ostriis boyunca E, diizeyinin
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dalgalanmasi, tespit edilen saatlerde E, diizeyini ve hormonal profili etkilemesine

bagli olarak caligmalarda farkli E;, diizeyinin nedeni olabilir.

Gruplar arasinda 24, 48 ve 72. saatte tespit edilen P4 diizeyi, bazi arastiricilarin
tespit ettikleri P4 diizeyinden biiyiik (Karen ve ark., 2003; Ekiz ve Ozcan, 2006;)
veya benzer (Alexander ve ark., 2008; Ali ve ark., 2009) oldugu tespit edildi.
Gruplar arasinda uygulama sonu P4 diizeyi 24 saat icerisinde hizla diiserek
Ing/ml’nin altina diismiis 24, 48 ve 72. saatlerin hormonal profili diger arastirmalarin
bulgular1 ile paralellik gostermektedir (Batista-Arteaga ve ark.1998; Godfrey ve ark.,
1999; Husein ve Haddad, 2006; Husein ve Ababneh, 2008; Letelier ve ark., 2009).
Arastirmada gebe olan koyunlarin P4 diizeyi 3 ng/ml’nin lizerinde iken gebe olmayan
koyunlarin 1ng/ml diizeyinin altinda tespit edilmesi arastiricilarin bulgular1 ile
paralellik gostermektedir (Karen ve ark., 2003; Husein ve Haddad, 2006; Alexander
ve ark., 2008; Barbato ve ark., 2009). Progesteron diizeyi irk (Bartlewski ve ark.,
1999b., Kaulfuss ve ark., 2006), mevsim (Kaulfuss ve ark., 2006), CL ve fotus sayis1
(Kalkan ve ark., 1996) ve senkronizasyon ydntemine gore degisebilecegi ileri

surilmektedir.
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5. SONUC

Sonug olarak, 10 giin ara ile 250 pg cloprostenol ile dstriis senkronizasyonu yapilan
Pirlak k1 koyunlarda, senkronizasyon sonu 40. ve 50. saatlerde 1 pg/kg uygulanan
Kp-10’un, salinan LH miktarm arttirdigi, grup i¢i preovulatdor LH dalgasmi belirli
bir zaman igerisine topladigi belirlendi. Arastirmada Kp’nin reprodiiktif parametreler
iizerinde bir etkisi tespit edilemedi. Ovulasyon ertelenmesi, gecikmesi veya
ovulasyon saati olduk¢a dagmik olan stiriilerde Kp-10’un ovulasyonlar1 senkronize
ederek, Ozellikle sabit zamanli suni tohumlama ve biyoteknolojik calismalarda

reprodiiktif parametreleri yiikseltebilecegi kanisina varild.
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OZET

Kisspeptinin Koyunlarda Baz1 Reprodiiktif Parametrelere Etkisi

Bu calismada, Kp-10 uygulamasmin koyunlarda bazi reprodiiktif parametreler ile
preovulatdr LH profili lizerine olan etkileri arastirildi. Materyal olarak benzer yas ve
agirlikta 60 pirlak koyunu kullanildi. Koyunlar her grupta 20 koyun olacak sekilde
rastgale 3 gruba ayrildi. Koyunlarin 6striis siklusu tireme doneminde, 10 giin ara ile
cift doz PGF; a (cloprostenol 250 pg, i.m) uygulamasi yapilarak senkronize edildi.
Grup 1’e, ikinci PGF, a enjeksiyonu takip eden 40. saatte bir kez Kp-10 (1 pg/kg,
1.v) uygulanirken, Grup 2’ye 40 ve 50. saat olmak tizere iki kez Kp-10 (1 pg/kg, 1.v)
uygulamasi gerceklestirildi. Grup 3’e ise Kp-10 uygulamasi yapilmadi. Tim
gruplardaki koyunlar 42-43. saatler icerisinde elde sifat yontemiyle kog ile
ciftlestirildi.

Grup 2’nin 50.5 saat plazma LH diizeyi (22,06 + 28,90 ng/ml) Grup 1 (9,15 +
11,44) ve Grup 3’e (2,27 + 3,12) gore daha yiliksek bulundu (p=0.005). Preovulator
LH dalga baslangic1 ve LH pik zamam tiim gruplarda benzer saatte gerceklesti.
Grup 2’nin (38,45 + 27,51) preovulatér LH pik diizeyt Grup 1 (24,68 = 11,69) ve
Grup 3’e (21,11 £ 17,97 ng/ml) gore daha yiiksek tespit edildi (p= 0.030). Grup 1, 2
ve 3’te LH dalga stiresi sirasiyla 18,63 £ 7,21, 18,03 £ 5,00 and 12,55 + 6,93 saat (p=
0.009) olarak belirlendi. Grup 1 (126,58 + 79,96) ve Grup 2’nin (168,05 + 132,91)
55. saat LH AUC diizeyi grup 3’e (83,05 + 82,89) gore daha yiiksek bulundu (p=
0.042).

Gruplar arasinda Ps ve E; hormon profilleri benzer olarak tespit edildi.
Gebelik tanisi ¢iftlesmeyi takib eden 30 ve 60. giinlerde ultrasonografi (Real-Time,
B-mode 6.0/8.0 MHz) ile ger¢eklestirildi. Tiim gruplarda gebelik, prolifikasyon ve
fekondasyon oranlar1 benzer olarak tespit edildi.

Sonu¢ olarak, yapilan bu calismada Kp-10 uygulamasmin LH profilini
istatistiksel agidan Onemli derecede degistirdigi ancak reprodiiktif parametreleri
etkilemedigi belirlendi.

Anahtar Kkelimeler: Kisspeptin, koyun, Pirlak, preovulator LH, reprodiiktif
parameterler.
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SUMMARY

The Effects of Kisspeptin to Some Reproductive Paremeters in Ewes

In this study, it was investigated, the effects of the administrations of Kp-10 on some
reproductive parameters and preovulatory LH profiles in ewes. As the materials of
this study, 60 Pirlak ewes of similar age and weight were used. Ewes were randomly
allocated into 3 experimental groups including 20 ewes in each. Estrous cycles were
synchronized by an PGF, a (cloprostenol 250 pg, i.m) which was administered
twice, 10 days apart in the breeding season. Following a second cloprostenol
injection, the Group 1was treated with kisspeptin-10 (1 pg / kg) once at 40™ h but the
Group 2 was treated with Kp-10 (1 pg/ kg) twice at 40™ and 50™ h. The Group 3 was
not treated with Kp-10. All group of ewes were mated with ram at 42-43™ by hand
mating system.

Group 2 (22,06 + 28,90 ng/ml) plasma levels of LH at 50.5 h was found
higher than Group 1 (9,15 + 11,44) and Group 3 (2,27 £+ 3,12) (p=0.005). Onset of
LH surge and peak time of LH occured similar time in all groups. Preovulatory LH
peak concentration of Group 2 (38,45 £27,51) was found higher than Group 1 (24,68
+ 11,69) and Group 3 (21,11 = 17,97 ng/ml) (p= 0.030). Duration of LH surge was
18,63 + 7,21, 18,03 &+ 5,00 and 12,55 + 6,93 h respectively in Group 1, 2 and 3 (p=
0.009). Levels of LH AUC at 55 h Group 1 (126,58 + 79,96) and Group 2 (168,05 +
132,91) higher than group 3 (83,05 + 82,89) (p= 0.042).

All of Group’s P4 and E2 hormon profiles were found to be smilar.
Pregnancy diagnosis was performed on day 30 and 60 post-mating by means of (B-
mode real time) ultrasonography. In all group, rates of conception, prolificacy and
fecundity were found to be similar.

As a result, in this study, it is identified that Kp-10 administration had
statistically significant alteration some LH profiles but has no effect on reproductive
parameters.

Key Words: Ewe, Kisspeptin, Pirlak, Preovulatory LH, Reproductive
parameters.
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