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1. OZET

Bu tezde, ineklere suni tohumlama ile birlikte farkli yollardan lesirelin
asetat enjeksiyonlarinin gebelik oranlar1 iizerindeki etkisi arastirildi. Materyal
olarak postpartum 50-120. giinler arasinda kendiliginden kizginliga gelen, diizenli
araliklarla sekstiel siklus gosteren ve bu siirecte herhangi bir klinik bozukluk
gostermeyen farkli irk ve yastan 180 inek kullanildi.

Materyali olusturan inekler rastgele 4 gruba ayrildi. A grubunda bulunan
(n= 50) hayvanlara suni tohumlamadan hemen sonra 50 pg lesirelin asetat tist
epidural bosluga uygulandi. B grubu (n=40), hayvanlara tohumlamadan sonra 2
ml serum fizyolojik st epidural bosluga uygulandi. C grubu (n=50), hayvanlara
suni tohumlamadan hemen sonra 50 pg lesirelin asetat kas i¢i olarak enjekte
edildi. D grubuna (n=40) ise, 2 ml serum fizyolojik kas i¢i uygulandi. A ve B
grubunda hayvanlarin gebelik oranlar (sirasiyla % 64, % 45) arasinda farkliligin
oldugu (P<0,05) goriildii. Kas i¢i uygulama yapilan C ve D grubunda gebelik
oranlar (sirasiyla % 60, % 52,5) yoniiyle farkin olmadigi (P>0,05) belirlendi.
Ayrica, epidural ve kas i¢i GnRH uygulanan gruplar arasinda da istatistiki bir
farkin (P>0,05) olmadigi tespit edildi.

Sonug olarak, kendiliginden ostriise gelen ineklere tohumlama ile birlikte
epidural yolla uygulanan GnRH enjeksiyonlarinin gebelik oranlarimi artirmada

faydali olacag: kanaatine varildu.

Anahtar Kelimeler: Inek, Lesirelin asetat, Epidural uygulama, Gebelik orani



2. ABSTRACT

Effect on pregnancy rates of injected lecirelin acetate (GnRH

analogue) after insemination in the cows

In the present thesis, the effects of lecirelin acetate injections applied in
different ways along with the artificial insemination on the pregnancy rate of cows
were investigated. As a material, 180 cows showing the spontaneous oestrus
between 50-120 days after parturition and having the sexual cycle at regular
intervals and not showing any clinical disorders during the treatment process were
used.

The cows were randomly divided into 4 groups (A, B, C and D).
Immediately after the artificial insemination, 50 pg lecirelin acetate was injected
to the sacrococcygeal epidural space of the animals in the group A (n=50). The
animals in the group B (n=40) were injected with 2 ml physiological saline
solution by the same route applied to the animals in the group A. The animals in
the group C (n=50) were injected with 50 pg lecirelin acetate by way of
intramuscular immediately after the artificial insemination. The animals in the
group D (n=40) were injected with 2 ml physiological saline solution by the same
route applied to the animals in the group C. There was a significant difference
(P<0.05) between the group A and B by the pregnancy rates of 64% and 45%,
respectively. It was detected that there was no significant difference (P>0.05) in
the pregnancy rates of the groups C and D (60% and 52.5%, respectively). In
addition, no significant difference (P>0.05) was observed between the group A
(applied epidural GnRH) and B (applied intramuscular GnRH).

As a result, it was concluded that administration of epidural GnRH
injection along with the artificial insemination to cows showing spontaneous

oestrus may be useful for increase the pregnancy rates.

Key Words: Cow, Lecirelin acetate, Epidural treatment, Pregnancy rate



3. GIRIS
3.1. Gonadotropin Salgilatict Hormonun Kimyasal Yapisi, Sentezi ve

Metabolizmasi

Gonadotropin salgilatict hormonu (GnRH), ilk olarak 1971 yilinda
Andrew V. Schally ve Roger Guillemin tarafindan izolasyon ve sentez edilmistir.
Bu buluslarindan dolay1 arastiricilar 1977 yilinda Nobel tip 6diiliinti almiglardir
(1). GnRH, 10 aminoasitten olusan, molekiil agirlig1 1182 dalton olan dekapeptit
yapida bir hormondur. Dogal GnRH’nin aminoasit dizilimi Glutamin — Histamin -
Triptofan — Serin — Tirozin — Glisin — Losin — Arjinin — Prolin - Glisin
seklindedir. GnRH’nin  kimyasal yapisinda karboksil ucunda Glutamin

bulunurken, amino ucunda Glisin bulunmaktadir (2-4).

OH

Sekil 1: GnRH'nin kimyasal yapisi

GnRH, hipotalamusta, arkuatik niikleusta bulunan yaklasik 1000 ndron
tarafindan sentezlenerek aksonlar yoluyla eminentia medialis’e taginarak burada
depo edilen bir nérohormondur (1, 2, 4). Sinirsel uyarimlar ile 20-120 dk. arasinda
degisen siirelerde, hipotalamus-hipofiz arasindaki portal dolagima pulzatil tarzda
salinarak etki bolgesi olan adenohipofize ulasir. Adenohipofizde gonadotrop
hiicrelerin yiizeyinde bulunan G proteini ile eslenmis reseptoriine baglandiktan
sonra, hiicre i¢i bir seri fizyolojik reaksiyonu baslatarak, bu hiicrelerden folikiil
uyarict hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH)’un sentezini ve salinmasini
baglatir. Boylece, hipotalamus-hipofiz-gonad yolagina dolayli etki ederek,
gametogenezis ve steroidogenezisin diizenlenmesinde 6nemli gorevler tistlenir (1,
2).



Bircok memeli tlirlinde GnRH’nin varligi ¢esitli 0l¢iim yontemleri ile
gosterilmis, organizmadaki fonksiyonlari ortaya konulmustur. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar ile baliklar, kuslar ve bazi egzotik hayvan tiirlerinde de dogal
GnRH varlig1 tespit edilmis ve memeli tiirlerinde gozlenen GnRH formlarindan
farkli kimyasal yapiya sahip olduklari goriilmiistiir. Yani GnRH, tiire 6zgii bir
hormon degildir (1, 5).

Dogal GnRH, sadece hipotalamus ve hipofiz arasinda bulunan portal
dolagima salindigi ve adenohipofizde bulunan gonadotrop hiicreler tarafindan
kullanildigr i¢in sistemik dolasimda diizeyi belirlenememektedir. Yarilanma 6mrii
cok kisa olup 2-8 dakika arasinda degisirken, sentetik GnRH analoglarinda bu
stire 3 saattir. GNRH pik seviyeye ulastiktan 6-7 saat sonra portal dolasimdaki
diizeyi belirlenemez. Kisa yarilanma Oomriine karsin hormonal aktivite saatlerce
stirer. Hipofiz, karaciger ve bobreklerde enzimatik pargcalanmaya ugrar. Biyolojik
aktivitesi 6nemli olmayan daha kiigiik peptit yapili pargalara ayrilir ve idrarla
digariya atilir (1, 5, 6).

3.2. GNRH’min Agonistleri

Son 30 y1l boyunca 2000’den fazla GnRH analogunun gelistirildigi ve test
edildigi Dbildirilmektedir (2). Biyoteknolojik yontemler kullanilarak, dogal
GnRH’nin aminoasit diziliminde farkliliklar olusturulmasi, bazi aminoasitlerin
cikarilarak yenilerinin eklenmesi ya da proteinin tersiyer ve kuarterner yapilarini
olusturan kimyasal baglarin degistirilmesi ile GnRH nin farkli agonistleri elde
edilmistir (2, 5). Elde edilen farkli agonistlerin klinik kullanimlari, yarilanma
Omiirleri, uygulama yollar1 ve reseptor affiniteleri farklilik gostermektedir.
GnRH’nin 100’iin iizerinde analogu, evcil hayvanlar, kus ve baliklarda tireme
sikluslarin diizenlenmesinde ve reprodiiktif verimlilik programlarinda siklikla
kullanilmaktadir (2, 5). GnRH agonistleri arasinda buserelin asetat, lesirelin
asetat, gonadorelin diasetat tetrahidrat, gonadorelin hidroklorit, goserelin asetat,
nafarelin asetat, triptorelin, leuprolit asetat, histrelin asetat, fertirelin asetat ve
deslorelin asetat bulunmaktadir (1, 2). Veteriner klinikte yaygin olarak kullanilan
fertirelin, gonadorelin ve buserelinin etkilerinin, FSH ve LH’y1 salgilatmalari

bakimindan karsilastirnlmasinda, fertirelin asetat’in esit bir hacmi temel



alindiginda, fertirelinin gonadorelinden 2,5-10 kat, buserelinin ise fertirelinden
20-50 kat daha etkili oldugu bildirilmektedir (7, 8). Stiper agonist olarak kabul
edilen deslorelin, GnRH hormonundan 100 kat daha gii¢lii oldugu bildirilmektedir
(2). Yapilan ¢alismalarda, farkli agonistlerin genital organlarda meydana getirdigi
gelisme, ovulasyon indiiksiyonu ve FSH ve LH’y1 salgilatma kapasitelerinin farkli

oldugu tespit edilmistir (7, 8).
3.3. Ostriis Siklusunda GnRH’1n Etkisi

Ineklerde pubertasin ve seksiiel sikluslarin baslamasi hipotalamus, hipofiz ve
ovaryum ekseni tarafindan salinan hormonlarca yapilmaktadir. Hipotalamusta
bulunan sinir hiicreleri tarafindan sentezlenen GnRH cinsel uyarim ve giin 151g1nin
etkimesiyle salgilanmaya baglar. Portal dolagima yakin bir yerde depolanir.
Uyarimlarin etkisiyle salgilanan GnRH, kana verilerek adenohipofizi uyarir. Bu
etki ile onhipofizden FSH ve LH sanilarak kana verilir (1, 9). Kan dolagimi ile
ovaryumlara gelen FSH hormonu folikiiler gelismeyi baslatir. Ovaryum iizerinde
cok sayida primer folikiil geliserek, sekonder ve daha az sayida tersiyer folikiile
dontigiir. Tersiyer folikiillerden bir tanesi geliserek biiyiimeye devam eder ve
Graaf folikiilii haline gelir. Graaf folikiiliiniin i¢ duvarinda bulunan teka interna ve
graniiloza hiicreleri dstrojen hormonunu salgilar. Ostrojenler kana verildikten
sonra tastyici proteinler araciligi ile hedef organlara gider. Ostrojen hayvanda
kizginliga iliskin belirtilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Kanda gittik¢ce artan
ostrojen seviyesi Graaf folikiil lizerinde LH reseptorlerinin sayisini da artirir. Pik
diizeye ulasan Ostrojen bir taraftan inhibin araciligiyla hipofiz 6n lobunu negatif
feed-back etkiyle uyararak FSH salinimini durdururken, diger taraftan pozitif
feedback ile de LH’ nin salgilanmasina sebep olur. Boylece LH nin etkisiyle hem
ovulasyon sekillenir ve hem de graniiloza ve teka hiicrelerini luteinlestirerek
korpus liteum olusur. Kanda dstrojen seviyesi diiser. Hayvan gebe kalirsa korpus
liteum, progesteron salgilayarak gebeligin devamini saglar. Gebelik olusmadig:
zaman siklusun 16-18. giinlerinde uterustan salgilanan PGF,o Korpus liiteumu

regrese ederek siklus yeniden baslar (9-11).



3.4. Lesirelin Asetatin Metabolizmasi, Dozu ve Uygulama Yollari

Lesirelin’in dogal GnRH’dan farki; dekapeptit degil, nonapeptit olmasi ve
yapisiin 10. pozisyonunda glisin yerine yiiksek lipofilik etilamino grubunun yer
almis olmasidir. Bu yap1 degisikligi 6zellikle hipofizial reseptorlerin segiciligini
artirarak, FSH ve LH seviyelerinin yiikselmesini ve dogal hormon ile 90 dakika
olan siirenin 240 dakikaya kadar uzamasini saglar (7, 8). Yani kimyasal yapida
olusturulan farklilik, dogal GnRH’ya gore yarilanma Omriinii uzatarak, FSH ve

LH salgisiin daha uzun siire zirve seviyesinde kalmasii saglamaktadir (8).
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Sekil 2: Lesirelin asetatin kimyasal yapisi

GnRH agonistleri, damar igi, deri alt1, kas i¢i, vajina i¢i, burun igi, uterus
ici, dilalt1 ve epidural bosluga uygulanmak suretiyle klinikte kullanilmaktadir.
Oral kullanimda, peptit yapidaki hormon sindirim kanalinda pargalandigindan
dolayr etkisizdir. GnRH agonistlerinin oral yol hari¢ diger biitlin uygulama
yollarindan elde edilen sonuglar1 benzer bulunmustur (1, 2, 5, 12-16). GnRH’nin
sentetik agonistleri, ovaryumda folikiiler Kist sekillenen ineklerin tedavisinde
folikiil i¢i yolla da enjekte edilebilmektedir. Son zamanlarda GnRH agonistlerinin
epidural yolla uygulanmasimin kas i¢i uygulamaya gore iyi bir alternatif yol
oldugu bildirilmistir. GnRH agonistlerinin epidural yolla uygulanmasinin avantaj

ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (9, 14, 17).

Bazi arastirmacilar (14, 17), epidural bosluga uygulanan GnRH
agonistlerinin daha hizli ve giiclii etki gdsterdigini savunmaktadirlar. ineklerde

ovaryumlarin innervasyonu, direk olarak sempatik sinirlerle saglanmaktadir.



Epidural bosluga verilen adrenerjik aktiviteye sahip ilaglar, dogrudan kendi
reseptorlerini uyararak muhtemel etkinin olusmasini saglamaktadirlar (7, 9, 14).
Koyun (18) ve sigirlarda (7) omurilik iizerinde yapilan calismalarda GnRH

reseptor varligi tespit edilmistir.

Lesirelinin kimyasal yapisinda 10. pozisyonda glisin yerine etilamino
grubunun bulunmasi molekiiliin lipofilik 6zellikte olmasimi saglamaktadir. Bu
ozellik, molekiilin epidural bosluk ve meninksleri gecerek omurilige daha etkin
bir sekilde ulagsmasini saglamaktadir (7, 14). Lesirelin, omurilikte bulunan GnRH
reseptorlerinde hiicre igi kalsiyum girigini artirir. Ovaryumlar1 uyaran sempatik
sinir sonlarinda hiicre i¢i kalsiyum girisinin artmasi ile norepinefrin salgilanarak,
GnRH’nin ovaryum {izerine olan etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Sempatik innervasyon,
folikiiler maturasyon, steroit salinimi ve ovulasyonda 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica, norepinefrin folikiil duvarinin kontraktilitesini artirarak ovulasyon sonrasi
korpus hemorajikum ve korpus liiteumun olusmasini desteklemektedir (4, 15).

Lesirelin asetat folikiiler kistli hayvanlarda 50-100 pg (14, 17, 19),
ovulasyonu uyarmak (20-22), anostriis olgular1 (23, 24) ve repeat breederli
ineklerde 50 pg dozda (25) uygulanmaktadir. GnRH’m tekrar eden
uygulamalarinda molekiil agirhiginin kiiciik olmasindan dolayr bagisikligin
uyartlmadigi ve anaflaktik reaksiyonlarin olusmadigi bildirilmektedir (26).
Lesirelin asetat, uygulamadan sonra karaciger, akciger, plazma ve 6n hipofizde
metabolize edilir. Hayvansal dokularda 24 saat sonra varligma rastlanmaz. Ilacin
plazma yar1 dmrii 4-10 dakika ve ortalama biyolojik yar1 omrii ise 1-1,5 saat

arasindadir. Idrarla viicuttan atilir.

3.5. Klinik Olgularda GnRH’nin Kullanimi

3.5.1.Folikiiler kist tedavisinde GnRH kullanim

Folikiiler kist olusan ineklerde GNRH hormonu yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Hipofiz 6n lobundan LH salgisini uyararak kistin patlamasina ya
da luteinlesmesine sebep olmaktadir (1, 2). Sentetik GnRH analoglarin
uygulanmasini izleyen 30 dK igerisinde LH salinim1 baglar ve iki saat igerisinde de
LH seviyesi zirve diizeyine ulasir. LH konsantrasyonu 4-5 saat siiresince yiiksek

diizeyde kalir ve sonra diismeye baslar (15, 27). Uygulama sonras1 progesteron



10-14 giin iginde luteal donemdeki diizeye ulasir. Hayvanlarda kizginlik,
uygulama sonras1 18-25. giinler arasinda goriiliir (28, 29).
Folikiiler Kistli ineklerde 100-500 mg arasinda degisen dozlarda yapilan

gonadorelin diasetat uygulamalar1 sonucu % 49-93 arasinda degisen gebelik

oranlari, 20 pg buserelinin kas i¢i enjeksiyonu sonucu % 93’e ulagmaktadir (30).

Postpartum ilk 90 giinde ultrasonla folikiiler kist tespit edilen ineklere 100 pg
lesirelin asetat kas i¢i uygulandiginda 7-8 giin sonra hayvanlarin % 75 inde kistik
yapinin kayboldugu ve liiteal dokunun olustugu bildirilmektedir (19). Folikiiler
kist sekillenen hayvanlara epidural yolla lesirelin asetat uygulanan grupta gebelik
oranlarinin kas i¢i uygulama yapilan gruba gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (14). Benzeri sekilde yapilan baska calismada Rizzo ve ark. (17)
folikiiler kistli 30 Holstayn inege epidural yolla 50 pg lesirelin asetat uyguladiktan
8 giin sonra hayvanlarin % 82’sinin iyilestigini bildirmektedirler. Sentetik GnRH
analoglarinin enjeksiyonu sonucu yaklagik 8-16 giin igerisinde liiteinizasyon
sekillenir. Uygulamayi takip eden 8. giinde doppler ultrasonografik muayenede
liiteinizasyon ve kist ¢cevresinde yogun bir vaskiilarizasyon izlenmektedir (16, 17,
29). Ik uygulamada sonug¢ alinmadig1 zaman 2. veya 3. kez GnRH uygulamasi
gerekebilmektedir (16, 19).

3.5.2. Ovulasyonu uyarmak i¢in GnRH kullanimi

GnRH, LH salimimimi ve ovulasyonu uyardigindan; ineklerde suni
tohumlama uygulamalarinda, senkronizasyon protokollerinde ve ovulasyon
gecikmesi durumlarinda kullanilmaktadir (1, 2). Hayvanlarda gebelik oranini
artirmak i¢in GnRH tohumlama Oncesi, tohumlama ile birlikte ve tohumlama
sonrast olmak iizere li¢ donemde uygulanabilmektedir. Tohumlama 6ncesi yapilan
GnRH hormonu, ovaryum tizerinde folikiilerin gelismesine, olgunlagmasina ve
ovulasyona yardimci olmasi amaciyla yapilmaktadir (31-33). Laktasyondaki
Holstayn ineklere PGFja ile senkronizasyon yapilmadan bir hafta dnce 8 pg
buserelin asetat kas i¢i uygulamalarinda kontrol grubuna gore ovulator folikiil
gelisiminin yam1 sira ikinci bir dominant folikiil gelisiminin oldugu ve
ovulasyonun sekillendigi, 6strojen diizeyinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(31). ineklere ostriis basladiktan sonra 3 saat icinde uygulanan GnRH ya da

analoglar1 Ostriis-LH’nin zirve yapmasi, Ostriis-ovulasyon arasindaki araligin



kisalmasina, progesteron diizeylerini ve gebelik oranlarini artirdignr  ve
ovulasyonlarin ilk 30 saat iginde olustugu bildirilmektedir (34). Ancak, repeat
breederli ineklere tohumlamadan 4-6 saat once, kas i¢i yapilan buserelin asetat
uygulamalarinin gebelik oranlar1 {izerinde herhangi bir etkisinin olmadig
bildirilmektedir (32).

Suni tohumlama ile birlikte yapilan GnRH enjeksiyonlar ise, ilk 30 dk
igerisinde LH salimmina neden olarak, tohumlama sonrasi 8-12. saatlerde
ovulasyonu uyararak fertilizasyon oraninin artmasina yol agmaktadir (35). GnRH
uyarisi ile salgilanan LH, ovulasyon sonrasi liiteal hiicreleri hizla gelistirerek
gebeligin devami icin gerekli olan progesteronu salgilatir. Ineklerde infertiliteye
sebep olan ovulasyonun gecikmesi, anovulasyon ve erken gebelik donemindeki
liiteal yetmezlige bagli hormonal yetersizlikleri ortadan kaldirmaktadir (36-39).
Saha sartlarinda, Ostriis siirelerindeki degiskenlik ve Ostriis tespitindeki zorluklar
nedeniyle siirli bazinda, GnRH uygulamasi sonrasi farkli gebelik oranlariin tespit
edildigi bildirilmektedir (33).

Postpartum donemde ilk tohumlama sonrasi 100 pg GnRH’ m kas ici
uygulandig1 ineklerde gebelik oranlarimi % 15-18 oraninda, repeat breeder
ineklere tohumlama sonrasi ayni doz GnRH uygulamalarimin kontrol grubuna
gore % 25 oraninda artigin1 (37), ayn1 donemde benzer doz uygulanan diger bir
caligmada (38) gebelik oraninin % 57, kontrol grubunda ise % 49 oldugu ve
aralarinda istatistiki bir farkin oldugu bildirilmektedir. Postpartum ilk 60. giinde
bulunan ineklere 100 pg GnRH kas i¢i uygulamasinda gebelik oranlar1 ve
progesteron diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmistir
(36). Aragtiricilar postpartum doénemde yapilan ikinci ve liglinci tohumlamalar
sonrast 100 pg gonadorelin uygulamalarmin gebelik oranlarint kontrole gore %
21 oraninda artirdigi ve repeat breederl1 ineklerde daha olumlu sonuglar
verecegini ileri stirmektedirler (39). Tohumlama ile birlikte uygulanan GnRH’nin
gebelik oranlarini artirdigini bildirilirken, herhangi bir etkisinin olmadigini ifade
eden arastirmalar da bulunmaktadir (35, 40, 41). Postpartum 28-64. giinler
arasinda bulunan laktasyondaki 113 Holstayn ve Montofon inege tohumlama ile
birlikte 10 pg buserelin asetatin kas i¢i uygulamalarinda kontrol grubu ile gebelik

oranlarinin benzer oldugu ve fertiliteyi etkilemedigi ileri siiriilmektedir (40).



Laktasyondaki ineklere birinci ve ikinci tohumlama ile birlikte 25, 100 pg
fertirelin asetat ya da 10 pg buserelin uygulamalarinin gebelik oranlari {izerinde,
etkili olmadig bildirilmektedir (41).

Ineklere tohumlama sonrasi uygulanan GnRH, didstriis ortasinda olusan
dominant folikiillerin ovulasyonuna ya da liiteinizasyonuna neden olarak daha
fazla sayida korpus liiteum sekillenebilmesine sebep olmaktadir. Hizli bir sekilde
gelisen liiteal hiicreler daha fazla miktarda progesteron iiretilmesine yol agarak
gebeligin devamini saglar (33). Tohumlama sonrasi 4-5. glinlerde kas i¢i 100 pg
ya da 250 pug gonadorelin enjekte edilen ineklerde birden fazla korpus liiteumun
olustugu, progesteron diizeylerini artirdigi, ancak gebelik oranlar1 {izerinde bir
etkisinin olmadigi bildirilmektedir (42, 43). Baska bir ¢aligmada, tohumlama
sonrast 5. giinde lesirelin uygulanan hayvanlarla kontrol grubu arasinda gebelik
oranlarinda bir farkin olmadig: bildirilmektedir (44). Buna karsin, tohumlama
sonrast 7. glinde 10 pg buserelin asetatin kas i¢gi uygulandigi hayvanlarda
progesteron diizeylerinin degismedigi, fertilite oranlarini artirdig: bildirilmektedir
(45).

Ineklere tohumlamalar sonrast 11-14. giinler arasinda GnRH
kullanildiginda embriyonik 6liim oranini azaltabilmekte ve gebelik oranlarini
artirabilmektedir (46, 47). Buna karsin normal ve repeat breeder ineklere liiteal
evre ortalarinda (11-13.giin) yapilan GnRH enjeksiyonlarmin fertiliteyi
iyilestirmede herhangi bir etkisinin olmadigi bildirilmektedir (48). Baz
aragtiricilar (49, 50) siit ineklerinde tohumlamay1 izleyen 12. giinde GnRH
uygulamalarinin erken embriyonik 6liimlerin oniine gecerek gebe kalma oranim
artirdigini ileri siirerken, bazi ¢alismalarda, tohumlama sonrast 12. giinde 50 pg
gonadorelin (33) ya da 10 ug buserelin asetat (51, 52), kas i¢i uygulanan ineklerde
gebelik oranlarinin degismedigi bildirilmektedir.

3.5.3. Anostriislii hayvanlarda GNnRH kullanilmasi

Ineklerde hakiki andstriis olgularinda ovaryum fonksiyonlarmni uyarmak ve
folikiiler atrezilerin tedavisinde GnRH basari ile kullanilmistir. Dogum sonrasi
goriilen ovaryum aktivitelerindeki bozuklugun, hipotalamus ve hipofiz
fonksiyonlarinda meydana gelen aksaklik sonucu sekillendigi ileri siiriilmektedir
(27, 53, 54).
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Postpartum donemde 55 giin ge¢mesine ragmen andstriiS gosteren siit
ineklerinde GnRH, GnRH + 10. giin PGF,0 uygulamalarinin buzagilama-ilk
Ostrus, buzagilama-ilk tohumlama, buzagilama-tekrar gebe kalma araligini
kisalttigi, GnRH uygulanan grupta gebelik oranlarinin kontrol grubu ile aym
oldugu bildirilmektedir (53). Al-Dahash ve Bensassi (24), inaktif ovaryum
nedeniyle gercek andstriis gosteren 63 inege 50 pg lesirelin asetati kas ici
uygulamiglar ve bir hafta i¢inde ineklerin % 85,7’sinin kizgmhga geldigini,
tohumlama sonras1 % 91,66’sinin gebe kaldigini bildirmislerdir.

3.5.4. Postpartum ovaryum aktivitesinin uyarilmasinda GnRH
kullanilmasi

Siit¢li isletmelerde hayvanlarin yilda bir kez dogum yapmalar: isletmenin
karlilig1 acisindan istenen bir durumdur. Bunun gerceklesmesi hayvanlarin
postpartum dénemini saglikli bir sekilde gecirmelerine baglidir. Dogum-ilk &striis,
dogum-tohumlama ve dogum-tekrar gebe kalma siirelerinin uzamamasi gerekir.
Bu siirelerin normal fizyolojik sinirlar i¢inde seyretmesi icin GnRH, PGF,a veya
kombinasyonlari kullanilmaktadir (3, 16, 55).

Siitgli ineklere postpartum 10-18. giinlerde tek doz, postpartum 21-31.
giinlerde bulunan et¢i ineklere ise, 10 giin ara ile iki doz halinde GnRH
uygulamanin siklus aktivitesini uyardigi belirtilmektedir (56). Postpartum 28 ya
da 40. giinden sonra ineklere uygulanan GnRH, GnRH+PGF,a kombinasyonu
dogum-ilk tohumlama, dogum-tekrar gebe kalma araligin1 kisalttigi ve ilk
tohumlamada gebelik oranlarmni artirdigi bildirilmektedir (57, 58). Ancak, De
Rensis ve ark. (59), postpartum siit ineklerinde 0. giin GnRH ve 6. giin PGF,a
uygulamalarinda saptanan dominant folikiil ve gebelik oranlar1 arasinda
istatistiksel anlamda kayda deger bir fark olmadigmi bildirmektedirler.
Postpartum 14-23. giinlerde uygulanan GnRH ile ovaryum iizerinde gelisen
folikiillerde daha erken ovulasyon meydana gelir. Boylece, tohumlama dénemine
kadar daha fazla Ostriis ve ovulasyonun olusumunu saglayarak, Kistik ve inaktif
ovaryum sorunlarindan korunmasina yardimci olur (3, 16, 56).

GnRH enjeksiyonlarinin erken postpartum dénemde progesteron salgisina
sebep olarak, basta piyometra olmak iizere genital kanal enfeksiyonlarina yol

acabilecegi gbz oniinde tutulmalidir (55, 56).
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3.5.5. Embriyo transferinde siiper ovulasyonu uyarmak icin GnRH

kullanilmasi

Tasiyict ineklere embriyo transferinden hemen sonra ve transfer sonrasi 4-
7 giin sonra yapilan 8 pg buserelin asetat uygulamalarinin gebelik oranlar1 ve
progesteron diizeyleri {izerinde bir etkisinin olmadigi ileri siiriilmektedir (60, 61).
Buna karsin, Chandra ve ark. (62), siiperovulasyon olusturulan melez ineklerde
Ostriis baslangicinda ve Ostriisten 8 saat sonra 250 pg sistorelin deri alti
uygulamalarinin fertilizasyon oranlar1 ve transfer edilebilir embriyo sayisini

artirdigini bildirmektedirler.
3.5.6. Repeat breeder ineklerde GnRH uygulanmasi

Ineklerde anovulasyon veya ovulasyonun gecikmesi dél tutmamaya sebep
olmaktadir. Repeat breeder ineklerde gebelik oranini artirmak amaciyla, GnRH
suni tohumlama ile birlikte kullanilmistir. GnRH i uyardigi LH in pik yaparak
ovulasyona yardimci oldugu ve sonraki liteinizasyonu da uyardigi ileri
stiriilmektedir (16, 37). Bazi1 saha ¢alismalar1 (37, 63, 64) bu yontem ile bir dl¢tide
basarili sonuglar alindigini, bazilari ise dikkate deger bir sonug vermedigini ileri
striilmektedir (2, 12, 32, 65). MacMillan ve ark. (47) repeat breeder ineklere
GnRH ile yaptiklar1 bir ¢alismada tohumlama sonras1 1-3, 4-6, 7-10 ve 11-13.
giinlerde yapilan uygulamalarda, sadece 11-13. giinler arasinda yapilan
uygulamanin gebelik oranlarmi artirdigint ileri siirmektedirler. Bir ¢alismada,
repeat breeder 55 inekte buserelin asetat tohumlama sirasinda kas i¢i 20 pg, 40
inekte 10 pg kullanilmig ve 42 inek kontrol olarak izlenmis ve sirasiyla elde
edilen gebelik oranlar1 % 87, 58 ve 48 olarak bildirilmistir (63). Arastiricilar
GnRH’nin dol tutmayan ineklerde doza bagli olarak gebelik oranlarini artirdiginm
ileri siirmektedirler. Repeat breederli birinci grup ineklere tohumlama ve sonrasi
12. giin, ikinci grup ineklere tohumlama ve sonrasi 16. giin buserelin asetatin kas
ici uygulamalarinda ve kontrol grubunda sirasiyla gebelik oranlar1 % 83, 66 ve 33
olarak belirlenmis olup, GnRH’nin siklus ortasinda uygulanmasinin luteotropik
destekle erken embriyonik Olimleri engelleyerek gebelik oranlarini artirdig
bildirilmistir (64). Buna karsin, repeat breederli ineklere tohumlamadan 4-6 saat
once (32), tohumlamadan 5-6 giin sonra (65) kas i¢i yapilan buserelin asetat
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uygulamalarinin gebelik oranlar1 {izerinde herhangi bir etkisinin olmadig:

bildirilmektedir.

Bu caligmanin amaci, postpartum 50-120 giinler arasinda bulunan ineklere
suni tohumlamadan hemen sonra tist epidural ve kas igi yolla uygulanan 50 pg

lesirelin asetatin gebelik oranlar tizerine etkisinin arastirtlmasidir.

13



4. GEREC VE YONTEM

Bu tezde yaslar1 3-8 arasinda degisen 180 adet inek kullanildi. Aile tipi
isletmelerden hayvan ki gozetilmeksizin (52 adet Holstayn melezi, 56 adet
Montafon ve 72 adet Simental melezi), postpartum 50-120. giinler arasinda
kendiliginden kizginlik gostermis ineklerden olusturuldu. Calismaya alinan
inekler, diizenli araliklarla seksiiel siklus gosteren ve herhangi bir klinik
bozuklugu bulunmayan hayvanlar arasindan segildi.

Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi. A grubunda bulunan (n= 50)
hayvanlara suni tohumlamadan hemen sonra (ilk 10 dk iginde) iist epidural yolla
50 ug lesirelin asetat igeren preparattan 2 ml (Dalmarelin, 10 ml, 25 ug/ml,
VETAS), B grubu (n=40), hayvanlara suni tohumlamadan hemen sonra 2 ml
serum fizyolojik iist epidural yolla uygulandi. C grubunda (n=50), hayvanlara suni
tohumlamadan hemen sonra 50 pg lesirelin asetat i¢eren preparattan 2 ml kas igi,
D grubu (n=40) hayvanlara ise, suni tohumlamadan hemen sonra 2 ml serum
fizyolojik kas ici olarak enjekte edildi.

Hayvanlarda 6striisiin tespiti, hayvan sahiplerinden alinan anamnezin yani
sira, vulvada 6dem ve servikal mukus akintisinin gozlenmesi, hayvanlarin iizerine
atlama veya diger hayvanlarin atlamasina izin verme, rektal muayenede uterusta
tonosite artist ve ovaryumlarinda biiyiikk Graaf folikiilii varligi esas alinarak
yapildi. Ostriis tespit edilen ineklerde tohumlama, rekto-vaginal yontemle yapildi.

Hayvanlarin
gebelik muayeneleri suni tohumlama sonras1 30-35. giinlerde B model real-time
ultrasonografi cihazi (100 Falco, Pie Medical Netherlands) ile 7,5 MHz lineer
prob kullanilarak yapildi. Gebelik sonuglarinin istatistiksel degerlendirmeleri

SPSS 21,0 bilgisayar programinda Ki-kare testi kullanilarak yapildi (66).
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Tohumlamadan hemen sonra epidural ve kas i¢i GnRH uygulamasi
yapilan gruplar ile kontrol olarak kullanilan gruplarda hayvan sayilar1 ve gebelik
oranlar1 Tablo 1 ve 2’de verilmistir. Buna gore, A ve B grubunda hayvanlarin
gebelik oranlar1 yoniiyle istatistiksel olarak farkliligin bulundugu (P<0,05) tespit
edildi. Calismada kas i¢i GNRH uygulamas: yapilan C ve D grubunda bulunan
hayvanlarin gebelik oranlari arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi (P>0,05)

belirlendi. Ayrica, epidural (A grubu) ve kas i¢i (C grubu) GnRH uygulanan

5. BULGULAR

gruplar arasinda da kayda deger bir degisikligin (P>0,05) bulunmadigi
saptanmistir.
Tablo 1: Epidural yolla GnRH uygulanan ineklerde gebelik oranlart
Gebelik oranlar1
A grubu B grubu P
% say1 % say1
Hayvanlar 64° 32/50 45" 18/40 0,05

a,b: Aymi satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Onemlidir

(P<0,05)

Tablo 2: Kas i¢i yolla GnRH uygulanan ineklerde gebelik oranlart

Gebelik oranlan

C grubu

D grubu

%

say1

%

say1

Hayvanlar

60

30/50

52,5

21/40

- : Gruplar arasindaki fark 6nemli degildir (P>0,05)
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6. TARTISMA

Ineklerde gebelik oranlarindaki artista GNnRH, ovulasyonu uyararak ya da
preovulator LH nin uyarimu ile Ostriis baslangici ve ovulasyon arasindaki siireyi
kisaltarak etkisini gostermektedir (34, 67). Tohumlamadan hemen sonra degisik
GnRH analoglarinin farkli dozlarda uygulandigi hayvanlarda birbirinden farkli
gebelik oranlar1 bildirilmektedir (25, 38, 40).

Bazi aragtirmalarda GnRH uygulamalarinin gebelik oranlarini artirdig:
ileri stirilmektedir (25, 34, 38, 39, 68). Postpartum donemde saglikli ineklere
tohumlama sonrast kas ici GnRH uygulamalarinda gebelik oranlarinin % 15-21,
ayni doz GnRH repeat breederli ineklerde % 25 oraninda artirdig: bildirilmektedir
(37, 39). Yapilan bir c¢alismada (38) 100 upg dozda kas igi fertirelin
uygulamalarinda gebelik orant % 57,2, kontrol grubunda % 49,7 oldugu ve
aralarinda istatistiki bir farkin oldugu bildirilmektedir. Postpartum ilk 60. giinde
bulunan ineklere kas i¢i 100 pg GnRH uygulamasinda gebelik oranlar1 ve
progesteron diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmistir
(36). Anjum ve ark. (25) repeat breederli melez ineklere tohumlama sonras1 50 pg
lesirelin asetat kas i¢i uygulamalarinda gebelik oran1 % 68,75, kontrol grubunda
ise % 37,5 gozlemlemislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada (20), tohumlama
sonrast lesirelin asetat uygulanan 21 hayvandan 13’iniin gebe kaldigimi ve
uygulamanin gebelik oranlarini artirdigini bildirmektedirler.

Yukaridaki ¢aligmalarin aksine tohumlama sonrast GnRH ugulamalarinin
gebelik oranlar tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini bildiren bir¢ok calisma
vardir (35, 40, 41, 67, 69). Postpartum 28-64. giinler arasinda bulunan
laktasyondaki 113 adet inege tohumlamadan hemen sonra 10 pg buserelin asetat
kas i¢i uygulamalarinda (40) gebelik oranlarinin % 46, kontrol grubunda % 49,5,
kas i¢i 100 pg gonadorelin uygulamasinda gebelik oran1 % 68, kontrol grubunda
% 66 oldugu (67), gebelik oranlar1 ve progesteron diizeyleri tizerinde GnRH’1n bir
etkisinin olmadig1 bildirilmektedir. Lopez-Gatius ve ark. (69), 429 inege 100 pg
gonadorelin uygulamalarinda gebelik orani1 % 30,8 ve kontrol grubunda % 20,6
oldugunu ve aralarinda bir farkin olmadigini bildirmektedirler. Diger bir
calismada (41) laktasyondaki ineklere postpartum 60-120. giinlerde tohumlama ile
birlikte 25, 50, 75 ve 100 pg fertirelin asetat ya da 10 pg buserelin
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uygulamalarinda ve kontrol grubunda gebelik oranlar sirasiyla, % 43,6, 41,4,
41,6, 39,4, 39,7 ve 48,2 oldugunu ve gruplar arasinda bir farkin bulunmadigi
bildirilmektedir. Calismada kullandigimiz GnRH analogu olan lesirelin asetat ile
ilgili arastirmalarda ise, tohumlama sonrast 5. giinde lesirelin asetat
uygulamalarinda (44) ve postpartum 60-80. giinler arasinda tohumlama sonrasi
lesirelin asetat uygulanan hayvanlarda (21) gebelik orani ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel anlamda bir farkin olmadig: bildirilmektedir. Yapilan bu
calismada, ineklere dogum sonrast 50-120. giinler arasinda tohumlama ile birlikte
kas i¢i 50 pg lesirelin asetat uygulamalarinda gebelik orani % 60, kontrol
grubunda % 52,5 oldugu ve aralarinda anlamli bir farkin olmadigi belirlendi.
Calismada elde edilen bu gebelik oranlari bazi arastiricilarin (21, 40, 67, 69)
bulgulart ile paralellik gosterirken, bazi arastiricilarin sonuglari ile uyumlu
olmadigi (34, 39, 69) tespit edildi. Sonuglar arasindaki farkliligin, bazi
arastiricilarin (39, 58) belirttigi gibi ineklerin viicut kondiisyonundaki farkliliktan,
Ostriisiin tam olarak tespit edilmemesi, donmus olan spermanin ¢6zdiiriilmesi ve
suni tohumlama uygulamasindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

GnRH ile ilgili yapilan ¢alismalarda oral yol harig, kas ici, deri alti, damar
ici, intranazal, intravajinal, sublingual ve epidural yolla kullanmilmistir (1, 2).
Yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda GnRH uygulamasi kas i¢i yolla yapilmstir.
Folikuler kistli hayvanlarda GnRH’in kas i¢i ile epidural yol uygulama sekli
karsilagtirmalarinda, epidural uygulamanin daha 1iyi Sonug¢ verdigi ileri
striilmiistiir (14). Hayvanlarda gebelik oranlarini artirmak igin tohumlama ile
birlikte epidural yolla GnRH uygulamasina iligskin ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Ancak, folikiiler kistli hayvanlarin tedavisinde GnRH epidural yolla kullaniimigtir
(14, 15, 17, 70).

Postpartum 60-120. giinler arasinda bulunan ve folikiiler kist sekillenen
hayvanlara st epidural ve kas ici yolla 50 pg lesirelin asetat uygulamalarinda,
hayvanlarin Ostriise gelme (sirasiyla, % 75 ve % 57) ve gebelik oranlarinin
(sirastyla, % 93 ve % 76) kas i¢i uygulamaya gore daha yiiksek oldugunu tespit
edilmistir (14, 15, 17). Benzeri sekilde yapilan baska bir ¢aligmada (70) dogum

sonrasi ilk 60 giin i¢cinde bulunan ve folikiiler kist sekillenen ineklere epidural ve
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kas i¢i 50 ug lesirelin asetat uygulamalarinda Gstriise gelme sirasiyla, % 81,2, 59,4
ve gebelik oranlari sirasiyla, % 75, 53,1 oldugunu ve epidural enjeksiyonlarda
daha iyi netice alindigi bildirilmektedir. Sunulan tezde tohumlama ile birlikte
lesirelin asetatin epidural (A grubu, % 64) ve kas i¢i (C grubu, % 60) uygulama
arasinda gebelik oranlar1 yoniiyle bir farkin olmadigi tespit edildi. Elde edilen
sonuclarin arastiricilarin bulgularindan farkli olmasinin nedeni GnRH’in farkli
olgularda kullanilmasindan kaynaklanabilir.

Epidural olarak uygulanan GnRH’nin bu etkisine iliskin degisik goriisler
bulunmaktadir. Dolan ve ark. (18) epidural bosluga uygulanan GnRH’in
serebrospinal sivi araciligi ile merkezi sinir sistemine ve buradan hipotalamus ve
hipofiz bezine ulastigini belirtmektedirler. Epidural yolla uygulanan GnRH kan
akimina karisarak beyine ulasir, ancak omurilik ve ovaryum tizerinde olusturdugu
direk bir lokal mekanizma ile folikiiliin ¢6ziilmesine yol actig1 ileri siiriilmektedir
(14). Baska bir ¢alismada (71) lesirelin, omurilik bulunan GnRH reseptérlerinde
hiicre i¢i kalsiyum girisini artirir. Ovaryumlar1 uyaran sempatik sinir sonlarinda
hiicre i¢i kalsiyum girisinin artmast ile norepinefrin salgilanmaktadir. Salgilanan
norepinefrin, folikiillerin duvarinda kontraktilitenin artmasini, ovulasyon sonrasi
graniilasyon dokusunun diizenlenmesi ve liteal dokunun gelismesini
saglamaktadir (16, 17, 72). Epidural yolla uygulanan GnRH’m ovulasyon
tizerindeki etki mekanizmasina iligkin arastiricilarin (14, 18, 71) ortaya koydugu
diistincelere katilmakla beraber bu konu ile ilgili olarak etki mekanizmasini ortaya
koyan ayrmtili farmakodinamik ve farmakokinetik arastirmalarin yapilmasinda
fayda bulunmaktadir.

Aragtiricilar (14, 15, 17) folikiiler kistli ineklere iist epidural yolla lesirelin
asetat kulanirken, kontrol olarak kullanilan hayvanlara epidural olarak serum

fizyolojik  kullandiklar1 hayvanlarin  hi¢ birinin kizginhiga gelmedigini

belirtmektedirler. Sunulan tezde, tohumlama ile birlikte epidural 50 pg lesirelin

asetat enjekte ettigimiz grupta gebelik oran1 % 64, kontrol grubunda ise bu oran %
45 olarak belirlendi. Her iki grup arasinda istatistiki olarak farkliligin oldugu
(P<0,05) tespit edildi.
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Sonug olarak, kendiliginden kizginliga gelen hayvanlara tohumlamadan
hemen sonra iist epidural yolla uygulanan GnRH enjeksiyonlarmin gebelik

oranlarini artirmada faydali oldugu kaanatine varildi.
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