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ONSOZ

Koyunlarin evcillestirilen ilk memeli tiirii olduguna inanilmakta ve ¢ok erken
tarihten itibaren insanlarla yakin etkilesimde oldugu bilinmektedir. Artan diinya
niifusu goz oniinde bulundugunda koyunlar hayvansal gida ve yapagi/iplik bakimdan
onemli bir potansiyel sunmaktadir. Et verimi koyunlarin tiire 6zel gesitli nitelikleri
sayesinde arttirilabilmektedir. Bunlardan en Onemlisi ise reprodiiktif orandir. Bu
nedenle 85 yili agkin bir siiredir diinya ¢apindaki arastirmacilar ¢esitli hormonlar
kullanarak koyunlarda strusun ve ovulasyonun kontroliinii saglamaya ¢alismaktadir.
Tarim ve hayvancilikla 6ne ¢ikan iilkelerin cogunda koyunlarin sezona bagl tiremesi
ve yetistiricilerin talebinden daha az sayida yavru iiretmesi bu tiirii reprodiiktif

fizyologlarin ilgi hedefi haline getirmistir.

Alpaka ve lama seminal plazmasinda ovulasyonu indiikleyen faktoriin
kesfedilmesi ve bu faktoriin sinir biiylime faktorii olarak adlandirilan protein
oldugunun agiga c¢ikarilmasindan sonra, ¢alismalar provoke ovulator tiirler tizerine
yogunlasmistir. Ancak spontan ovulatér olan sigirlarda ve farelerde gergeklestirilen
cesitli aragtirmalar ovaryan dinamikleri tizerinde de etkisi oldugu ortaya konulmustur.
Mevsime bagli poliostrus gosteren kiiglik ruminantlarda ise bu proteinin ovulasyon

mekanizmasi iizerine etkisi heniiz ortaya konulamamustir.

Ayn1 zamanda erkek fertilitesi agisindan insan, boga ve ratlarda yapilan ¢esitli
caligmalar bu proteinin ve spesifik yiiksek affiniteli ve diisiik affiniteli reseptorlerinin
erkek reprodiiktif sistem organlar1 ve sperm hiicrelerinde tespiti bu proteinin sperm
fonksiyonlar1 iizerinde etkisi oldugunu Onermektedir. Ko¢ ve teke seminal
plazmasinda c¢esitli biyokimyasal analizler ile bu proteinin varlig1 saptanmis ancak
provoke ovulatdr tiirlerin seminal plazmasindaki orana kiyasla oldukg¢a diisiik

miktarda oldugu belirtilmistir.



Son yillarda hayvansal iiretimde “daha temiz, daha yesil ve daha etik” bir
yaklagima dogru yonelmektedir. Endiistriler i¢in daha temiz yaklasim ilag, kimyasal
ve ekzojen hormon kullanimini minimum diizeye indirmeleri, daha yesil yaklagim
cevre lzerindeki etkilerini azaltmalari, daha etik yaklasim ise hayvan refahim
tehlikeye atabilecek uygulamalardan kaginmalar1 gerektigini vurgulamaktadir. Bu
amagla yetistiriciligi yapilan provoke ve spontan ovulator tiirlerde ovulasyonun
tetiklenebilmesi i¢in hormon kullaniminin minimum diizeye indirilmesine uygun bir
metoda ihtiyac duyulmaktadir. Tez calismasinda, memeli tiirlerinin seminal
plazmalarinda halihazirda mevcut olan proteinlerden biri olan sinir biiyiime
faktoriiniin (NGF) senkronizasyon protokoliine adaptasyonu ile ekzojen olarak disilere
uygulanmasi ve spermaya ilavesi ile hem disi hem de erkek fertilitesinin artirilmast,
dolayisiyla suni tohumlama basarisinin bu sekilde arttirilarak hayvansal {iretimde

ozellikle de kiiciikbas yetistiriciliginde 1yilestirme saglanabilmesi amaglanmaktadir.
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1. GIRIS

1.1. Koyunlarda Reprodiiksiyon

Mevsime bagli ilireme gosteren hayvan tirlerinde melatonin  hormonu
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) iretimini diizenlemektedir. Koyun, kegci ve
geyiklerde, sonbahar ve kis aylarinda, gece (karanlik) siiresinin uzamasiyla beraber,
beyin epifizinde melatonin iretimi artmakta ve bu sayede hipotalamustan GnRH
hormonu salinim1 uyarilarak Ostrus siklusu ile iligkili ¢esitli hormonlarin salinimi da
baslamaktadir (Senger, 2015). Her ne kadar sezona bagl iireme genellikle fotoperiyot
ile diizenlense de 1rk, beslenme, laktasyon durumu, sosyal etkilesimler, dogum
mevsimini de igeren bir¢ok faktoriin etkilesimi sonucu bu etki degisebilmekte ve bu
faktorler ireme sezonunun uzunlugunu ve zamanlamasinda rol oynamaktadir (Forcada
ve ark., 2006; Gomez-Brunet ve ark., 2012; Pope ve ark., 1989 ve Ungerfedl ve ark.,
2004).

Koyunlarda puberte, iyi bakim besleme kosullar1 altinda, 4-12 aylik yasta ve
genellikle ilk iireme sezonuyla birlikte, sonbahar aylarinda goriilebilmektedir.
Koyunlar gebelik nedeniyle ile kesintiye ugramadigi siirece yaz sonundan ilkbaharin
baslangicina kadar, giin uzunlugunun kisalmaya baslamasi ile art arda 1 ila 20 Gstrus
siklusu gosteren, mevsime bagh polidstrik hayvanlardir. Ureme sezonunun uzunlugu
irklara gore yiiksek oranda degisim gostermektedir (Gomez-Brunet ve ark., 2012 ve
Rosa ve Bryant, 2003). Ozellikle orta enlem iizerinde bulunan koyun irklar1 (35-40°
K) kisa bir andstrus periyodu gdstermektedir (Gomez-Brunet ve ark., 2012). Ornegin
Merinos 1rkinda tireme sezonu 200-260 giin arasinda degisirken (Senger, 2015),
Akkaraman irkinda ise bu siire 283-295 giin olarak bildirilmistir (Arsoy ve
Sagmanligil, 2018 ve Kaymake1 ve ark., 1987). Ovulatér donem genellikle yaz sonu-
sonbahar baginda baslamakta, kis sonu-ilkbahar basina kadar devam etmektedir.
Anoviilator donem ise ilkbahar sonundan yazin ortasina kadar slirmekte, yaz
ortasindan itibaren ise ge¢is donemi ile birlikte ovulatér donemin baslangict

goriilmektedir (Abecia ve ark., 2011). Irkin yanisira cografi konum da 151k alma siiresi
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bakimindan iireme sezonunu etkileyebilmektedir. Ornegin 2018 yilinda
gerceklestirilen giincel bir ¢aligmada (Arsoy ve Sagmanligil, 2018), Ankara ilinde
bulunan 2,5 yash Akkaraman irki koyunlarin yil boyu reprodiiktif sikluslari
endokronolojik olarak hormonal verilere dayanilarak arastirilmis ve ostrus yilin her
ayinda gozlemlenmistir. Progesteron seviyeleriyle belirlenen 0strus goriilme sikligi en
yiiksek Kasim ayinda gozlemlenirken bu seviyenin Agustos-Mart aylarinda devam
ettigi, en diisiik sikligin ise Haziran ve Temmuz aylarinda goriildiigii bildirilmistir (p
<0,01). Koyunlarin %36,4’1i ise tiim y1l boyunca diizenli 6strus siklusu gostermistir.
Bu sayede Akkaraman irkinda, kuzey yarimkiirede yetistirilen diger irklara gore tireme
sezonunun daha uzun siirdiigli ortaya konulmustur (Arsoy ve Sagmanhgil, 2018;
Bartlewski ve ark., 1999a; Dell’ Aquila ve ark.,1988 ve Gémez-Brunet ve ark., 2008).

Benzer sekilde orta kuzey enleminde bulunan Ispanya’da ise bircok yerli 1rk
uzun bir lireme sezonu gostermekte (Yazdan Kisa) ve genellikle bahar aylarina denk
gelen 3-4 aylik kisa bir andstrus periyodu gostermekte ancak bu periyodda dahi
koyunlarin yaklasik %30’u kadar1 siklik kalabilmektedir (Valls Ortiz, 1983). Yil
boyunca haftada iki kez periferal kan 6rneklerinin alinarak progesteron seviyelerinin
radyoimmunanaliz yonteminle belirlenmesi sonucu, lireme sezonunun uzunlugu ¢esitli
yerel wrklarda ortaya konulmus ve 40° Kuzey enleminde yer alan Ispanyol Manchega
irk1 koyunlarda Temmuz basindan Mart ortasina kadar siklik ovulator aktivitenin
devam ettigi, uzun bir iireme sezonuna sahip oldugu, anostrus siiresinin ise 111 giin
stirdiigii ve bu siirede dahi koyunlarin belirli bir oraninin ovulasyona devam edebildigi
bildirilmistir (Gomez-Brunet ve ark., 2008; Gémez-Brunet ve Lopez Sebastian, 1991;
ve Santiago-Moreno ve ark., 2000). Yine benzer sekilde Rasa Aragenosa (41°K’de) ve
Merino (39°K’de) irklarinda da mevsimselligin diisiik etkili oldugu ve andstrusun Mart
ile Mayis/Haziran arasi 3-4 ay siirdiigli ortaya konulmustur (Folch ve Alabart, 2000;

Forcada ve ark., 1992 ve Gonzalez-Lopez, 1993).

Ostrus siklusu hipotalamus &n hipofiz ve ovaryumlar arasinda koordine edilmis
bir sekilde hormonal ve noral mekanizmalarla gergeklesen olaylar ile karakterizedir
(Barrett ve ark., 2004; Bartlewski ve ark., 1999a ve Smith ve Jennes, 2001). Kisaca
hipotalamustan salgilanan GnRH, 6n hipofizi etkileyerek folikiil stimiile edici hormon

2



(FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) salinimi uyarmaktadir (Rawlings ve Cook,
1993). Biiyiik folikiiller yiiksek miktarda dstrojen iiretmekte bu da LH saliniminin
artarak pike ulagmasii saglamaktadir (Caraty ve Skinner, 1999 ve Leyva ve ark.,
1998). LH piki folikiiliin nihai gelisimini ve ovule olmasini destekleyerek oositin
disartya atilmasini saglamaktadir (Frandson ve ark., 2009 ve Van Cleeff ve ark., 1998).
FSH o6zellikle erken evrede folikiil segiminde 6nemli bir rol tistlenirken, LH dominant
folikiiliin nihai gelisimi ve ovulasyon i¢in kritik 6neme sahiptir (Bartlewski ve ark.,

2011 ve Fatet ve ark., 2011).

Ureme sezonunda bir ostrus siklusu 14-18 giinler arasinda degismekle beraber
ortalama 16-17 giin olarak kabul edilmektedir. Siklus prodstrus (2-3 giin), Gstrus
(ortalama 30 saat; 24-36 saat) metadstrus (2-3 giin) didstrus (10-12 giin) evrelerine
ayrilmakta ancak daha yaygin olarak folikiiler ve luteal faz olarak kategorize

edilmektedir (Fatet ve ark., 2011 ve Souza ve ark., 1997).

Folikiiler faz prodstrus ile baslamaktadir ve bu evre preovulator folikiillerin
gelisimini igermektedir (Fatet ve ark., 2011 ve Karaca ve ark., 2008). Takibinde ise
Ostrus, disinin erkegi kabul ettigi donemde folikiiller nihai gelisimini ve
maturasyonunu tamamlayarak ovule olmaktadir (Fatet ve ark., 2011). Luteal faz
korpus luteum (KL) gelisiminin gozlendigi metadstrus evresiyle baglamaktadir (Fatet
ve ark., 2011; Leyva ve ark., 1998 ve Niswender ve ark., 2000). Devamindaki diostrus
evresi boyunca KL’dan progesteron salinimi artmakta ve evrenin sonuna dogru

gebelik gerceklesmez ise regrese olmaktadir (Cole ve Cupps, 2013).

Folikiiler faz luteolizis zamaninda, progesteron konsantrasyonlarin kanda
diismesi ile baslamakta ve faz ilerledik¢e 2 mm tizeri folikiiller se¢ilmektedir (Cueto
ve ark., 2006; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005a ve Rubianes ve Menchaca, 2003). FSH
salimimindaki artis folikiiler gelisimde etkili olmakta bunu, boyutuna ve yiiksek
miktarda Ostradiol salgilamasina bagli olarak bir veya daha fazla folikiiliin ovule
olmak iizere se¢imi takip etmektedir (Bister ve ark., 1999; Evans ve ark., 2002; Ginther
ve ark., 1995 ve Johnson ve ark., 1996). Dominant kalabilmek i¢in ovulator folikiil

inhibin salgilayarak diger kiiciik folikiillerin regrese/atrezi olmasini saglamaktadir
3



(Cueto ve ark., 2006; Evans ve ark., 2000 ve Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005b). Ancak
koyun ve kegilerdeki bazi ¢alismalar dominant folikiiliin kii¢iik follikiillerin gelisimi
tizerindeki bu baskilayici etkinin eksik oldugunu, dominant folikiil varliginda da yeni
folikiillerin olugarak boyutlarinin arttig1 ve sonunda ovule oldugunu bildirmislerdir
(Driancourt, 1994; Evans ve ark., 2001; Gonzalez-Bulnes ve ark., 2005a; Johnson ve
ark., 1996 ve Letelier ve ark., 2009).

Folikiiler fazda dstrojen ve androjen seviyelerinde belirli bir artis olmaktadir.
Folikiil hiicreleri gelismeye devam ettikleri siirede Ostrojen salgilamakta bu da
iizerlerindeki FSH ve LH reseptorlerini arttirmaktadir. FSH ve LH birlikte folikiiler
biliylimeyi ve salgi kapasitesini destekleyerek folikiil tizerinde lokal bir pozitif etki
yaratmaktadir (Bearden ve Fuquay, 1992; Frandson ve ark., 2009 ve McNeilly ve ark.,
1990). Dolagimdaki 6strojen ise FSH salinimi iizerinde negatif geribildirim etkisi ile
on hipofizden FSH salmimi etkilemekte, ancak LH salimimindaki artisi
desteklemektedir (Letelier ve ark., 2011 ve Menegatos ve ark., 2003). Yiiksek
miktarda Ostrojen salgilayan Graff folikiillerin varligt LH salinim frekansini
arttirmakta ve Ostrojen pikini takiben 12 saat i¢inde plazma LH seviyesinde ani bir
artis goriilmekte, LH pikinden yaklagik 24 saat sonra, dstrusun bitmesine yakin ve
genellikle tek bir folikiil olmak tizere 2 veya 3 folikiil ovule olabilmektedir (Frandson
ve ark., 2009 ve Hafez ve Hafez, 2000).

Luteal faz ovulasyon sonrasinda baslamakta, ovulasyonu takiben LH
reseptoriine sahip teka hiicreleri luteinize olarak LH sinyaline yanit olarak progesteron
salgilayan kiigiik teka luteal hiicrelere doniisiirken (Mamluk ve ark., 1998a,b), FSH
reseptoriine sahip graniiloza hiicreleri ise luteinize olarak FSH reseptorlerini
kaybetmekte ve biiyiik graniiloza luteal hiicrelere doniismektedirler (Rajapaksha ve
ark., 1996). Johnson ve ark. (1996), KL un strustan 7 giin sonra gozlemlenebildigini,
Bartlewski ve ark. (1999b) ise ovulasyondan 5 giin sonra tespit edildigini ve 11,6 +
1,1 giin stiresince kaldigin bildirmistir. KL boyutu luteal fazin erken déneminden orta
donemine dogru artis gostermektedir. Buna bagli artis gosteren progesteron ise
hipotalamusa negatif geribildirim araciligiyla 6n hipofizden LH salinimini inhibe
etmektedir (Leyva ve ark., 1998; Souza ve ark., 1997 ve Vilarifio ve ark., 2013).
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Gebelik sekillenirse, gebeligin anne tarafindan taninmasi gerceklesmekte bu da
KL’unun regresyonunu engelleyerek progesteron iretimine devam etmesini
saglamaktadir. Koyunlarda gebeligin anne tarafindan taninmasi, 12-13. giinlerde
embriyo tarafindan salgilanan interferon-t ile ger¢eklesmekte, endometriyum tizerinde
etki ederek Ostrojen reseptor-o geni transkripsiyonunu inhibe etmekte, bu ise dstrojen
ile indiiklenen oksitosin reseptorleri ve luteolitik prostaglandin F2a salinimini
engellemektedir (Spencer ve ark., 2007 ve Spencer ve ark., 2008). Gebeligin
olusmadigl durumlarda ise uterus endometriyumundan progesteron etkisi altinda
luteolitik etkili prostaglandin, PGF2a sentezi gergeklesmekte bu da KL
dejenerasyonunu saglayarak progesteron iiretiminin azalmasini ve bu sayede folikiiler
gelisim stimiile edilerek prodstrusun yeniden baslamasini saglamaktadir (Bearden ve
Fuquay, 1992; Frandson ve ark., 2009; Gordon, 2004 ve Norris ve Lopez, 2010).
Ostrusun 11-13. giinlerinde progesteron kademeli olarak diismekte yapisal olarak
luteolizis ise Ostrus siklusunun 14. giiniinden sonra gériilmektedir (Leyva ve ark., 1998
ve Niswender ve ark., 2000). Koyunlarda luteal progesterona duyulan ihtiyag¢ gebeligin
45. giinlinden itibaren yerini plasental progesterona birakmaktadir (Casida ve

Warwick, 1945 ve Denamur ve Martinet, 1955).

1.1.1. Senkronizasyon

Suni tohumlama ve embriyo transferi gibi ileri tlireme tekniklerinin
yayginlagmasi ile beraber Ostrus senkronizasyona olan ihtiya¢ da artmistir. Bunun
yanisira prepubertal veya anostrus déneminde olan disilerin ovaryum aktivitesinin
uyarilmasi, Ostruslart senkronize edilerek ko¢ kullaniminin etkili bir sekilde organize
edilebilmesi, kuzulama dénemi daha dar bir zaman ¢ekilerek uzun bir siirece yayilan
gerekli is giicliniin azaltilmasi, Ostrus belirlemedeki basar1 ve gerekli is giicii ile
zamanin azaltilmasi, Ostrusu daha erken veya ileri bir tarihe ¢ekerek kuzulama
zamanini yem kaynagi ve sektor talebine gore istenilen bir periyod ile sinirlamak,
kuzularda benzer yas dagilimi, dogum zamanini daha kesin bir sekilde belirleyerek
hayvanlarm takibi, ilgili besleme yonetimi ve gerekli miidahaleleri ger¢eklestirmek

amaciyla da senkronizasyon uygulanabilmektedir.



Koyunlarda iireme sezonunda veya andstrus doneminde Ostrus ve ovulasyonu
kontrol etme denemeleri, genellikle KL un siklik aktivitesinin taklidine dayanmakta,
ozellikle iki hafta siiresince lretilen progesteron miktarlar1 ve Ostrus siklusu sonunda
tretimin ani bir sekilde tamamen kesilmesini iizerinden gergeklesmektedir. Ancak
koyunlarda senkronizasyon amagli melatonin, besleme (flushing), kog etkisi ve 151k
uygulamalar1 da yapilmaktadir. Didstrus evresinin taklidi amaciyla siinger, CIDR,
prid, gibi farkli intravaginal progesteron uygulamalar1 ayrica oral kullanima yo6nelik
premiks, tablet, kulak veya derialtt implant gibi c¢esitli uygulama yollar1 da
bulunmaktadir (Alagam, 1993).

Yiiksek seviyelerdeki progesteron, LH frekansin1 ve folikiiler gelisimi
hipotalamus {izerinde negatif geribildirim ile baskilamakta (Scaramuzzi ve ark., 1993)
iireme sezonundaki koyunlarda uygulama siiresi bitimindeki ekzojen progesteron
miktarlarinin gerilemesini takiben 48 saat iginde, 6n hipofizinden Gstrus ve ovulasyon
icin gerekli hormonal dongiiyli baslatabilecek yeterli seviyede gonodatropin artisi
beklenmektedir. Progesteron kaynaginin sonlandirilma zamaninda dominant bir
folikiiliin varligi ise, bu folikiiliin preovulator folikiil olarak segilerek maksimum

boyuta kadar gelismesine ve ovule olmasina yol agmaktadir (Flynn ve ark., 2000).

Progesteron kaynaginin sonlandirilmasi ile 6strusun baslamasi arasinda goriilen
aralik preovulator folikiiliin orjin aldig1 farkli folikiiler dalgalardan kaynaklanmaktadir
(Vinoles ve Rubianes, 1998). Folikiiler dalganin senkronizasyonu Ostrus zamanindaki
degiskenligini azaltmak icin gerekli iken bu durum siklikla senkronizasyon
protokoliine gonodatropinlerin eklenmesi ile saglanmaktadir (Barrett ve ark., 2004;

Evans ve ark., 2004 ve Rajamahendran ve Raniowski, 1993).

Progesteronlar gonodatropinlerle kombine edildiginde ostrusun daha kesin
senkronizasyonunu ve dolayisiyla da ovulasyonu arttirmaktadir (Driancourt, 2001 ve
Vilarifio ve ark., 2010). Bu sayede sabit zamanli suni tohumlama uygulamalarina
olanak tanimaktadir. Bu amagla FSH gibi gonadotropinlerin maliyet ve hazirlama
stirecindeki sinirlamalar, koyunlarda fertilitenin arttirilmasi i¢in siklikla gebe kisrak

serum gonadotropini (PMSG) tercih edilmesine neden olur (Abecia ve ark., 2012 ve
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Boscos ve ark., 2002). PMSG uygulamasimin hizli bir folikiiler gelisime, ovule olan
folikiil sayisinda artisa, dstrus ve ovulasyonun senkronizasyona neden oldugu (Eekass

ve ark., 1989), bununla beraber folikiiler atrezinin azalmasina olanak sagladigi

(Hirsfield, 1989) bildirilmistir.

Siingerin ¢ikarilmasi ile es zamanl olarak uygulanacak PMSG dozunun baslica
hayvanin fiziksel kondisyonuna, viicut agirhigina, sezona, irka ve yasa gore
ayarlanmasi biiyiikk 6nem arz etmekte, bu amagla 200-400 IU arasi1 degisen PMSG
dozu uygulanmakta ve ilke olarak diigiik dozlarin uygulanmasi dnerilmektedir (Abecia
ve ark., 2011; Cueto ve Gibbons, 2010 ve Gibbons ve Cueto, 2012). Bu konuda yapilan
gesitli arastirmalar sonucu tireme sezonunda etkin bir senkronizasyon igin genellikle
300-600 IU PMSG yeterli oldugu (Ugar ve ark., 2002), ve progesteron uygulamasini
takiben enjekte edilen 400-500 IU PMSG dozunun ovulasyon orani artirilabildigini
belirtmislerdir (Alagam, 1993 ve Wildeus, 2000). Gibbons ve Cueto (2012), lireme
sezonunda Merinos 1rkinda 250-300 IU, Corriedale ve Texel irklarinda 300 IU
gonodatropin dozu kullanimini onermislerdir. Artan dozlarin ovaryumlarin asiri
stimiilasyonuna neden olarak kistik degisimlerine neden olabilecegini boylelikle de
fertiziliasyon ve implantasyon siirecinde dezavantaj saglayabilecegi bildirilmistir
(Bonev, 2003 ve Ralchev ve ark., 2007). Dozun arttirilmasi bazi1 koyun wrklarinda ise
stiperovulator yanita neden olarak ikizlik ve ticlizlilk saglamakta bu da diisiik yavru

sayisina sahip irklar i¢in yetistiricinin bekledigi avantaji saglamaktadir (Gordon,
2004).

Glikoprotein yapida olan PMSG hormonu gebeligin 40-130. giinleri arasi
kisraklarin trofoblastik hiicrelerinden sentezlenip salinmaktadir (Allen ve Moor,
1972). Molekiiler agirligi 45 kDa’dir ve benzersiz bir sekilde kisrak digindaki hayvan
tiirlerinde uygulandiginda hem LH hem de FSH benzeri aktivite gostermektedir (Cole
ve Hart, 1930; Combarnus ve ark., 1981 ve Stewart ve ark., 1976). Aygirlarda plazma
yarilanma omrii 6 giin iken koyunlarda 60 saat kadardir (Cathpole ve ark., 1935 ve
Mclntosh ve ark., 1975).



Bu hormonun molekiiler agirlig, yiiksek seviyedeki glikozilasyonu ve heterelog
kaynagi nedeniyle immunojenik etki olusturdugu diisiiniilmektedir. Tekrarli kullanilan
PMSG hormonun ovaryum fonksiyonlar1 ve ileriki reprodiiktif performans tizerinde
negatif etkisi oldugu bildirilmistir (Combelles ve Albertini, 2003; Cortell ve Viudes
de Castro, 2008 ve Roy ve ark., 1999). PMSG hormonu uygulama sayisina goére
kegilerde oransal olarak gecikmis dstrusun artig gosterdigi bildirilmistir (Baril ve ark.,
1993). Ayni lireme sezonu iginde ikinci uygulamada ise goriilen negatif etkiler daha
da artmustir (Baril ve ark., 1992). Fertilitede goriilen bu diistisiin dolasimdaki plazma
anti-PMSG antikorlarmin artist ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Baril ve ark.,
1992; Baril ve ark., 1996 ve Swanson ve ark., 1996). Takip eden PMSG uyarimlar
sonrasi ovaryum fonksiyonlarinda goériilen negatif etki koyun, inek, kedi ve rhesus
maymunlarinda da  PMSG-baglayan  immunoglobulinlerin  varligi  ile
iliskilendirilmistir (Bavister ve ark., 1986; Jauinudeen ve ark., 1966; Pigon ve ark.,
1986; Swanson ve ark., 1995 ve Swanson 1996). 500 IU PMSG enjeksiyonu sonucu
spesifik immunoglobulin G antikorlar1 takip eden bir sonraki sabit zamanli suni
tohumlama uygulamasinda fertilitede diisiise neden oldugu bildirilmektedir. Bu etki

ostrusun gecikmesi ve ge¢ LH piki ile koreledir (Roy ve ark., 1999).

Ayrica giinlimiizde PMSG tiretiminde gebe kisraklarin kullanilmasi dolayisiyla
hayvan refahi bakimindan etik endiselerin ortaya ¢ikmasi ile Avrupa Birligi (AB)
iilkelerinde PMSG kullanimina kars1 yiiksek derecede aktif bir hareket baslatilmis,
PMSG iretimine karsi baski olusturularak hayvan {retiminde kullaniminin
yasaklanmasi amaclanmaktadir. Her ne kadar halihazirda devlet yonetimlerinin fikri
kullaniminin devami konusunda olsa da {iretimi gerceklestiren firmalara kars1 olan
sosyal baskinin, ithalatin durdurulmasi noktasina varabilecegi 6ngoriilmektedir. Bu
nedenle ovulasyonun ve Ostrusun senkronizasyonu ve indiiksiyonu i¢in PMSG
icermeyen alternatif protokoller aragtirmak gerekmektedir (Bruno-Galarraga ve ark.,
2021; Gonzales-Bulnes ve ark., 2020 ve Martinez-Ros ve ark., 2019).


https://cdnsciencepub.com/doi/10.1139/cjas-2017-0183#ref8
file:///E:/BESTE%20TEZZZZ/Cortell%20ve%20Viudes%20de%20Castro%202008
file:///E:/BESTE%20TEZZZZ/Cortell%20ve%20Viudes%20de%20Castro%202008
https://cdnsciencepub.com/doi/10.1139/cjas-2017-0183#ref24
https://cdnsciencepub.com/doi/10.1139/cjas-2017-0183#ref27

1.1.2.  Suni Tohumlama

Koyunda suni tohumlama uygulamasinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
Konvansiyonel yetistirme programlarinda bir kog¢ yilda 50-100 koyun ile
ciftlesebilirken servikal suni tohumlama yontemiyle bu say1 2-3 haftada 1000 koyuna
cikabilmektedir. Ayrica, suni tohumlama elit koglarin Gistiin genetik 6zelliklerini canli
hayvan transportuna gore ¢ok daha uzak mesafeler arasi yayabilmenin en etkili
yoludur. Bunun yanisira kiigiik isletmelerin siiriide kog yetistirme gerekliligini ortadan
kaldirmaktadir. Ayrica saklamadan once sperma kalitesinin incelenmesi sayesinde
subfertil koglarin siirtiden ¢ikarilabilmesini saglamaktadir. Yaralanma nedeniyle dogal
asim yapamayan tstiin genetik kapasiteli koglardan sperma alinabilmektedir. Kogun
ciftlesmede disi tercih etmesinin de Oniline gecilmektedir. Daha tutarli kayit tutma
imkan1 saglanarak bu sayede siiriide istenilen O6zelliklerin secimi ve istenmeyen
ozelliklerin minimize edilmesi saglanabilmektedir. Ureme sezonu disinda koglardan
disiik kalitede sperma alinabilmekte, ancak buna alternatif olarak iireme sezonu
icerisinde  alman  spermayla  disiler sezon dis1  senkronizasyon @ ile
tohumlanabilmektedir. Ayrica istenilen cinsiyette kuzu iiretimi de cinsiyeti belirlenmis
sperma ile suni tohumlama uygulamasi sayesinde elde edilebilmektedir (Evans ve

Maxwell, 1987 ve Foote ve ark., 2002).

Koyunlarda tohumlama vaginal, servikal veya intrauterin yOntemle
gerceklestirilebilmektedir. Vaginal yontemde sulandirilmis taze sperma kullanilarak
basit ve hizli bir sekilde tohumlama islemi gergeklestirilebilmektedir. Ancak diger
yontemlere gore daha yiiksek dozda sperma gerektirmekte ve gebelik basari orani
degiskenlik gostermektedir. Daha once dogum yapmamis disilerde spekulumun
ilerlemesine engel olan vajinanin vestibular kismindaki darlik nedeniyle de bu yontem
tercih edilebilmektedir. Taze sulandirilmig veya sogutularak kisa siire saklanan sperma
ile servikal tohumlama ise en sik kullanilan yontemdir. Kullanilan ekipman basittir ve
yeterli sayida personel varliginda biiyiik siiriiler kisa zamanda tohumlanabilmektedir.
Dogru bir sekilde uygulandiginda basarist siiriideki dogal asimlara ulasabilmektedir.
Senkronize edilen disilerde bu yontemle tohumlama, siinger ¢ikarildiktan sonra 48-58
saatler arasinda genellikle 55. saatte tek bir tohumlama ile gerceklestirilmektedir. Bu
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tohumlama yonteminin dondurulmus sperma kullanilarak uygulanmasinda ise basari
orani disiiktiir, bu nedenle dondurulmus sperma kullanilmasi gereken durumlarda
laparoskopik intrauterin tohumlama tercih edilmesi gerekmektedir. Bu yontemle
tohumlama siingerlerin ¢ikarilmasini takiben 60-66. saat sonra gergeklestirilmelidir

(Evans ve Maxwell, 1987).

1.1.2.1. Sperma Alimi

Teke ve koglardan 3 farkli yontemle sperma alinabilmektedir. Bunlar suni vajen,
elektroejakiilator ve transrektal digital masajidir (Evans ve Maxwell, 1987 ve Tekin
ve ark., 2020). Bir digerine gore gesitli avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunan bu
yontemlerden en cok tercih edileni suni vajen yontemidir. Ancak sperma alimi i¢in
kog¢larin suni vajene dikkatli bir sekilde alistirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in dstrusu
indiiklenmis disiler kullanilabilmektedir. Alistirma siireci 1-3 hafta slirmektedir.
Koglar dogal asim yontemi ile giinde 10-15 kere asim yapabilmekte ancak bu siklikta
sperma miktar1 ve konsantrasyon kademeli olarak diismektedir. Suni vajen
yonteminde sperma alimi 5 giin boyunca, glinde 1 veya en az bir saatlik ara ile 2 kez
siklikla gergeklestirilebilmekte devaminda ise koglarin 2 giin dinlendirilmesi
gerekmektedir. Bu program ile sezon boyunca bir adet kogtan haftalik 50 doz sperma
(400-500 milyon spermatozoa/doz) alinabilmektedir (Gordon, 2004).

1.1.2.2. Sperma Muayenesi

Kog¢ spermasi miktar ve kalite bakimdan degisiklik gosterebilmektedir. Sperma
kalitesi temelde spermatozoa motilitesi ve morfolojisini igermektedir. Bu 6zelliklerin
yanisira renk ve koku da sperma alinir alinmaz degerlendirilmelidir. Ko¢ spermasinin
miktar1 0,6 ml ile 2 ml arasinda degismekle birlikte ortalama 1 ml sperma vermektedir.
Koyu krem rengindedir ve pH’s1 ortalama 6,7°dir. Ortalama 2-3 x 10° spermatozoa/ml
konsantrasyonundadir ve motil spermatozoa oran1 %80-90 kadardir. Anormal yapidaki

spermatozoa orani ise %5-15 arasinda normal kabul edilmektedir. Pratik olarak
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konsantrasyonu 1 x 10° spermatozoa/ml’den az, motilitesi %60’dan daha diisiik ve
anormal spermatozoa orant %30’dan fazla olan koc¢ spermasi tohumlamada
kullanilmamaktadir (AK, 2008). Ornekler birlestirilmeden (pooling) dnce bireysel
olarak her bir ejakiilat degerlendirilmelidir (Evans ve Maxwell, 1987).

1.1.2.3. Spermanmn Kisa Siireli Saklanmasi

Sperma alindiktan sonra 3 giine kadar kabul edilebilir bir tohumlama basarisi ile
saklanabilmektedir. Spermanin canliligi kullanilan sulandirici ve saklama siiresine
gore degismekle birlikte 5°C veya 15°C’de motilite degeri en az kayipla
korunabilmektedir (Mata-Campuzano ve ark., 2014 ve O’Hara ve ark., 2010). Bu
amagla hazirlanan sulandiricilarin temel igeriklerinden ultradistile su solvent gorevi
goriirken, Tris ve sitrik asit pH tamponu i¢in, fruktoz enerji kaynagi, yumurta sarisi ise
soguk sokuna karsi koruma amaciyla kullanilmakta, penisilin ve streptomisin
antibiyotikleri de kontaminasyonun Oniine ge¢me amaciyla sulandiriciya ilave

edilmektedir.

Seminal plazma ve igeridi, spermatozoanin transportu, enerji ihtiyaci,
kapasitasyon ve fertilizasyonda 6nemli roller iistlenmektedir (Jueyna ve Stelletta,
2012; Poiani ve ark., 2006 ve Robertson, 2005). Eklenti bezlerinin 6nemi, ¢esitli
tiirlerde bu bezlerin ¢ikarilmasi ile arastirllmistir. Farelerde vezikiiler ve prostat
bezlerinin ¢ikarilmasi spermatozoanin progresif motilitesi iizerinde olumsuz bir etki
yaratmis ve bunun sonucunda gebelik oranini diistirmiistiir (Pang ve ark., 1979 ve Peitz
ve ark., 1968). Lamalarda ise bulboiiretral bezin ¢ikarilmasi spermatozoanin ovidukta
baglanma yetenegine hasar vermistir ve bu bezden salgilanan proteinlerin oviduktal-
sperm rezervuarl olusumunda gerekli oldugu bildirilmistir (Apichela ve ark., 2013).
Ruminantlardaki seminal plazma protein igerigi, dogal kosullar altinda spermanin disi
genital kanalda hayatta kalmasi i¢in gerekli direnci saglamada yeterli gelmektedir.
Ancak suni tohumlama uygulamasi i¢in spermanmn sulandirilarak dozlanmasi
gerekmekte bu da protein konsantrasyonunu oldukga diistirmektedir. Spermanin islem

gordiigli sulandirma ve saklama gibi durumlarda, 6zellikle ytliksek sulandirma oranlari
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gerektiginde seminal plazma ilavesi spermatozoa fonksiyonu ve canli kalabilmesinde
etkili olmustur (Cabellero ve ark., 2009; Garner ve ark., 2001 ve Maxwell ve ark.,
1996). Arastirmalar sonucu spermatozoanin canli kalabilmesi ve tohumlama sonrasi
fertiliteyi saglayabilmesi igin belirli bir siire seminal plazmaya maruz kalmasinin ve
hatta seminal plazmanin belirli bir oranda varliginin gerekliligini ortaya koymustur
(Abad ve ark., 2007; Fernandez-Gago ve ark., 2017; Garcia ve ark., 2009; Kaeoket ve
ark., 2011; Okazaki ve ark., 2012; Okazaki ve ark., 2008; Recuero ve ark., 2019 ve
Rodriguez-Martines ve ark., 2021).

1.1.3. Reprodiiktif Ultrasonografik Muayene

Disilerde reprodiiktif ultrasonografi gebeligin yanisira folikiiler gelisim, atrezi
ve ovulasyonu belirlemede siklikla kullanilmaktadir. Transrektal problar ovaryum
tizerindeki yapilarin goriintiilenmesi ve erken gebelik tespiti i¢in olanak saglarken
transkutenoz problar ventral abdomenden gebeligin ileriki donemlerinde yavruya ait
boyutlarin 6l¢imii ve cinsiyet tayini gibi durumlarda kullanilmaktadir. Bununla
birlikte ultrasonografik muayene, patolojik durumlar ve anomalilerin belirlenmesinde

biyopsi gibi invaziv tekniklerin yerini almistir (Carolina Vinoles-Gil ve ark., 2010).

Linear veya konveks tip problar ile 7,5 mHz frekans ile 5-7 ¢cm aras1 derinlik
saglanarak ovaryum iizerindeki yapilarin muayenesi ve erken gebelik tespiti
yapilabilirken, bu problara sektor prob da dahil olmak tizere 5 mHz frekans ile 10-17
cm derinlikte KL ve erken-orta donem gebelik, 3,5 mHz frekans ve 17-20 cm derinlik
ile de ge¢ donem gebelik tespiti yapilabilmektedir. Rektumun reprodiiktif kanal ile
olan yakin konumu ovaryum iizerindeki yapilarin transrektal yol ile muayenesine

olanak saglamaktadir. Bu amacla hayvan ayakta veya sirtiistii pozisyonda tutulmalidir.

Siklik koyunlarda preovulator folikiil giinliik yaklagik 1 mm biiyiime hiz1
oraniyla 6-7 mm ¢apina ulasabilmektedir (Bartlewski ve ark., 1999). Koprus luteum
ise ultrasonografi ile en erken ovulasyondan 3 giin sonra tespit edilebilmektedir. KL

olusumu, devamlilig1 ve progesteron iiretimi i¢in anjiyogenez ve yeterli kan akiminin
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saglanmasi kritik oneme sahiptir (Yan ve ark., 1998). Orta-luteal donemde KL boyutu
ile progesteron salinim miktar1 arasinda yiiksek koreleasyon bulunmaktadir (Gonzalez
de Bulnes ve ark., 2000). Ayrica KL vaskiilarizasyonu ve hormon iiretimi arasinda da
yakin bir iligki bulunmaktadir (Kobayashi ve ark., 2001 ve Stormshak ve ark., 1963).

Bunun yanisira yakin zamanda yapilan gesitli calismalarda koyunlarda gebeligin
hemodinamik 6zellikleri ortaya konulmustur (Arashiro ve ark., 2018; Braganga ve
ark., 2016; Elmetwally ve ark., 2016 ve Turna Yilmaz ve ark. 2017). Ornegin
lamalarda luteal vaskiilarizasyon ile gebelik 12. giinden itibaren tespit edilebilirken
(Gallelli ve ark., 2020), benzer sekilde mandalarda (Samir ve Kandiel, 2019), ineklerde
(Dubuc ve ark., 2020; Scully ve ark., 2015; Siqueira ve ark., 2013 ve Utt ve ark., 2009)
ve kegilerde (Cosentino ve ark., 2018) gebelik durumu 17-21. giinden itibaren yiiksek
tutarhilikla tespit edilebilmektedir. Koyunlarda ise B-mode ultrasonografi ile gebelik
tespiti en erken 25. giinden itibaren miimkiin olurken; luteal vaskiilaritenin
semikantitatif ~ veya siibjektif degerlendirilmesiyle 17. giinden itibaren
belirlenebilmektedir (Arashiro ve ark., 2018; Cosentino ve ark., 2019; Dal ve ark.,
2019 ve Santos ve ark., 2020). Ayrica luteal vaskiilarizasyonun subjektif olarak
degerlendirilmesinin, olgiilen renkli piksel sayisi hesaplamasina kiyasla saha
kosullarinda daha uygun olmasi ve progesteron seviyeleri ve luteal fonksiyon
bakimindan benzer korelasyon gostermesi nedeniyle tercih edilebilecegi
vurgulanmistir (Balaro ve ark., 2017). Ineklerde tohumlama sonrasi ilk 3 hafta
boyunca luteal wvaskiilarite, progesteron seviyesi ve luteal c¢ap Olgiimlerinin
gerceklestirdigi bir caligmada ise luteal vaskiilaritenin, gebe ve bos hayvanlar
arasindaki luteal fonksiyon degisimini belirlemede, luteal ¢ap ve progesteron

Olciimiine kiyasla daha duyarli bir parametre olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(Hassan ve ark., 2019).
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Sekil 1.1. Luteal vaskiilaritenin ultrasonografik degerlendirmesi (Arashiro ve ark.,
2018).

1.2. Sinir Biiyiime Faktorii

Yaklagik 26 kDa molekiiler agirliga sahip bir protein olan sinir biiytime faktorii
(NGF) 13 kDA agirligindaki es dimerlerden olugsmaktadir. NGF, nérotrofin-3 (NT-3),
norotrofin-4 (NT-4) ve beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)’ii de igeren
norotrofin ailesinde yer almaktadir ve bu ailenin ilk tanimlanan {iyesidir (Kolbeck ve
ark., 1994). Baslangicta proNGF olarak adlandirilan, 130 kDa molekiiler agirliga sahip
bir kompleks formunda eksprese edilmektedir. Alfa-NGF (a-NGF), beta-NGF (B-
NGF) ve gamma-NGF (y-NGF) (2:1:2 oraninda) polipeptitlerinden olusmaktadir.
NGF terimi ise genellikle 26 kDa molekiiler agirliga sahip ve biyolojik olarak aktif
formu olan beta alt {initesini (B-NGF) tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Kazak ve

Yarim, 2014).

Genel olarak NGF beyin dokusunda eksprese edilmekte, ancak periferal
dokularda da yaygin olarak bulunmaktadir. Merkezi sinir sisteminde NGF’{in biiyiik
bir ¢ogunlugu korteks, hipokampus ve hipofiz bezinde iiretilmektedir. Ancak bazal
gangliyon, talamus, spinal kord ve retina gibi diger dokularda da onemli Slgiide
uretilmektedir (Aloe ve ark., 2012 ve McAllister, 2001).
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Temel gorevi periferal ve merkezi sinir sistemi hiicrelerinin islevini
diizenlemektir. Sinir sistemi haricinde de ¢esitli biyolojik etkilere sahip olan bu
protein, lenfosit, nétrofil, monositlerin ve kok hiicrelerin hayatta kalmasinda,
farklilagsmasinda ve ¢ogalmasinda etki gostermektedir. Bununla birlikte erkek ve disi
reprodiiktif dokularinda ve noral olmayan ¢esitli hiicrelerde de varlig1 saptanmistir
(Kazak ve Yarim, 2014). Tiim bu biyolojik aktivitelerini yiiksek affiniteli spesifik
reseptOrii tropomiyozin reseptor kinaz A (Trk-A) ve disiik affiniteli non-spesifik
reseptOrii olan p75 norotrofin reseptorii (p7SNTR) araciligr ile gergeklestirmektedir

(Chao ve Hempstead, 1995).

[k izolasyon kaynag: fare sarkomasi, submandibular tiikiiriik bezi ve kobra
zehridir (Angeletti ve Bradshaw, 1971). Devaminda yapilan saflastirma ¢alismalarinda
ise boga seminal plazmasinin da 6nemli bir NGF kaynagi oldugu ortaya konulmustur
(Harper ve ark., 1982). Ayrica yapisiin tiirler arasinda yiiksek derece korundugu
Ratto ve ark., 2012), hem insan rekombinant NGF’iin hem de alpakalarin seminal
plazmasindan saflagtirllan NGF’lin yap1 ve etkilerinin karsilastirilarak (Kershaw-
Young ve ark., 2012; Pinet-Charvet ve ark., 2020 ve Stuart ve ark., 2015) her ikisinin
de ovulasyonu GnRH sekresyonunu arttirarak indiikledigi bildirilmistir (Pinet-Charvet
ve ark., 2020). Disi ve erkek reprodiiktif dokularinda bu proteinin saptanmasi
sonucunda ¢alismalar, bu proteinin lireme sistemi ile iliskili ¢esitli islevleri olabilecegi
kanisina yol agmis ve bazi provoke ovulasyon gosteren tiirlerde ovulasyonu
tetiklemekte oldugu ve luteotrofik etki gosterdigi ortaya konulmustur (Adams ve ark.,
2016 ve Ratto ve ark., 2012). Ayrica hem provoke ovulatér hem de spontan ovulator
tiirlerin seminal plazmasinda bu faktoriin varligi saptanmistir (Adams ve ark., 2016;
Harper ve Thoenen, 1980; Hofmann ve Unsicker, 1982 ve Ratto ve ark., 2011).
Gergeklestirilen bir calismada sivi kromotografik kiitle spektrometrisi analizi ile
alpaka ve lama seminal plazmasinda dominant protein olarak yliksek miktarlarda
saptanirken, boga, ko¢ ve aygir spermasinda ise daha diisiik miktarlar1 yer aldigi

bildirilmistir (Druart ve ark., 2013).

Disilerdeki gesitli reprodiiktif etkilerini sistemik ve lokal yollar aracilig: ile
gerceklestirmektedir. Hayvan tiiriine gore degismekle birlikte, NGF’iin alpaka ve
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lamalar gibi gesitli provoke ovulator tiirlerde hipofiziyal bazofilik hiicrelerden LH
salinimi Ve siiresini arttirdigi, ovulasyonu tetikledigi ve luteotrofik etki gostererek
olusan korpus luteum capini arttirdig1 ve salgilanan progesteron miktarini 2 katina
cikardigr gozlemlenmistir (Adams ve ark., 2005). Bazi spontan ovulator tiirlerde ise
goriilen luteotrofik etkinin yanisira, uygulama donemi bagli olarak prepubertal
diivelerde FSH konsantrasyonlarini arttirarak yeni bir folikiiler dalga olusumunu
hizlandirdig1, pubertaya erisen diivelerde ise kayda deger oranda daha senkronize
ovulasyonlar elde edildigi ortaya konulmustur (Tanco ve ark., 2012 ve Tribulo ve ark.,
2015).

Alpaka ve lamalarda seminal plazma uygulamasin takiben gerceklesen LH piki
dogal ciftlesme ile benzer sekilde; 30 dakika icinde baglamakta, maksimum seviyesine
2 saatte ulagsmaktadir. Ancak LH pik siiresi GnRH uygulamasina kiyasla uzamakta ve
8 saat boyunca bazal seviyelere diismemektedir. Ultrasonografik goriintiileme ile
takibi yapilan disilerde ovulasyonlar dogal ¢iftlesme (30,0 = 0,5 saat), GhnRH (29,3 =
0,6 saat) veya LH (29,3 + 0,7 saat) uygulamasi ile benzer bir sekilde, seminal
plazmanin uygulamasindan 29,3 + 0,7 saat sonra ger¢eklesmistir (Adams ve ark., 2005
ve Ratto ve ark., 2006).

Seminal plazmadaki NGF’iin ovulator etkisinin dolasimda dalgali LH salinimina
neden olarak gergeklestirdigi agik bir sekilde ortaya konulmustur. Lamalara GnRH
antogonisti (cetrorelix) uygulandiginda NGF’iin etkisiz kalmasi (LH salinimi ve
ovulasyonun engellenmesi), bu proteinin hipotalamustaki GnRH noéronlart tizerinde
direkt veya indirekt etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Silva ve ark., 2011). Yapilan
cesitli in vitro calismalar ile NGF’iin hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinler
lizerinde direkt etkisi oldugu belgelenmistir. Inek ve lamalarmn én hipofiz lobu primer
hiicre kiiltiirleri NGF igeren medyumlarla 2 saat siiresince inkiibe edilerek LH
seviyeleri 6l¢iildiigiinde, lamalarda LH konsantrasyonu doza bagimli artis gosterirken
ineklerde ise bu etki doza gore herhangi bir degisim gostermemistir (Bogle ve ark.,
2012). Sicanlarda ise on hipofiz hiicrelerinde LH salgilayan gonadotrop hiicrelerin
%75’inde NGF tespit edilmis ve bu hiicrelerin %44’ Trk-A reseptorii ekspresyonu
gostermistir (Patterson ve Childs, 1994).
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Spontan ovulator bir tiir olan sigirlarda, boga ve devegillerin seminal plazma
uygulamasi, plazma LH seviyesinde bir artisa neden olmaksizin luteotrofik bir etki
gostermistir (Tanco ve ark., 2012 ve Tribulo ve ark., 2015). Carrasco ve ark. (2016)
tarafindan NGFiin luteotrofik etkisi, hipotalamus veya hipofizdeki Trk-A reseptorleri
ile etkilesimi sonucu gonadotropin salinimi yerine, sigirlarda direkt olarak ovaryumda,
dominant folikiil {izerindeki graniiloza ve teka hiicrelerinin sahip oldugu Trk-A
reseptorlerinin artan ekspresyonu ve bu reseptorler ile NGF’iin etkilesimi araciligi ile
saglandig1 belirtilmistir. Ozellikle erken luteal doénemde veya luteolizis sonrasi
dolasimdaki progesteron minimum diizeyde iken, dominant ve diger folikiiller
izerindeki Trk-A ekspresyonu karsilastirildiginda, NGF’in folikiil se¢cimi ve
luteogenezin erken asamalarinda rolii oldugu kanisiyla uyum gostermektedir. Ayrica
NGF’iin ineklerde in vitro orta-luteal donemdeki KL hiicre kiiltiiriinden progesteron
salinimini stimiile ettigi bildirilmistir (Miyamato ve ark., 1992). Farkli tiirlerde goériilen
bu luteotrofik etkinin LH salinimi genligi ile merkezi mekanizma, ovaryum
folikiillerindeki spesifik reseptor ekspresyonundaki gegici degisimler ile ise lokal
mekanizma araciliiyla ger¢eklesmesi, bu proteinin birden fazla etki mekanizmasinin
oldugunu diisiindiirmektedir. In vitro bir yaklasim ile hem insan rekombinant NGF’{in
hem de alpaka seminal plazmasindan saflastirilan NGF’tin, GnRH noéronlarinin
elektriksel aktivitesi lizerindeki stimiile edici etkisini, bu ndronlara mikrogevre
olusturan glial hiicrelerdeki reseptorii p75 araciligr ile gergeklestirdigi, bunu da
kalsiyum iyon piklerinin siklik ve/veya siiresini arttirarak, LH salinimina yol agan
GnRH sekresyonunu arttirdigi bildirilmistir  (Pinet-Charvet ve ark., 2020).
Stiperstimiile eden farelerde ise GNRH ve PMSG kadar etkili bir sekilde ovulasyonu
stimiile ettigi bildirilmistir (Bogle ve ark., 2011).

Lama seminal plazmasindan saflastirilan NGF’iin, prepubertal diivelere
uygulanmasinin ovulasyonu tetiklemedigi belirtilmektedir. Fakat uygulama sonrasi
dolagimdaki mevcut FSH konsantrasyonunu artirarak yeni folikiiler dalga olusumunu
hizlandirmistir. Bu sonuglar NGF’ilin, dominant folikiil lizerine baskilayici bir etki
gostererek  folikiiler —dalga  dinamiklerinin  kontrolinde  gorev  aldigini
diistindiirmektedir (Tanco ve ark., 2012). Saflastirlan NGF pubertaya erismis

diivelerde de ovulasyonu indiiklenememis, fakat LH uygulamasini takiben 12 saat
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sonra i.m enjeksiyonu yapilan boga seminal plazmasi ile daha senkronize ovulasyonlar
(LH uygulamasindan sonra 30-34 saat arasi) ayrica ovulasyondan 4 saat sonra
uygulanan boga seminal plazma enjeksiyonlar1 luteotrofik (artan plazma progesteron
seviyesi) etki saglamistir. Bunun yanisira lama seminal plazmasindan saflagtirilan
NGF, diivelerde faza bagli bir sekilde luteotrofik etki gostermekte ve dominant folikiil
gelisimini etkilemektedir. 6. giinde uygulanan NGF, kontrole gore daha kiigiik
dominant folikiil ¢capina sahip olmakla beraber 6. ve 9. glinlerde yapilan uygulamalar
sonrasi dolagimdaki FSH konsantrasyonlar1 24 saat iginde artmistir (Tanco ve ark.,
2012 ve Tribulo ve ark., 2015). Koyunlarda ise alpaka seminal plazmasi
enjeksiyonunu takiben 4 saat igerisinde LH konsantrasyonlari artisi, bu proteinin
spontan ovulator tiirlerde de reprodiiktif hormonal regiilasyonda etkili oldugunu

gostermistir (Druart ve ark., 2015).

Bunun yanisira erkeklerde cesitli reprodiiktif sistem organlari ve sperm
hiicrelerinde yiiksek (Trk-A) ve diisiik affiniteli (p75) NGF reseptorleri varligi, bu
proteinin, sperm fonksiyonunda da etkili oldugu goriisiinii ortaya koymaktadir (Jin ve
ark., 2006; Li ve ark., 2005; Li ve ark., 2010a ve Ren ve ark., 2005).

Maymunlarda, epididimis, seminal vezikiil ve testislerde, ¢esitli asamalardaki
sperm hiicreleri ile Sertoli ve Leydig hiicrelerinde, NGF ve reseptorleri Trk-A ile p75
pozitif boyanmustir (Jin ve ark., 2006). Sican ve fare testisinde ise primer
spermatositlerden olgun spermatidlere kadarki asamalarda NGF immunoreaksiyonlari
pozitif olarak belirlenmistir (Ayer-LeLievre ve ark., 1988). Bogalarda NGF mRNA en
yiiksek vezikiiler bezde, ampullada orta seviyede ve bulboiiretral bez ile prostatta en
diisiik seviyede bulunurken, immuhistokimya ile ampulla ve vezikiiler bezde en yogun
boyamalar gozlemlenmistir (Adams ve ark., 2016; Hofmann ve Unsicker 1982 ve

Stewart ve ark., 2018).

Immunofloresans teknigi ile boga spermasinda NGF immuno reaktivitesi
spermatozoanin Kuyruk ve bas bolgesinde, reseptorii Trk-A ise kuyruk, niikleus ve
akrozomal kapta saptanabilmistir (Li ve ark., 2010a). Gebe birakabilme orani siirii

ortalamasindan yiiksek olan bogalarin sperm hiicrelerinde NGF mRNA daha yiiksek
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miktarda saptanmistir. Immuno-sito-kimyasal yontem ile NGF spermanin bas, orta ve
kuyruk kisminda saptanmis, ozellikle de akrozom ve kuyruk bolgesinde yiiksek
miktarda eksprese edildigi, fertilite skoru yiiksek olan bogalarin ve viabilite ve
motilitesini  siirdiirebilme, zamaninda akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon
gosterebilme ve dolayisiyla fertilizasyon oranimi yiikseltebilme yetenegine sahip
oldugunu diistindiirmektedir. Bu bulgular sperma fertilitesi ile NGF arasinda bir iligki

oldugunu diistindiirmektedir (Kasimanickam ve ark., 2012).

NGF ve Trk-A ejakiile olmus insan spermasinda da eksprese edilmekte, NGF
ozellikle spermatozoanin boyun ve orta kisminda, Trk-A reseptorii ise bas, boyun ve
orta kisimda immunoreaktivasyon gostermektedir. Hem seminal plazmadaki NGF
miktar1 hem de spermatozoadaki Trk-A mRNA, oligoastenozoospermik erkeklerde
daha diisiik miktarda saptanmistir (Li ve ark., 2010b). Astenozoospermik o6zellikte
spermaya sahip olan insanlar ile karsilastirildiginda ise normozoospermik spermada
NGF igerigi 6nemli 6l¢iide daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (Saeednia ve ark.,
2016).

Cin kobrasindan elde edilen NGF’iin erkek siganlara enjeksiyonu ile sperm
motilitesi, gebelik oranlar1 ve fetiis sayisini arttirdigi bildirilmistir (Xu ve ark., 1999).
Golden hamsterlarda ise spermanin NGF ile inkiibasyonu sonucunda ¢esitli kinetik
parametreleri (VSL, VCL, ALH) ve akrozom reaksiyonunu stimiile ettigi ve bu etkinin

doz ve siireye bagl bir sekilde arttig1 ortaya konulmustur (Jin ve ark., 2010).

Bogalarda spermanin NGF ile inkiibasyonu sperma canliliginda artisa neden
olmus ancak mitokondriyal aktivite, hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri veya akrozom
reaksiyonu iizerinde ise herhangi bir etki gérilmemistir (Li ve ark., 2010a). NGF ve
norotrofinler esas olarak proliferasyonu desteklemekte, hedef hiicrelerin maturasyonu
ve hayatta kalmasini saglamaktadir. Ancak gesitli calismalarda, NGF kiiltiir kosullar
veya hiicre tipinin yapisina gore trofik etkiden ziyade, sitotoksik bir etki gostererek
apoptozisi tetikledigi ortaya konulmustur (Ahn ve ark., 2005; Muragaki ve ark., 1997

ve Nakagawara ve ark., 1993).
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In vitro insan spermasi ile farkl siire ve dozlarda NGF inkiibe edilmesi doza
bagl olarak motilite ve kinetik hiz parametrelerinden VSL (Dogrusal hiz um/s), VAP
(Ortalama yol hizi, pm/s), VCL (Egrisel hiz pm/s), LIN (Egrisel yolaklarin
dogrusalligi, %) ve BCF (Capraz gegis frekans ritmi, Hz) degerlerinde artisa neden
olarak A kalite spermatozoa yiizdesini arttirmistir, ancak STR (Ortalama yolun
dogrusallig1 %), ALH (Basin saptigi uzaklik, pm) ve WOB (Kararsizlik) degerleri i¢in
herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir (Lin ve ark., 2015 ve Shi ve ark., 2012).

Spermanin dondurulmasi amaciyla sulandiriciya eklenen 0,5 ng/ml NGF ile
kriyoprezervayonu gergeklestirilen astenozoospermik drneklerin ¢éziim sonu motilite
ve viabilite degerleri artmis, DNA fragmentasyonunu daha disik diizeyde
bulunmustur. Bu bulgular normozoospermik sperma kullanildiginda daha etkin bir

sekilde gozlemlenmistir (Saeednia ve ark., 2015 ve Saeednia ve ark., 2016).

Diinya capinda tarim ve hayvancilik giderek “daha temiz ve daha yesil” bir
yaklasima dogru yonelmektedir. Gerek provoke ovulator tiirlerde gerek ise spontan
ovulator tiirlerde ovulasyonun tetiklenebilmesi ic¢in, kontrollii hayvan {iretim
programlarinda hormonlarin kullaniminmi1 azaltabilecek uygun bir metoda ihtiyag
duyulmaktadir. Bu g¢alismada, memeli tiirlerinin seminal plazmalarinda halihazirda
mevcut olan proteinlerden biri olan sinir biiylime faktoriiniin (NGF) senkronizasyon
protokoliine adaptasyonu ile ekzojen olarak disilere uygulanmasi ve spermaya ilavesi
ile hem disi hem de erkek fertilitesinin dolayisiyla suni tohumlama basarisinin

artirilmasi amaclanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Arastirma kapsaminda Ankara ilindeki Koksal Hayvancilik Isletmesi’nde
barindirilan 75 bas (2-3 yasli/primipar) Akkaraman koyunu ve Uluslararasi
Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Midirligii'nde barindirilan 3 bas
Akkaraman 1rki ko¢ kullanilmistir. Arastirma Ocak-Subat aylar1 igerisinde,
Akkaraman 1rki i¢in bildiren tireme sezonunu dahilinde gergeklestirilmistir (Arsoy ve
Sagmanligil, 2018). Hayvanlarin bakim ve beslemesi bagli bulundugu ilgili isletmeler
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu amagla koyunlar giinliik ortalama 1 kg kuru ot ve
300-350 gr arpa ile beslenirken su, mineral madde ve tuz igeren taslar ad libitum olarak
verilmistir. Koglar ise 1 kg kesif yem (%42 arpa, %51 misir, %3 bugday kepegi, %3,6
aycicegi tohumu ve soya fasulyesi kiispesi %0,025’er vitamin ve mineral ile %0,15
kireg tas1 ve %0,2 tuz) ve 900 gr kuru ot ile ad libitum su ile beslenmistir. Saglikli
hayvanlar arasindan, viicut kondisyon skoru 2,5-3,0 arasi olan 75 adet disi se¢ilmistir.
Bununla beraber 5 adet kogun genel ve reprodiiktif ultrasonografik muayeneleri
yapilarak 3 birey se¢ilmis, suni vajene alistirilmasi amaciyla sperma alimi denemeleri

gergeklestirilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Koglardan suni vajen ile sperma alimi
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2.2. Calisma Dizayni

i1k calisma paketi (Senkronizasyon gruplari-SN) igin reprodiiktif agidan saglikls
olarak belirlenen 30 bas diside B-NGF enjeksiyonlarinin disilerde ovulasyon ve
gebelik sonuglar1 tizerindeki etkileri degerlendirilmesi amaciyla disiler 3 alt gruba
ayrilmigtir. Calismanin alt gruplari; Yiiksek Doz (250 ug i.m. B-NGF) (n = 10), Diisiik
Doz (100 pg i.m. B-NGF) (n = 10) ve Kontrol (1 ml %0,09 NaCl i.m.) (n = 10) olarak
belirlenmistir. Suni tohumlama 6ncesinde disilerin alt gruplara gére senkronizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amagla 30 koyunun senkronizasyonu intravaginal siingerler
(60 mg medroksiprogesteron asetat), ile yapilmis ve siingerler 12. giinde ¢ikartilmistir.
Takibinde 13.giin 20 adet disiye B-NGF enjeksiyonu 250 pg (n = 10) veya 100 pg (n
= 10) dozunda 1.m. olarak uygulanmistir. Kontrol grubundaki (n = 10) disilere ise -
NGF enjeksiyonu yerine i.m. olarak 1 ml %0,09’luk NaCl enjeksiyonu yapilmistir.
Enjeksiyonlar: takiben 4-6 saat sonra (Druart ve ark., 2015) disilerin ultrasonografik
muayeneleri yapilarak ovaryum lizerindeki folikiiller belirlenmis ve Olgiimleri
yapilmistir. Sabit zamanli suni tohumlamalar siingerlerin ¢ikarilmasindan itibaren 53-
55. saatler araliginda servikal metot ile gergeklestirilmistir. Bu amagla androlojik ve
spermatolojik muayeneleri yapilan 3 adet kogtan alinan spermalarin pool yontemi ile
birlestirilerek payette 250 milyon motil spermatozoa olacak sekilde (500 milyon motil
sperm/ml) sulandirtip +4°C’de 2 saat saklanan spermanin  muayenesi
gerceklestirilerek +4°C’de transportu ile 3 saat igerisinde tohumlamalarda
kullanilmigtir. Tohumlama 151k kaynagi ve spekulum yardimiyla gercgeklestirilmis,
serviksin girisinin belirlenmesinin ardindan katater serviks boyunca ilerletilmeye
calisilmis, ilerlemedigi durumda ise sperma serviksin girisinden iceri birakilmistir
(Sekil 2.2). Tohumlama sonras1 6. ve 10. giinlerde disilerden kan alinarak serum
progesteron diizeyleri Elisa test kiti ile belirlenmis ayrica tohumlamadan sonra 17.
giinde KL’a ait vaskiilarizasyonlar Renkli Doppler ultrasonografi ile goriintiilenerek
siibjektif olarak degerlendirilmis ve gebelik tespiti yapilmistir (Arashiro ve ark., 2018;
Cosentino ve ark., 2019; Dal ve ark., 2019 ve Santos ve ark., 2020).
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Sekil 2.2. Suni tohumlama uygulamasi

Ikinci galisma paketi (Sperma gruplari) igin, 45 koyunun rutin senkronizasyon
protokolii intravaginal siingerler (60 mg medroksiprogesteron asetat) ile
gergeklestirilmis ve stingerler 12. giinde ¢ikarilirken disilere viicut kondisyon skorlari
g6z Oniinde bulundurularak 350-400 IU araliginda kas i¢ci PMSG (gebe kisrak serum
gonodotropin) enjeksiyonu yapilmistir (Abecia ve ark., 2011). 13. giin disilerin
ultrasonografik muayeneleri yapilarak ovaryum iizerindeki folikiiller belirlenmis ve
Olctimleri yapilmistir. Normospermi 6zelligine sahip 3 adet kogtan alinan spermalar
pool yontemi ile birlestirilerek payette 250 milyon motil spermatozoa olacak sekilde
(500 milyon motil sperm/ml) dozlanmis, devaminda tige bdliinerek, kontrol grubu (n
= 15) i¢in sadece sulandirici igeren medyum kullanilmis, diger iki grup olan yiiksek
doz ve diisiik doz gruplar1 (n = 15, n = 15) igin 6n ¢aligsma ile belirlenen 10 ng/ml ve
100 ng/ml dozunda B-NGF, 500 x 10° sperm/ml dozunda sulandirilmis spermaya ilave
edilmistir. Hazirlanan payetlerin 2 saat +4°C’de saklama siiresi sonrasi muayeneleri
gerceklestirilmis ve 3 saat igerisinde kullanmak iizere +4°C’de transportu
gerceklestirilerek, 45 koyunun sabit zamanli suni tohumlamasi, siingerlerin
cikarilmasindan itibaren 53-55. saatleri aralifinda, servikal metot ile

gerceklestirilmistir.
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Tohumlama sonrasi 6. ve 10. giinlerde disilerden kan alinarak serum progesteron
diizeyleri Elisa test kiti ile belirlenmis ayrica tohumlamadan sonra 17. giinde KL’a ait
vaskiilarizasyonlar renkli Doppler ultrasonografi ile goriintiilenerek siibjektif olarak
degerlendirilerek gebelik tespiti yapilmistir (Arashiro ve ark., 2018; Cosentino ve ark.,
2019; Dal ve ark., 2019 ve Santos ve ark., 2020).

2.3. Senkronizasyon Protokolii

Senkronizasyon amaciyla 75 adet disiye medroksiprogesteron asetat igeren
intravaginal siingerler (Hipra, Tiirkiye) takilarak 12. giinde ¢ikartilmustir. 11k ¢alisma
paketinde siinger ¢ikarilmasini takiben 13. giin 20 adet disiye B-NGF (rekombinant,
insan, Cat No: 11050-HNAC Sino Biological, Cin Halk Cumhuriyeti) enjeksiyonu
(Kershaw-Young ve ark., 2012; Pinet-Charvet ve ark., 2020 ve Stuart ve ark., 2015),
250 pg (n = 10) veya 100 ug (n = 10) dozunda i.m. olarak uygulanmistir (Tanco ve
ark., 2011 ve Tribulo ve ark., 2015). Kontrol grubundaki (n = 10) disilere ise B-NGF
enjeksiyonu yerine i.m. olarak 1 ml %0,09’luk NaCl enjeksiyonu yapilmistir. ikinci
caligma paketinde ise 45 adet disiye slingerlerin ¢ikarilmasini takiben viicut kondisyon
skorlar1 goz 6niinde bulundurularak 350-400 IU araliginda kas i¢i PMSG (gebe kisrak
serum gonadotropin, Hipra, Tiirkiye) enjeksiyonu yapilmistir (Abecia ve ark., 2011).
Tohumlamalar siingerlerin ¢ikarilmasindan itibaren 53-55. saatler araliginda

gerceklestirilmistir (Naim ve ark., 2009).

2.4. Suni Vajenin Hazirlanmasi

Kog suni vajeni 70°’lik alkolden gegirilerek kurutulduktan sonra ucuna sperma
toplama kadehi yerlestirilerek igerisine sperma alma sirasinda sicakligi 42-45°C
olacak sekilde sicak su eklenmistir. Bir miktar vazelin kayganligi saglamak amaciyla

kullanilirken basinct ig¢ine doldurulan sicak su ve hava iiflenerek saglanmistir

(Demirci, 2002).

24



2.5. Spermatolojik Muayeneler

Arastirma kapsaminda fertil 3 adet kogtan kizgin koyun varliginda suni vajen ile
dereceli toplama kadehine alinarak ejakiilat miktar1 ml olarak kaydedilmistir, ayrica
spermatolojik parametrelerden motilite, konsantrasyon, anormal ve 6lii spermatozoa
orant ile pH yoniinden muayene edilmistir. Bu amagla Tris bazli sulandirici (2,666 g
Tris, 0,44 g fruktoz, 1,398 g sitrik asit, yumurta saris1 %12 (v/v): pH 6,8) se¢ilmistir
(Allai ve ark., 2015). Tohumlama giinlerinde 3 adet fertil kogtan 2’ser kez alinan
spermalarin muayenesi bireysel olarak ve tiim spermalarin pooling isleminden sonra 2

saatlik sogukta saklama siiresi sonrasinda muayene edilmistir.

2.5.1. Motilite

Hareket eden spermatozoonlarin, tiim spermatozoaya orani olarak ifade edilen
motilite; bireysel ve pooling isleminden sonra 2 saatlik sogukta saklama islemini
takiben 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta 10 x biiylitmede siibjektif olarak

degerlendirilmistir.

2.5.2.  Konsantrasyon

Sperm konsantrasyonu fotometrik yontem (Accucell, IMV, Fransa) ile
belirlenmistir (Sekil 2.3). 40 pl nativ spermadan aliman numune 3960 ul NaCl
soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirilarak fotometreye yerlestirilmis ve sonuglar 10°

spermatozoa/ml olarak kaydedilmistir.
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Sekil 2.3. Spermanin konsantrasyonunun belirlenmesi

2.5.3. Anormal Spermatozoa Orani

Anormal spermatozoa oraninin belirlenmesinde sperma morfoloji kiti (Sperm
Blue®, Microptics®, Ispanya) kullanilmustir. 1/200 oraninda sulandirilan spermadan
bir damla alinarak lamin iizerine froti hazirlanmistir. Kurutulan preparatlar yatay
olarak boyama tepsisine yerlestirilerek sperm blue ile 15 dakika boyamaya tabi
tutulmustur. Siire sonunda lamel kapatilarak her bir preparattan 100 spermatozoa

say1lmis, anormal yapili spermatozoa oranlar1 belirlenmistir.

2.5.4. Canh Spermatozoa Oram

Eozin-nigrozin boyama yontemi kullanilarak dnceden 1sitilmig lam {izerinde 1
damla sperma ile %3’likk sodyum sitrat solusyonu i¢inde %2’lik olarak hazirlanmis
eozin boyast karisimindan 2 damla boya karistirilmis froti ile yayilarak 1s1k
mikroskobunda 400 x biiyiitmede en az 5 adet sahada 100 spermatozoa

degerlendirilmis ve 6lii olanlarin oran1 % olarak ifade edilmistir (Tekin, 1994).
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255. pH

Spermanin pH’s1, pH indakator kagidi kullanarak saptanmustir.

2.6. Ultrasonografik Goriintiileme ve Analiz

Ultrasonografik goriintiilemeler 10 mHz prob ile (Esoate Mylab Vet One, italya)
disiler sirt tistii yatirilarak transrektal yol ile gergeklestirilmistir. Rektumdaki digskinin
temizlenmesinin ardindan B-Mode ultrasonografi siinger ¢ikarilmasini takiben 1 giin
sonra ovaryum ve lzerindeki yapilar1 tanimlamak i¢in kullanmistir. Folikiil ¢aplar
Imagel] programi ile Olglilmiis ve 5 mm iizeri ve alti olarak smiflandirilmistir

(Bartlewski ve ark., 2011) (Sekil 2.4).

Standart

0,4328411673177885

Sekil 2.4. Folikiillerin ultrasonografi ile goriintiilenmesi ve 6l¢timii

Korpus luteumun vaskiilarizasyonu igin power color Doppler modunda standart
ayarlar kullanilarak eszamanli degerlendirmeler gergeklestirilmis ayrica kaydedilen
gortintiiler ile bu degerlendirilmeler teyit edilmistir (Sekil 2.5). Tohumlamadan 17 giin
sonra Olg¢lilen KL vaskiilarizasyonu siibjektif olarak %25 alti ve {istii olarak
siniflandirilmis, %25 iizerindekiler gebe olarak kabul edilmistir (Arashiro ve ark.,
2018; Cosentino ve ark., 2019; Dal ve ark., 2019 ve Santos ve ark., 2020).
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Sekil 2.5. Korpus luteumun ultrasonografi ile goriintiilenmesi ve luteal vaskiilaritenin

degerlendirilmesi

2.7. Progesteron Analizi

Progesteron analizleri i¢in disilerden tohumlama sonrasi 6. ve 10. giinlerde vena
jugularisten alinan kan 6rneklerinin santrifiij sonrasi serumlar1 ¢ikarilmis, serumlar
analizler gergeklestirilene kadar -80°C’de saklanmistir. Analizler icin koyun
progesteron Elisa Kiti (Cat. No: EA0004Sh, BT Laboratuvarlari, Cin Halk
Cumbhuriyeti) kullanilmistir. Testin hassasiyeti 0,097 ng/ml, deney i¢i ve deneyler arasi
varyasyon katsayisi sirastyla %10 ve %12°nin altindadir. Uretici firmanin talimatlart
dogrultusunda, Onceden monoklonal antikor ile kaplanan plate kuyucuklarina
Progesteron standartlari ve Ornekler eklenmistir. Devaminda ise biotin-konjuge
antijenler eklenerek inkiibasyona birakilmis, yikama sonrasinda Avidin-Hpr eklenerek
yikanmistir. Devaminda ise TMB Substrati ile renk olusumu goézlenerek asidik
durdurma soliisyonu ile reaksiyon durdurulmus ve okumalar 450 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu ile gerceklestirilmistir (I3X SpectraMax, Amerika Birlesik
Devletleri) (Sekil 2.6). Optik dansiteler standart egrisi olusturmak igin kullanilmig ve

bu egri drneklerdeki progesteron miktarini belirlemede kullanilmistir.
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\ SpectraMax” i3 ;

Sekil 2.6. Progesteron seviyelerinin belirlenmesi

2.8. B-NGF Dozunun Belirlenmesi

Spermaya katilacak B-NGF konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 6n
calisma gergeklestirilmistir. Buna gore sperm igin non-toksik diizey, sperma kalite
parametrelerinden canliligin degerlendirildigi metil tiyazolil tetrazolyum (MTT)
analizi ile belirlenmistir (Sekil 2.7). MTT testi i¢in; 100 pl 96 well plate’e aktarilmas,
Andromed sperma sulandiricis1 kullanilarak 1 x 107 sperm/ml konsantrasyonunda
hazirlanan spermalar {izerine hazirlanan seri diliisyonlarda (en az 7 konsantrasyonda
ve her konsantrasyon ii¢ tekrar olacak sekilde) B-NGF (rekombinant, insan, Cat No:
11050-HNAC Sino Biological, Cin Halk Cumbhuriyeti) 20 pl ilave edilmistir.
Numunelerin uygulanmasini takiben 24 saat sonra 15 pul MTT c¢alisma soliisyonu
eklenmistir. Iki saatlik inkiibasyondan sonra mikroskobik inceleme yapilmistir.
Plateler, horizontal karistiricida karistirildiktan sonra (100 rpm, 10 dakika), optik
dansiteleri mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda okunmustur (I3X
SpectraMax, Amerika Birlesik Devletleri) (Mosmann, 1983).

Sekil 2.7. Sitotoksisite testi ile B B-NGF’iin farkli dozlarinda sperma canliligin
belirlenmesi
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Numune uygulanan hiicrelerdeki sitotoksisite % olarak ifade edilmis ve
uygulanmayan, %100 canli kabul edilen pozitif kontrol grubu (Maksimal Canlilik,
Max V) ile %0 canli kabul edilen, Triton-X uygulanan negatif kontrol grubuna
(Minimal Canlilik, Min V) gore verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir (Ulukaya

ve ark., 2008). Sitotoksisite (%) = [1-(test-Min V) / (Max V-Min V)] x 100.

Secilen veriler arasindaki yiizde sitotoksisite degerlendirmesi ve ilgili
ortalamanin standart hatas1 MS Excel (MS Office 2007) kullanilarak hesaplanmustir.
Konsantrasyon ve ylizde sitotoksisite degerleri ile regresyon egrisi analizi Graph Pad®
Prism 4.0 programi kullanilarak yapilmis ve en yiiksek belirtme katsayisi (r?)
degerlendirmeye alinarak 1Csp hesaplanmasinda kullanilacak olan egrinin formiilii

belirlenmistir.

2.9.  [Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analize ge¢gmeden &nce, veriler parametrik test varsayimlari igin
normallik yoniinden Shapiro-Wilk, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene
testi ile incelenmistir. Tiim degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler hesaplanmustir.
Nicel degiskenler “Aritmetik ortalama + Standart hata” ve nitel degiskenler “Yiizde-
Frekans” seklinde gosterilmistir. Progesteron hormonunun 6. ve 10. giinlerdeki
seviyelerinin Senkronizasyon ve Sperma gruplarinda farkliliginin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Sperma ve Senkronizasyon
gruplari ile 5 mm ve tizeri folikiil varligi, ovulasyon ve gebelik iligkisi ki-kare testi ile
incelenmistir. Sperma ve Senkronizasyon gruplarinin alt gruplarinda 5 mm ve tizeri
folikiil varliginin ovulasyon ve ovulasyonun gebelik iliskisi yine ki-kare testi ile
kontrol edilmistir. Tim istatistiksel hesaplamalar minimum %5 hata pay1 ile
incelenmisgtir. SPSS 14.01 (Lisans No: 9869264) paket programindan yararlanilmastir.
Ilgili istatistiksel analizler i¢in Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyoistatistik

Anabilim Dali’ndan destek alinmuistir.
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3. BULGULAR

Koglarin se¢imine ait testikiiler dl¢limler ve spermatolojik muayene bulgular
Cizelge 3.1’te verilmistir. Yapilan muayeneler sonucu D kogunda bilateral testikiiler

sislik gozlenmis, E kogundan ise agresif mizaci nedeniyle suni vajen ile sperma

alinamamustir.

Cizelge 3.1. Koglara ait n muayene bulgulari

A B C D E
Ko¢
Sag 16,5 16,4 15,4 23,0 15,9
Testikiiler uzunluk (cm)
Sol 17,3 15,8 14,9 23,2 15,6
Sag 6,8 7,5 6,5 81 7,2
Testikiiler derinlik (cm)
Sol 6,4 7,3 7,3 7,8 7,0
Sag 8,0 8,4 6,8 7,0 8,3
Testikiiler genislik (cm)
Sol 8,4 8,1 6,4 7,5 8,4
Skrotal ¢evre (cm) 30,0 33,5 29,5 34,1 33,0
Sperma miktar: (ml) 1,0 1,2 1,0
Motil (%0) 90 85 85
Konsantrasyon (10%/ml) 2261 2045 2156
pH 6,5-7 6,5-7 6,5-7

Yapilan 6n ¢alisma sonucu, B-NGF’iin 1 x 107 sperm/ml yogunlugundaki
sperma i¢in 1Cso konsantrasyonu 30 ng/ml olarak belirlenmistir (R? = 0,902). Bundan
yola cikilarak spermaya ilave edilecek yiiksek doz 5 x 108 sperm/ml konsantrasyon
icin 100 ng/ml, diisikk doz ise 10 ng/ml olarak belirlenmistir. Spermanin ¢esitli
konsantrasyonlarda B-NGF ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu gerceklestirilen MTT

analizi sonucu ilgili sitotoksisite degerleri Cizelge 3.2’de bildirilmistir.
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Cizelge 3.2. Cesitli B-NGF konsantrasyonlarinin 24. saat sitotoksisitesi (Ortalama +

Standart Hata)

50 ug/ml 5 pg/ml 500 ng/ml

50 ng/ml

Sitotoksisite

5 ng/ml

B-NGF KONSANTRASYONU

0,5 ng/ml

0,05 ng/ml

Her iki ¢alisma grubunun tohumlama giiniinde 3 adet kogtan 2’ser tekrarla alinan

spermalarin ortalama spermatolojik parametreleri

Cizelge 3.3’de verilmistir.

Gergeklestirilen pooling islemi sonrasi tohumlama dozu payette 250 x 10° motil sperm

olacak sekilde ayarlanmistir. Koglardan elde edilen sperma miktari, konsantrasyon,

motilite ile anormal ve 6lii spermatozoa orani beklenen fizyolojik smirlar icerisinde

belirlenmistir.

Cizelge 3.3. I. ve Il. calisma paketi i¢in alinan spermalarin g¢esitli spermatolojik

parametre degerleri

Konsantrasyon Miktar  Motil ~ Anormal  Olii
Calisma Paketi Koc¢ pH
wsmh ) ) (%) (%)
A 2335,0 1,0 85 6 4 6,5-7
I. Senkronizasyon B 2797,0 12 85 8 5 657
Grubu C 2752,5 1,0 85 9 4 657
Pool 26415 6,2 70 5 5
A 2757,5 1,0 90 6 8 6,5-7
B 1619,0 1,3 85 4 8 6,5-7
C 2996,5 11 85 7 8 6,5-7
I1. Sperma Grubu
Kontrol 500,0 10,7 70 12 19
Diisiik Doz 500,0 10,7 70 13 17
Yiiksek Doz 500,0 10,7 70 12 11

32



B-NGF’iin disilere 100 pg (Diisiik Doz) ve 250 pg (Yiksek Doz) i.m. yolla
uygulanmasini igeren senkronizasyon gruplarinda, B-NGF yerine %0,09 NaCl
enjeksiyonu Kontrol olarak belirlenmistir. Siingerin ¢ikarilmasindan 24 saat sonra
yapilan enjeksiyonlar1 takiben 4-6 saat igerisinde ultrasonografi ile ovaryum
izerindeki yapilar belirlenerek folikiil ¢aplari 6l¢timii gerceklestirilmis, 5 mm ve tizeri
folikiile sahip disi yiizdesinin gruplar acisindan degerlendirilmesi Cizelge 3.4°de
sunulmustur. Buna gore Kontrol grubunda 5 mm ve {izeri folikiile sahip disiler %60
oraninda kalirken, Diisiikk Doz grubunda %70, Yiiksek doz grubunda ise bu oran %80’e
ulasmigtir (p > 0,05). Tohumlamadan bir giin 6nce gergeklestirilen 6l¢iimlerde en
biiyiik folikiil cap1 ortalamasi (X+SS), Kontrol ve Diisiik Doz ve Yiiksek Doz
grubunda sirasiyla 5,7+0,17; 5,7+0,11 ve 5,6+0,08 mm olarak bulunmustur. Ortalama
folikiil ¢ap1 ise Diisiik Doz grubunda 5,0+0,11 mm, Yiiksek Doz grubunda 4,8+0,10

mm ve Kontrol grubunda ise 4,4+ 0,15 mm olarak 6lgtilmistiir.

Cizelge 3.4. |. Calisma paketi (Senkronizasyon gruplari) i¢in gruplar arast 5 mm ve
iizeri folikiile sahip disi varlig1 yoniinden degerlendirme.

I. Calisma paketi 5 mm alt1 Folikiile | 5 mm ve iizeri Folikiile
Y
(Senkronizasyon Gruplar) sahip disi (%) sahip disi (%)
Kontrol
40,0 60,0
(n=10)
Diisiik Doz
30,0 70,0 > 0,05
(n=10)
Yiiksek Doz
20,0 80,0
(n=10)

llgili gruplar ovulasyon bakimindan degerlendirildiginde ise Diisiik Doz ve
Yiiksek Doz gruplarinda %80 oranmiyla en yiiksek sayida diside ovulasyon
gozlemlenmis, Kontrol grubunda ise bu oran %40 olarak belirlenmistir (p > 0,05)
(Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. |. Calisma paketi (Senkronizasyon gruplari) i¢in gruplar arasi disilerin

ovulasyon yoniinden degerlendirilmesi.

I. Cahsma paketi Ovulasyon Yok Ovulasyon Var
(Senkronizasyon Gruplar) (%) (%) P
Kontrol
60,0 40,0
(n=10)
Diisiik Doz
20,0 80,0 > 0,05
(n=10)
Yiiksek Doz
20,0 80,0
(n=10)

Gebelik oranlar1 degerlendirildiginde ise en yiiksek gebelik oran1 %20 oraniyla

Kontrol grubunda elde edilirken bunu %10 oraniyla Diisiik Doz grubu takip etmis,

Yiiksek Doz grubunda ise gebelik elde edilememistir (p > 0,05) (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. |. Calisma paketi (Senkronizasyon gruplari) i¢in gruplar arasi gebelik

yoniinden degerlendirme.

Gebelik (%0)
I. Calisma paketi
(Senkronizasyon Gruplar) P
Bos Gebe
Kontrol
80,0 20,0
(n=10)
Diisiik Doz
90,0 10,0 > 0,05
(n=10)
Yiiksek Doz
100,0 0,0
(n=10)
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Grup i¢i 5 mm ve lizeri folikiil varligina gore gruplanan disilerin ovulasyonu
degerlendirildiginde Kontrol grubunda 5 mm ve iizeri folikiil 6l¢iilen disilerin
%50’sinde ovulasyon gergeklesmistir (p > 0,05). Diisitk Doz grubunda 5 mm ve {izeri
folikiil dlciilen disilerin %85,7°sinde ovulasyon gerceklesirken, (p > 0,05). Yiiksek
Doz grubunda bu oran %75 olarak belirlenmis ve 5 mm alt1 folikiil Sl¢iilen tiim
digilerde ovulasyon gergeklesmistir (p > 0,05). Buna gére 5 mm ve iizeri folikiil
Olgiilen disiler arasinda en yiiksek ovulasyon orani Diisiikk doz grubunda belirlenirken,

bunu sirastyla Yiiksek Doz ve Kontrol gruplar takip etmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. I. Calisma paketi (Senkronizasyon gruplart) gruplarinda disilerin 5 mm
ve lizeri folikiil varligina gore ovulasyon yoniinden grup i¢i degerlendirilmesi.

Ovulasyon (%)
I. Calisma paketi (Senkronizasyon Gruplari) p
Yok Var
Yok
75,0 25,0
Kontrol 5 mm ve iizeri (n=4)
> 0,05
(n=10) Folikiil Varhg: Var
50,0 50,0
(n=6)
Yok
33,3 66,7
Diisiik Doz 5 mm ve iizeri (n=3)
> 0,05
(n=10) Folikiil Varhg: Var
14,3 85,7
(n=7)
Yok
0,0 100,0
Yiiksek Doz 5 mm ve iizeri (n=2)
> 0,05
(n=10) Folikiil Varhg Var
25,0 75,0
(n=8)

Grup i¢i ovulasyon bakimindan gebelik oranlari degerlendirildiginde ise Kontrol
grubunda ovule olan disilerin %50’sinde gebelik gézlemlenirken (p > 0,05) Diisiik
Doz grubunda ovule olan disilerin %12,5’inde gebelik gozlemlenmistir (p > 0,05)
(Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8. |. Calisma paketi (Senkronizasyon gruplari) gruplarinda ovule olan

disilerin gebelik yoniinden grup i¢i degerlendirilmesi.
Gebelik (%0)
I. Cahsma paketi
(Senkronizasyon Gruplar) P
Bos Gebe
Kontrol Ovule olan disi
50,0 50,0 > 0,05
(n=10)
Diisiik Doz Ovule olan disi
87,5 12,5 > 0,05
(n=10)
Yiiksek Doz Ovule olan disi
100,0 0,0 -
(n=10)

I1. Calisma paketinde B-NGF’iin spermaya diisiik ve yiiksek dozlarda eklenerek

tohumlamalarin gergeklestirilmesi sonucu elde edilen veriler, B-NGF igermeyen

spermanin kullanildigi Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Buna gore 5 mm ve tizeri

folikiile sahip disiler gruplar aras1 %73,3-86,7 araliginda belirlenmistir (Cizelge 3.9).

En biiyiik folikiil ¢ap1 ortalamasi 6,0 + 0,14 mm bulunurken, ortalama folikiil ¢ap1 5,1

+ 0,13 mm olarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.9. II. Calisma paketi (Sperma gruplari) i¢in gruplar arast 5 mm ve {izeri
folikiile sahip disi varlig1 yoniinden degerlendirme.

II. Calisma paketi 5 mm alt1 Folikiile 5 mm ve iizeri Folikiile
(Sperma Gruplari) sahip disi (%) sahip disi (%0) P
Kontrol
20,0 80,0
(n=15)
Diisiik Doz
26,7 73,3 > 0,05
(n=15)
Yiiksek Doz
13,3 86,7
(n=15)

36



flgili gruplar ovulasyon bakimindan degerlendirildiginde Diisiik Doz

grubundaki disilerin tamaminda ovulasyon go6zlemlenmis, bunu %93,3 oraniyla

Yiiksek Doz grubu ve %86,7 oraniyla Kontrol grubu takip etmistir (p > 0,05) (Cizelge

3.10).

Cizelge 3.10. II. Calisma paketi (Sperma gruplar1) icin gruplar arast disilerin

ovulasyon yoniinden degerlendirilmesi.

II. Calisma paketi Ovulasyon Yok Ovulasyon Var
(Sperma Gruplari) (%) (%) P
Kontrol
13,3 86,7
(n=15)
Diisiik Doz
0,0 100,0 > 0,05
(n=15)
Yiiksek Doz
6,7 93,3
(n=15)

Sperma gruplarinin gebelik oranlar1 degerlendirildiginde ise en yiiksek gebelik

oran1 %73,3 oraniyla Diisiik Doz grubunda elde edilirken bunu %66, 7 oraniyla Yiiksek

doz grubu takip etmis, Kontrol grubu ise %53,3 ile gebelik agisindan en diisiik basariy1

saglamustir (p > 0,05) (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. II. Calisma paketi (Sperma gruplari) i¢in gruplar arasi gebelik yoniinden

degerlendirme.
Gebelik (%0)
II. Calisma paketi
p
Sperma Gruplari
G plar) Bos Gebe
Kontrol
46,7 53,3
(n=15)
Diisiik Doz
26,7 73,3 > 0,05
(n=15)
Yiiksek Doz
33,3 66,7
(n=15)
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Grup i¢ci 5 mm ve iizeri folikiil varligt bakimindan ovule olan disiler
degerlendirildiginde Kontrol grubunda 5 mm ve iizeri folikiil 6lgiilen disilerin
%83,3’linde ovulasyon gerceklesirken 5 mm altinda folikiil Slgiilen tiim disilerde
ovulasyon gergeklesmistir (p > 0,05). Diisiik Doz grubunda disilerin tamaminda
ovulasyon gergeklesmistir. Yiiksek Doz grubunda 5 mm ve tizeri folikiil dlgiilen
disilerin %92,9’unda ovulasyon gercgeklesirken 5 mm altinda folikiil Slgiilen tiim
disilerde ovulasyon gézlemlenmistir (p > 0,05). Buna goére 5 mm ve tizeri folikiil
Olciilen disiler arasinda en yliksek ovulasyon orani Diisiik Doz grubunda goriiliirken

bunu sirastyla Yiiksek Doz ve Kontrol gruplari takip etmistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. II. Caligma paketi (Sperma gruplari) gruplarinda disilerin 5 mm ve {izeri
folikiil varligina gore ovulasyon yoniinden grup i¢i degerlendirilmesi.

Ovulasyon (%)
II. Calisma paketi (Sperma Gruplar) p
Yok Var
Yok
0,0 100,0
Kontrol 5 mm ve iizeri (n=3)
> 0,05
(n=15) Folikiil Varhg: Var
16,7 83,3
(n=12)
Yok
0,0 100,0
Diisiik Doz 5 mm ve iizeri (n=4)
(n=15) Folikiil Varhg: Var
0,0 100,0
(n=11)
Yok
0,0 100,0
Yiiksek Doz 5 mm ve iizeri (n=2)
> 0,05
(n=15) Folikiil Varhg Var
7,7 92,3
(n=13)

Grup i¢i ovulasyon bakimindan gebelik oranlari degerlendirildiginde Kontrol
grubunda ovule olan disilerin %61,5’inde gebelik gézlemlenirken (p > 0,05), Diisiik
doz grubunda ovule olan disilerin %73,3’tinde (p > 0,05), Yiiksek doz grubunda ise
ovule olan disilerin %71,4’linde gebelik belirlenmistir (p > 0,05). Buna gore ovule
olan disiler arasinda en yiiksek gebelik oran1 Diisliik Doz grubunda goriiliirken bunu

sirastyla Yiiksek Doz ve Kontrol gruplar takip etmistir (Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.13. II. Calisma paketi (Sperma gruplari) gruplarinda ovule
gebelik yoniinden grup i¢i degerlendirilmesi.

olan disilerin

Gebelik (%)
II. Cahisma paketi (Sperma Gruplar) p
Bos Gebe
Kontrol Ovule olan disi
38,5 61,5 > 0,05
(n=15) (n=13)
Diisiik Doz Ovule olan disi
26,7 73,3
(n=15) (n=15)
Yiiksek Doz Ovule olan disi
28,6 71,4 > 0,05
(n=15) (n=14)

Calisma paketlerinde, disilerde tohumlama sonrast 6. ve 10. giinde o6l¢iilen

serum progesteron seviyeleri bakimindan ilgili gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p > 0,05) (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. I. ve Il. Calisma paketi i¢in tohumlama sonras1 6. ve 10. giin dlgiilen
serum progesteron seviyeleri (Ortalama + Standart Hata)

Tohumlamadan Tohumlamadan
sonra 6. giin sonra 10. giin
Gruplar p p
Progesteron Progesteron
seviyeleri (ng/ml) seviyeleri (ng/ml)
Kontrol
1,34+0,23 1,87 £0,43
(n=10)
Senkronizasyon Diisiik Doz
2,01 £0,25 > 0,05 2,43+£0,32 > 0,05
Gruplari (n=10)
Yiiksek Doz
1,90+ 0,26 2,63+0,36
(n=10)
Kontrol
1,72+0,21 3,06 £0,32
(n=15)
Sperma Diisiik Doz
2,02+0,15 > 0,05 3,44+0,17 > 0,05
Gruplan (n=15)
Yiiksek Doz
1,98 +0,29 3,14+ 0,41
(n=15)
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L. ve II. ¢alisma paketlerinde 5 mm ve tizeri folikiile sahip disi varligi, ovulasyon,
gebelik, 5 mm ve tizeri folikiil varligi bakimindan ovulasyon ile ovule olan disilerin
gebelik oranlar1 bakimindan gruplar arasi ve grup i¢i degerlendirmelerinde ve
tohumlamadan sonra 6. ve 10. giin progesteron seviyelerinin gruplar arasi

degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
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4. TARTISMA

Biyoteknolojinin ilerlemesi ile proteomik ¢aligmalar yayginlasmis ve bunun
sonucunda reprodiiksiyon alanindaki aragtirmalar seminal plazma proteinlerinin
tanimlanmasi ve bu proteinlerin islevleri hakkinda yogunlasmistir. Bu ¢alismada evcil
hayvanlarda seminal plazma proteinlerinden biri olan B sinir biiylime faktoriiniin
koyunlara ekzojen olarak uygulanmasi ve koglarin spermasina ilave edilerek
gergeklestirilen suni tohumlama uygulamasi ile reprodiiktif etkileri 2 ¢alisma

paketinde incelenmistir.

Ik calisma paketindeki tohumlamalardan once 3 adet kogtan suni vajen
yontemiyle 2’ser tekrar ile alinan spermalarin muayenesi gerceklestirilmis ve alinan 6
ejakiilata ait ortalama (+ standart sapma) degerler 1 £ 0,2 ml sperma miktari, 2 628 +
241,3 x 10° spermatozoa/ml konsantrasyon, %85 motilite, %8 + 1,4 anormal
spermatozoa ve %4 + 2,0 6lii spermatozoa olmak tizere beklenen fizyolojik sinirlar

igerisinde belirlenmistir.

Ikinci calisma paketinde ise 1 = 0,1 ml sperma miktar1, 2458 + 678,2 x 10°
spermatozoa/ml konsantrasyon, %87 matilite, %5 + 1,5 anormal spermatozoa ve %8
+ 1,3 olii spermatatozoa olmak lizere ilk ¢alisma paketi ile benzer spermatolojik

degerler elde edilmistir.

Koglardan alinan sperma miktar1 0,9-1,9 ml araliginda (Aral, 1994; Inang, 2016;
Ozkoca, 1984; Tekin ve ark., 1991; Uysal ve ark., 2003; Yavas, 2008 ve Yeni ve ark.,
2010), spermatozoa motilitesi %72,17-95,6 (Aisen ve ark., 2002; Aral, 1994; Inang,
2016; Karagiannidis ve ark., 2000; Tasdemir ve ark., 2003; Tekin ve ark., 2006; Uysal
ve ark., 2003; Yavas, 2008 ve Yildiz, 2004), yogunlugu ml i¢in 1,7-3,6 x 10° (Giinay
ve ark., 2003; Inang, 2016; ince ve Karaca, 2009; Kaya ve ark., 1999; Tekin ve ark.,
2006; Tiirk ve Demirci, 2005; Y1lmaz, 2004), anormal spermatozoa oran1 %2,68-19,62
(Aral, 1994; Giinay ve ark., 2003; inang, 2016; Ince ve Karaca, 2009; Tekin ve ark.,

2006; Tiirk ve Demirci, 2005; Uysal ve ark., 2003 ve Yavas, 2008) ve 6lii spermatozoa
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oran1 %9,0-22,1 (Inang, 2016; Tekin ve ark., 2006; Uysal ve ark., 2003 ve Yavas,
2008) olarak bildirilmekte ve 1rk, sezon, yas, sperma alma yontemi, beslenme ve bakim

kosullar1 tarafindan etkilenebilmektedir.

Spermaya eklenen iki faklit NGF dozu ile Kontrol grubunda 2 saatlik sogukta
saklama sonrasinda motil sperm %70, anormal ve 6lii spermatozoa oranlari sirastyla
%12-13 ve %11-19 araliginda belirlenmistir. Yakin zamanda ¢esitli hayvan tiirlerinde
gerceklestirilen ¢aligmalar sonucu seminal plazma proteinleri ile erkek fertilitesi
arasinda iliski oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Henault ve ark., 1995; Killian ve ark., 1993;
Moura ve ark.,, 2006 ve Viana ve ark., 2008). Boga spermasinda NGF’iin
spermatozoanin bas ve kuyruk bolgesinde lokalize oldugu, reseptorii Trk-A’nin ise
akrozom, niikleus ve kuyruk bolgesinde bulunmasi, bu proteinin spermatozoa
fonksiyonu tizerinde cesitli etkilerinin oldugu hipotezini kuvvetlendirmektedir (Li ve
ark., 2010a). Bogalarda spermatozoadaki NGF mRNA seviyesi (Kasimanickam ve
ark., 2012) ve seminal plazmadaki NGF konsantrasyonu (Stewart ve ark., 2018)
bogaya ait gebelik orani ile iliskilendirilmistir. Bunun yanisira spermatozoa NGF
ekspresyonu sperma kalitesi yliksek olan bogalarda daha yiiksek seviyede bulunmus
ve spermatozoanin mitokondriyal membran potansiyeli ile NGF ekspresyonu pozitif
iliski gostermistir (Parthipan ve ark., 2017). Normozoospermik ve astenozoospermik
insan spermasinda ise 0,5 ng/ml NGF’in kriyoprezervasyon medyumuna
eklenmesinin spermatozoa viabililitesi ve motilitesini arttirdig bildirilmistir (Saeednia
ve ark., 2015 ve Saeednia ve ark., 2016). Cozdiiriilmiis boga spermasinin 20, 80 ve
120 ng/ml NGF dozlari ile iki saatlik inkiibasyonu sonucu canli spermatozoa orani
kontrole gore daha yiiksek bulunmustur (Li ve ark., 2010a). Ayrica bogalarda NGF
ekspresyonu, ¢oziim sonu LIN, VAP, STR ve VSL gibi spermatozoa kinetik
parametreleriyle iliskilendirilmistir (Parthipan ve ark., 2017). Boga spermasi ile
gergeklestirilen bir bagka ¢alismada, NGF 3 farkli dozda (0,5 ng/ml diisiik doz; 5 ng/ml
orta doz; 50 ng/ml yiliksek doz) sperma sulandiricisina eklenmis Ve
kriyoprezervasyonu takiben ¢6ziim sonu spermatolojik analizlerde canli spermatozoa
orani, akrozom biitiinliigi ve DNA fragmentasyon indeksinde gruplar arasi herhangi
bir degisim gozlenmemistir. Progresif motilite, Yiiksek ve Diisiik doz grubunda,

Kontrol ve Orta doz grubuna goére daha diisiik bulummus, kinetik parametrelerden
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VAP, VCL en diisiik Yiiksek doz grubunda gozlenirken, en yiiksek Orta doz grubunda
bulunmus (p < 0,04), LIN degeri ise Yiiksek doz grubunda en yiiksek tespit edilirken,
Diisiik doz grubunda en diisiik diizeyde kalmistir (p < 0,05) (Stewart, 2019).
Tavsanlarda ise sperma sulandiricisina eklenen 100 ng /ml dozunda NGF’iin 30 dk
inkiibasyonu sonucu motilite, VCL ve viabilitiyi arttirdigi, nekrotik sperm yiizdesini
de dusiirdigl bildirilmistir. Reseptorlerinden TrkA’nin ozellikle bas bolgesinde,
p75NTR’nin ise orta kisim ve kuyrukta bulundugunu, ilgili reseptorlerin bloke
edilmesi sonuncu da sperm hizi, kapasitasyon ve apoptozun p75NTR reseptori,
motilite, canli spermatozoa, nekroz ve akrozom reaksiyonunun ise TrkA reseptorii
araciligiyla diizenlendigi bildirilmistir (Castellini ve ark., 2019). Spermanin kalitesinin
belirlenmesinde temel hedef fertilizasyon, gebelik basarisinin tahminine yoneliktir. Bu
amag i¢in her ne kadar giin gectikge in vitro metotlar ve gesitli testler gelistirilse de bu
konuda en giivenilir ve nihai sonug in vivo fonksiyonu ile fertilizasyon basarisinin elde
edilmesidir. Ilgili calismada ise spermaya 10 ng/ml ve 100 ng/ml dozunda NGF
ilavesinin sirastyla % 73,3 ve %66,7 oraninda tohumlama basaris1 sagladigi, NGF
kullanilmayan Kontrol grubundaki sperma ile gergeklestirilen tohumlamalar sonucu

ise gebeligin %53,3 oraninda kaldig1 gézlemlenmistir (p > 0,05).

B-NGF’iin disilere 100 pg (Diisiik Doz) ve 250 pg (Yiksek Doz) i.m. yolla
uygulanmasii igeren senkronizasyon gruplarinda B-NGF vyerine %0,09 NaCl
enjeksiyonu Kontrol olarak belirlenmistir. ilgili gruplar arasinda 5 mm ve iizeri folikiil
varhigi, ovulasyon veya gebelik agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemigtir (p > 0,05). Klinik agidan degerlendirildiginde ise 5 mm ve iizeri
folikiile sahip disi ylizdesi Kontrol grubunda en diisik seviyede kalmistir. NGF
gruplarinda ise dozla birlikte artis gozlenerek PMSG uygulanan sperma gruplarina
benzer yiizdelere ulasmistir (Cizelge 4.1). Ovulasyon bakimindan NGF uygulanan
disilerin yiizdesi Kontrol grubundan daha yiiksek olarak ve yine PMSG uygulanan
Sperma gruplarina benzer oranda elde edilmistir. Gebelik oranlarinda ise beklenenin
aksine Yiiksek doz NGF grubunda gebelik elde edilememis, Diisiik doz ve Kontrol

gruplarinda bu oran sirasiyla %10 ve %20 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. 1. ve II. Calisma paketi gruplarinda 5 mm ve {izeri folikiile sahip disi
varlig1 yoniinden degerlendirme

Senkronizasyon Gruplar: Sperma Gruplar:

% 100 % 100
% 80 % 80
% 60 % 60
% 40 % 40
% 20 % 20

%0 “—
Kontrol Diisiik Yiiksek Kontrol Diisiik Yiiksek
Doz Doz Doz Doz

® > Smm folikiile sahip disi ® > Smm folikiile sahip disi

Inek, koyun, kegi ve rat gibi ¢esitli memelilerin ovaryum hiicrelerinde NGF
ekspresyonu belirlenmesi ve NGF sekresyonunun, gonodatropin bagimli artisi bu
proteinin, oosit maturasyonunun diizenlenmesinde etkili oldugu gorisiini
desteklemektedir (Jana ve ark., 2011 ve Mattioli ve ark., 1999). In vitro kosullarda 100
ng/ml NGF’iin kumulus genislemesine neden oldugu ve koyunlarda gonodatropik
etkiyle, ovulasyona yakin bir zamanda gerc¢eklesen kumulus oosit ayrilmasina benzer
sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Barboni ve ark., 2002). Ayrica sigir teka
hiicrelerinde NGF, HCG eklenen kontrole gore, folikiiliin yirtilarak ovule olmasina
yardimet1 olan prostaglandin E> sentezini, androstenediyon ile progesteron salinimi ve
ayrica teka proliferasyonunu arttirmistir (Dissen ve ark., 2000 ve Tsafriri ve ark.,
1972). Cesitli ¢alismalarda siinger ¢ikarilmasini takiben uygulanan PMSG’nin 6strus
ile ovulasyon arasindaki siireyi kisalttigini1 (Ali, 2007 ve Barrett ve ark., 2004), ayrica
uygulanmayan koyunlara gore daha yiiksek oranda ovulasyon sagladig: bildirilmistir
(Boscos ve ark., 2002; Johnson ve ark., 1996 ve Luther ve ark., 2007). Tez
caligmasinda ise 5 mm ve tizeri folikiil varlig1 ve ovulasyon orani bakimindan en diisiik
sonuglarin Kontrol grubunda bulunmasi, NGF’iin doza bagli bir sekilde PMSG benzeri

etkinlik sagladigi goriisiinii desteklemektedir (Cizelge 4.2). Ancak sabit zamanli suni
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tohumlama uygulamasi sonrasit karsilagtirilan gebelik oranlarinda Yiiksek Doz
grubunda gebelik elde edilememesinin, NGF’iin ovulasyon dinamiklerini etkileyerek
ovulasyon zamaninda degisime neden olabilecegini  diisiindiirmektedir.
Senkronizasyonu takiben gerceklesen ovaryan ve endokrin olaylarin zamanlamasi
degismekte ve Ostrus Senkronizasyon metodu basta olmak iizere birgok faktérden

etkilenmektedir (Ali ve ark., 2009 ve Evans ve ark., 2004).

Cizelge 4.2. 1. ve II. Calisma paketi gruplarinda ovule olan disi yOniinden
degerlendirme

Senkronizasyon Gruplar: Sperma Gruplan
% 100
% 80

% 60

% 40 - %800 % 80,0

%20 % 40,0

%0 e =
Kontrol Diisiik Doz Yiiksek Kontrol Diisiik Doz Yiiksek
Doz Doz

= Ovule olan disi ® Ovule olan disi

Senkronizasyon gruplarinda yapilan ¢alismada ¢apt 5 mm ve tizeri olan folikiil
varligr bakimindan ovulasyon oranlar1 gruplar arasi karsilastirildiginda en yiiksek
ovulasyon Diisiik doz grubunda elde edilirken bunu Yiiksek doz ve Kontrol gruplar
takip etmistir. NGF uygulanan gruplarda bu durum PMSG uygulanan sperma
gruplarina benzer bir sekilde %75 iizerinde belirlenirken, senkronizasyon sonrast FTS
uygulanan Kontrol grubunda ise %50 oraninda kalmistir (Cizelge 4.3). Ilgi ¢eken bir
sekilde, tohumlamadan bir giin 6nce senkronizasyon gruplarindan Yiiksek doz
grubunda 5 mm altinda 6l¢iilen folikiillerden %100 oraninda ovulasyon gerceklesmis
ayni oran PMSG uygulanan sperma gruplarinda da gézlemlenirken, bu durum Diisiik

doz grubunda ise %66,7, Kontrol grubunda ise %25 oraninda belirlenmistir.
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Koyunlarda in vitro olarak gergeklestirilen bir ¢alismada orta-biiyiik folikiillerden
NGF saliniminin uyarilmast i¢in hem LH hem de FSH hormonu gerekliligi ortaya
koyulmustur. Ayrica, orta-biiyiikk ¢aptaki folikiillerin (4 mm) yiiksek oranda NGF
(240-250 ng/ml) icermekte oldugu, kiigiik folikiillerde (3 mm) ise NGF miktarinin
neredeyse saptanilamayan miktarda oldugu bildirilmistir. Folikiillerin 12 saat
sliresince in vitro inkiibe edilmesi ile orta-biiyiik folikiillerin NGF direttigi ve bu
tiretimin folikiil ¢ap1 ile orantili bir sekilde arttig1 bildirilmistir (Mattioli ve ark., 1999).
NGF gruplarinda ise PMSG uygulamasi ile ekzojen olarak gonadotropin salinimi
desteklenmeden kontrol grubundan daha yiiksek ve PMSG uygulanan gruplara benzer
oranda 5 mm ve {izerinde folikiile sahip ve ovule olan disi gézlemlenmistir. NGF’iin
farkli hayvan tiirlerinde gonadotropik etkileri bildirilmistir. Ornegin provoke ovulatdr
tirlerde LH salinimini indiiklerken ineklerde boyle bir etki gézlemlenmemis (Bogle
ve ark., 2012), ancak prepubertal diivelerde uygulama sonrasi dolasimdaki FSH
konsantrasyonlarini arttirarak yeni bir folikiiler dalga olusumu hizlandirmas,
pubertadaki diivelerde ise ovulasyonlar1 senkronize ederek daha dar bir aralikta
gbzlemlenmesine neden olmustur (Tanco ve ark., 2012 ve Tribulo ve ark., 2015).
Bunun yanisira rat, koyun, ke¢i ve insan antral folikiillerinde NGF tanimlanarak
(Dissen ve ark., 1995; Mattioli ve ark., 1999; Ren ve ark., 2005 ve Seifer ve ark.,
2006), steroid hormonlarin ve prostaglandinlerin ovaryan salintmini destekledigi
bildirilmistir (Dissen de ark., 2000; Romero ve ark., 2002 ve Salas ve ark., 2006).
Insanlarda FSH reseptorii ekspresyonunu ve graniiloza hiicrelerinin FSH duyarliligini
arttirmistir (Salas ve ark., 2006). Sigirlarda yapilan bir bagka calismada ise NGF’iin
preovulator folikiil ile etkilesime gecerek vaskiilaritesini ve ovulasyon siiresince
steroid hormon iretimini arttirarak, fonksiyonel ve vaskiilarize bir korpus luteum
olusumuna yardimeci oldugu hipotezi test edilmis bu amagla saflastirilmis sigir
NGF’lin sigir preovulator folikiillerde teka ve graniiloza hiicrelerinin kiiltiir
medyumuna eklenmesi sonucu bu hiicreler iizerinde direkt etki gostererek testosteron
tretimini uyardigin1 ve erken luteal gelisimde meydana gelen dokunun yeniden
yapilanma siirecinin baslamasini hizlandirdig1 ortaya konulmustur (Stewart ve ark.,

2020).
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Cizelge 4.3. 1. ve II. Caligsma paketi gruplarinda ovule olan disilerde gebelik yoniinde
degerlendirme

Senkronizasyon Gruplari Sperma Gruplari

% 100

% 80

% 60

% 40

% 20

% 0,0
o — MmN BN 00  —

Kontrol Diisiik Yiiksek Kontrol Diisiik Yiikske
Doz Doz Doz Doz

® Ovule olan disilerde gebelik ® Ovule olan disilerde gebelik

Ikinci ¢alisma paketinde B-NGF’iin spermaya diisik ve yiiksek dozlarda
eklenerek rutin senkronizasyon yontemi (Progesteron ve PMSG) takibinde tohumlama
sonras1 elde edilen veriler kontrol grubu (B-NGF ilave edilmeyen spermanin
kullanildig1) ile karsilastirilmistir. Tohumlamadan 24 saat 6nce 5 mm ve iizeri folikiile
sahip disi yilizdesi %73,3-86,7 araliginda Ol¢lilmiistiir. PMSG uygulamasi igermeyen
caligmanin ilk paketinde ise bu parametre Kontrol grubunda %60’ta kalirken, NGF
uygulanan gruplarda, PMSG uygulanan gruplara benzer sekilde %70-80 araligina
ulagsmistir (Cizelge 4.1).

Sperma  gruplarmin incelendigi ¢alismanin ikinci paketinde, PMSG
uygulamasindan 1 giin sonra o6l¢iilen en biiylik folikiil capt ortalama 6,0 mm
bulunurken, ortalama folikiil c¢api 5,1 mm olarak tespit edilmistir. PMSG
uygulanmayan senkronizasyon gruplarinda da benzer sekilde bu dlgiimler en biiyiik
folikiil ¢ap1 ortalamasi i¢in 5,6-5,7 mm araliginda belirlenirken, ortalama folikiil ¢cap1
4,4-5,0 mm araliginda, belirlenmistir. Dominant folikiil ¢ap1 dstrustan 7 giin dnceki
donem boyunca yiiksek oranda bir degisim gostermezken, Ostrusta ve ozellikle de
ovulasyon giinii 6nemli boyutta artmaktadir (Lopez-Sebastian ve ark., 1997). Ayrica
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folikiil sayisinin ve boyutunun fertiliteyi etkiledigi bildirilmistir (Gonzalez-Bulnes ve
ark., 2005b; Reyna ve ark., 2007). Neto ve ark. (2012), tarafindan koyunlarda
gerceklestirilen bir caligmada senkronizasyon protokoliine gore progesteron sonrasi
uygulanan PMSG veya FSH uygulanarak gruplandirilan hayvanlarin 6lgiilen folikiil
caplar1 Ostrustan 48 saat dnce sirasiyla 7,4 ve 7,3 mm olarak bildirilmistir (p > 0,05).
Uribe-Velasquez ve ark. (2002), 14 giin Progesteron ile 500 IU PMSG uygulamasi
sonucu ovulasyon giinii folikiil ¢apini 5,3 mm 6lgerken, 9 giin ara ile ¢ift doz PGF2a
uygulamasinda bu 6l¢timii 4,3 mm olarak bildirmislerdir (p < 0,05). Nakafeero, (2018)
koyunlarda 14 giin veya 9 giin siire ile uygulanan progesteron sonrasit PMSG veya kog¢
etkisini karsilastirdigi calismasinda en biiylik folikiil ¢apini Ostrustan 2 giin 6nce
Olgerek gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamistir (p > 0,05).
PMSG uygulamasi yapilan gruplarda folikiil cap1 6,9 mm olarak 6lgiiliirken kog etkisi
ile senkronize edilen gruplarda bu deger 6,2 mm olarak Olciilmiistiir. Progesteron
iceren farkli senkronizasyon protokolleri uygulanan c¢alismalarda folikiil cap1
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi tez calismasinda da

gruplar arasi 6lgiilen benzer folikiil ¢ap1 yanitin1 desteklemektedir.

Her ne kadar sezon ig¢inde siklik koyun ve kegcilerin siingerin ¢ikarilmasini
takiben kisa siire i¢erisinde PMSG uygulamasi ile desteklenmeden Ostrus géstermesi
beklenilse de bir¢ok arastirmaci tarafindan PMSG’nin daha kompakt ve tahmin
edilebilir 6strus ve ovulasyonlarda 6nemi vurgulanmistir (Cline ve ark., 2001, Knight
ve ark., 1992 ve Koyuncu ve Alticekic, 2010). Koyuncu ve Alticekic (2010), 14 giin
boyunca siinger ile senkronize edilen koyunlarda farkli zamanlarda uygulanan PMSG
ve uygulanmayan Kontrol grubunda Ostrus goriilme yiizdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edememis (p < 0,05), kuzulama oraninda ise siingerin
cikarilmasini takiben uygulanan PMSG’nin kontrole gore {stilinlik sagladigim
bildirmislerdir (p > 0,05). Cline ve ark., (2001) iki replikasyon ile 10 giin boyunca
progesteron implanti uyguladiklart koyunlara implantin 6. giinii PGF2a uygulamis ve
implantin ¢ikarilmasini takiben uygulanan 400 IU PMSG’nin 2 ml FTS enjeksiyonuna
gore Ostrus baglangic ve ovulasyon gergeklesme siiresini kisalttigini bildirmislerdir (p
< 0,05). Ilgili arastirmaya gore ovulasyonlar kontrol grubunda 64-116. saatler

araliginda ortalama 89. saatte gozlemlenirken, PMSG uygulanan grupta 60-96. saatler
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araliginda ortalama 76. saatte gdzlemlenmistir. Ancak ilgili deneyin ilk tekrarinda,
ovulasyon zamani bakimindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmistir.

Sabit zamanli suni tohumlama uygulamalarinda, gonadotropin uygulamasi,
stingerin ¢ikarilmasindan 48 saat 6nce yapildiginda ideal tohumlama zamaninin 36-
48. saatler oldugu, silinger cikarilmasit ile es zamanli yapilan gonadotropin
uygulamalarinda ise 48. ve 60. saatler oldugu bildirilmistir (Hristova ve ark., 2011).
Tek bir tohumlamanin yapildigi durumda ise siingerin ¢ikarilmasini takiben 55. saatin
en uygun zaman oldugu bildirilmistir (Abott ve ark., 2018 ve Cseh ve ark., 2012).
Koyunlarin genital kanalinda sogutulmus spermanin taze spermaya gore daha yavas
ilerledigi (Fernandez ve ark., 2001), ve cesitli arasgtirmacilar tarafindan taze
sulandirilmamis sperma kullaniminda ortalama %65 fertilite elde edilirken sogutulmus
sperma kullanildiginda ise bu oranin %40 civarinda oldugu bildirilmistir (Cueto ve
Gibbons, 2010 ve Naim ve ark., 2009). Progesteron ile PMSG kombinasyonu
uygulandiginda, slingerin ¢ikarilmasini takiben 48 saat i¢inde koyunlarinin ¢ogunun
Ostrusta oldugu, ovulasyonun ise 60 saat i¢inde gerceklestigi, servikal tohumlamalarin
ovulasyondan yaklasik 12 saat dnce, yani hormonal uygulamalari takiben 48 ve 54.
saatlerde yapilmasi gerektigi onerilmistir (Gibbons ve Cueto 1995). Naim ve ark.,
(2009), senkronize edilen koyunlarda servikal suni tohumlama yaptiklar
arastirmasinda silingerin ¢ikarilmasina takiben 200 IU PMSG uygulamis ve 54-56.
saatlerde, 12 saat siireyle saklanan sogutulmus sperma ile tohumladig: disilerde 300
milyon sperma dozu kullanarak %38 gebelik basarisi elde etmistir. De ve ark., (2015)
ise farkli irklardan 487 adet koyunun 12 giin siinger ile senkronizasyonu sonrasi 200
IU PMSG uygulamis ve sogutulmus sperma (100 milyon/doz) ile sabit zamanli ¢ift
suni tohumlama uyguladiklar1 koyunlarda (48. ve 56. saat) senkronizasyon basarisini
%79, kuzulama oranini ise %60 olarak bildirmislerdir. Fernandez-Abella ve ark.,
(2003) nullipar 448 koyunda 14 giin siire ile progesteron igeren siinger uygulamus,
devaminda ise 24 saat sogutulmus, 120 milyon sperm/dozu kullanarak siingerin
cikarilmasini takiben ovulasyonu PMSG ile desteklemeden 42, 46 ve 50 olmak tizere
3 farkli saatten birinde tohumlama gerceklestirmis, bunun sonucunda ise %36,5 %52

ve %45 oraninda gebelik elde etmistir.
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Bunun yanisira Koyunlarda senkronizasyon protokollerindeki PMSG’nin
dolverimi {izerindeki etkilerinin arastirildig1 gesitli ¢alismalar mevcuttur. Ornegin
Najafi ve ark., (2014) sezon igi 14 giin CIDR uygulamasi sonrasi 350, 450, 550 IU
PMSG yapilan veya kontrol olarak FTS enjeksiyonu yapilarak ciftlestirilen koyunlarda
Ostrus yanitt bakimindan herhangi bir fark gdézlemlenmedigi halde gebelik orani
kontrol grubunda (%65) diger doz gruplarindan (%85-95) daha diisiik seviyede
bulunmustur (p < 0,05). Martinez-Ros ve ark., (2019), 14 giin boyunca CIDR
uygulamasi sonrasi 400 ITU PMSG uygulanan hayvanlarda ovulasyonu %100 oraninda
belirlerken PMSG uygulanmayanlarda ise bu oran %70’e diismiistiir. Koyuncu ve ark.
(2000), ise lreme sezonunda progesteron iceren siingerin ¢ikarilmasini takiben
uyguladig1 500 veya 700 IU PMSG dozlar1 ile PMSG uygulanmayan grup arasinda
gebelik ve kuzulama oran1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlememistir. Bir baska ¢alismada ise 8 giin siinger uygulanan koyunlarda
stingerin ¢ikarilmasii takiben uygulanan 500 IU dozunda PMSG ile uygulanmayan
kontrol grubunda disilerin %83’ti ovule olmus, siingerin g¢ikarilmasini takiben
gruplarda sirastyla 108 ve 124. saatlerde gerg¢eklesen ovulasyonlarin zamanlamasinda
ise istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir (Ali, 2007). Benzer sekilde 12 giin CIDR
uygulanan hayvanlarda siingerin ¢ikarilmasimi takiben 300 IU veya 400 IU PMSG
uygulanan gruplar arasinda Ostrus baglangici, gebelik oram1 veya dogum oranlari
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Lopez-Garcia ve ark.,
2021). Nosrati ve ark., (2011) ise 14 giin boyunca CIDR uygulanan hayvanlarda
uygulama sonras1 300, 400, 500 ve 600 IU PMSG dozlarmin etkinligini karsilagtirmak
amaciyla taze sperma ile servikal tohumladiklar disilerde gebelik oranlari bakimindan
anlaml1 bir fark bulmaksizin %64-68 oraninda gebelik elde etmigslerdir. Her ne kadar
literatiirde en etkili PMSG dozu hala tartisilmaya devam etse de standart olarak kabul
edilen ve Ostrus senkronizasyon programlarinda kullanilan dozun 400 IU oldugu
(Abbott ve ark., 2018) ve bu doz ile Ostrus baglangi¢ zamaninin daha senkronize
gbzlemlendigi, ayrica ovulasyon oraninda 0,5°lik bir artisa neden oldugu bildirilmistir
(Abbott ve ark., 2018). Ilgili bu dozun diisiiriilmesi ise istenilmeyen {iciizliiklerin ve
bunun yol acabilecegi kuzu kayiplarinin 6niine gegilebilecegi ancak dozun 300 U

altina diistiriilmesinin onerilmedigi bildirilmistir.
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Sperma gruplarindaki  gebelikler ovulasyonlar g6z Oniine alinarak
degerlendirildigine, istatistiksel olarak bir fark bulunmaksizin spermaya NGF eklenen
gruplarda (%71,4-73,3), Kontrol grubuna (%61,5) gore daha yiiksek bulunmustur (p >
0,05). Senkronizasyonunda PMSG uygulanmayan ilk ¢alisma paketi gruplarindan
Kontrol grubunda ise PMSG uygulanan sperma gruplarina benzer sekilde ovule olan
disilerin %50’si gebe kalirken Diisiik doz grubunda bu oran %12,5’a diismiistiir
(Cizelge 4.3). Sperma gruplarinda ovule olan disi yiizdesi ve gebelik oranlar
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmeksizin, Diisikk Doz
grubundaki disilerin tamaminda ovulasyon go6zlemlenmis, bunu %93,3 oraniyla
Yiiksek Doz grubu ve %86,7 oraniyla Kontrol grubu takip etmistir (Cizelge 4.2). En
yiiksek gebelik oran1 %73,3 ile Diisiik Doz grubunda elde edilirken bunu %66,7
oraniyla Yiiksek doz grubu takip etmis, Kontrol grubu ise %53,3 ile gebelik agisindan
en disiik basariyr saglamistir (Cizelge 4.4). Bu oranlarin ilk ¢alisma paketindeki
PMSG i¢ermeyen NGF uygulama ve Kontrol gruplarindaki sonuglardan daha yiiksek
olmasi, PMSG’nin siinger ¢ikarilmasin1 takiben 53-55. saatler arasinda
gergeklestirilen sabit zamanli suni tohumlama uygulamasinda kritik 6neme sahip
oldugunu diisiindiirmekte, ancak ilerleyen calismalarda NGF uygulamasini takiben
ovulasyon zamaninin daha kesin smirlariyla belirlenerek tohumlamalarin uygun

saatler ile degistirilmesi sonucu gebelik oranlarinin artabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4. 1. ve 1. Calisma paketi gruplarinda gebelik yoniinden degerlendirme
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Ozetle, ilgili tez galismasinda FTS enjeksiyonu yapilan Kontrol grubundaki
diisiik ovulasyon yilizdesine ragmen, ovulasyonu gergeklesen hayvanlarda, PMSG
iceren sperma gruplarina benzer oranda gebelik elde edilmistir. NGF enjeksiyonu
yapilan gruplarda ise yiiksek oranda ovulasyon saglanmig ancak gebelik oranlar1 daha
diistik seviyede kalmistir. Bu sonuglar, NGF’iin ovulasyon zamanii degistirmis
olabilecegini, sabit zamanli suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmasi i¢in de
tohumlama saatinin, standartlastirilacak uygulama dozuna gore belirlenmesi

gerekliligi kanisin1 dogurmustur.

Calismanin her iki paketinde de disilerde tohumlama sonras1 6. ve 10. giinde
Olciilen serum progesteron seviyeleri bakimindan ilgili gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir. Progesteron diizeyi aktif bir korpus
luteum olustuktan sonra, koyunlarda, ineklerden daha diisiik diizeyde, 2,5-4 ng/ml
araliginda seyretmektedir (Noakes ve ark., 2018). Senkronizasyon grubunda FTS
uygulanan Kontrol grubunda 10.giin progesteron seviyesi 2,5 ng/ml altinda kalirken
diger gruplarda ise beklenen fizyolojik aralikta gozlemlenmistir. Bu durum grup
ortalamalarinin ovule olmayan disileri de igermesi ve bu grupta ovulasyon yiizdesinin
diger gruplara gore daha diislik kalmasi nedeniyle agiklanabilmekte, sadece ovule olan
disiler goz oniinde bulunduruldugunda ise 10. giin progesteron seviyesi ortalamalari
tim gruplar i¢in 2,5 ng/ml iizerinde seyretmektedir. Lamalarda seminal plazmanin
intramuskiiler uygulanmasi sonucu ovulasyonun uyarilmasi ile plazma progesteron
seviyelerinde artig ile korpus luteum ¢apinda biiyiime egilimi gézlemlenmistir (Adams
ve ark., 2005). Ovulasyonu NGF ile indiiklenen lamalarda GnRH ile indiiklenenlere
kiyasla ovulasyondan sonraki 4. ve 8. giinlerde luteal vaskiilaritede artis belirlenmis
ancak progesteron konsantrasyonlarinda ve korpus luteum boyutunda herhangi bir
degisim gozlemlenmemistir (Silva ve ark., 2017). Etci sigirlarda NGF’{in tohumlama
zamani disilere intramuskiiler yolla uygulanmasinin korpus luteum fonksiyonunu ve
bu sayede embriyo gelisimini etkileyebilecegi hipotezi iizerine yapilan bir ¢aligmada
senkronize edilen kontrol ve uygulama gruplarindan kontrol grubuna tohumlama
sonras1t FTS uygulanirken diger hayvanlara 296 pg NGF uygulanmuis ¢esitli araliklarla
korpus luteum boyutu ve plazma progesteron diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Korpus luteum

hacmi ve c¢apt bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunamazken NGF uygulanan ineklerde tohumlama sonrasi 14 ve 19. giinler arasinda
belirgin bir plazma progesteron artis1 gézlemlenmis (p < 0,05), gebelik oranlari ise
NGF grubunda %75 iken kontrol grubunda %59 olarak belirlenmistir (p > 0,05)
(Stewart ve ark., 2018). Senkronize edilen siit¢ii pubertal diivelerde ise preovulator
folikiil varliginda yapilan NGF enjeksiyonu sonucu korpus luteumun
vaskiilarizasyonunda herhangi bir degisim belirlenememekle birlikte ¢apinda artis
egilimi gézlemlenmis, luteal fazdaki progesteron seviyeleri NGF uygulanan gruplarda
daha yiiksek bulunmustur (Stewart, 2019). Ovulasyonu PGFza ve LH ile indiiklenen
pubertal etci diivelerde ise ovulasyondan sonra 4 saat i¢inde yapilan seminal plazma
enjeksiyonun, LH wuygulamasindan 12 saat sonra yapilan seminal plazma
enjeksiyonuna veya seminal plazma enjeksiyonu yapilmayan kontrol grubuna kiyasla
luteal gelisimde bir fark belirlenemezken progesteron seviyesinde artis egilimi
gozlemlenmistir (Tribulo ve ark., 2015). Bunun yanisira dominant folikiiliin erken
gelisim (3. giin), erken statik (6. giin) veya geg statik (9. giin) fazlarinda, lama seminal
plazmasindan saflastirilan NGF’iin pubertal diivelere enjeksiyonu ile kontrole gore
korpus luteum gapinda (3. ve 6. giin uygulanan NGF) ve plazma progresteron
konsantrasyonlarinda (6. ve 9. giin uygulanan NGF) artis gézlemlenmistir (Tanco ve
ark., 2012). Ayrica matiir sigir korpus luteumuna mikrodiyaliz yontemiyle 30 dakika
boyunca NGF inflizyonu progesteron salinimini stimiile etmistir (Miyamoto ve ark.,
1992).

Kan progesteron seviyesinin diisiisliyle es zamanli olarak luteal vaskiilarizasyon
da diismekte bu da lutelolizis siirecinin basladigini gostermekte ve dolayisiyla
fertilizasyonun veya gebeligin basari ile saglanamadigini belirtmektedir (McCracken
ve ark., 1999). Koyunlarda luteolizis 6strus siklusunun 13 ile 16. giinleri arasinda
baslamakta (Zarco ve ark., 1988), luteolitik siirecin baslamasindan itibaren 24 saat

icinde luteal vaskiilarizyonda 6nemli bir diisiis goriilmektedir.

Bircok tiirde giincel olarak gerceklestirilen calismalarda, vaskiilarizasyonun
renkli Doppler araciligiyla degerlendirmesinin, 6zellikle de erken gebelik donemi igin
tan1 saglamakta oldugu bildirilmistir (Arashiro ve ark., 2018; Balaro ve ark., 2017;

Cosentino ve ark., 2018; Cosentino ve ark., 2019: Dal ve ark., 2019; Dubuc ve ark.,
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2020; Figueira ve ark., 2015; Gallelli ve ark., 2020; Hassan ve ark., 2019; Samir ve
Kandiel, 2019; Santos ve ark., 2020; Scully ve ark., 2015; Siqueira ve ark., 2013 ve
Utt ve ark., 2009). Koyunlarda B-mode ultrasonografi ile gebelik tespiti en erken 25.
giinden itibaren miimkiin olurken; luteal vaskiilaritenin semikantitatif veya siibjektif
degerlendirilmesiyle 17. glinden itibaren belirlenebilmektedir (Arashiro ve ark., 2018;
Cosentino ve ark., 2019; Dal ve ark., 2019 ve Santos ve ark., 2020).

Ozellikle saglik alaninda kullanilan tanm1 ydéntemlerinde, ROC analizi
uygulanarak egri altinda kalan alan (AUC) degeri ile yoOntemin performansi
degerlendirilebilmekte, bu deger 0,5 ile 1 arasinda testin ayrim giicline gore degisiklik
gostermektedir. Ilgili degerin 0,5-0,7 araliginda olmasi zayif, 0,7-0,8 araliginda kabul
edilebilir, 0,8-0,9 araliginda miikemmel, 0,9-1,0 aralifinda yer almasi ise tani
yOnteminin olaganiistii bir ayrim giiciine sahip oldugunu gostermektedir (Dumlupinar,

2017).

Arashiro ve ark. (2018), koyunlarda erken gebelik tanisini i¢in korpus luteum
vaskiilarizasyonunun siibjektif degerlendirdigi calismasinda, gebe olmayan disilerin
renkli Doppler ultrasonografi ile ¢iftlesmeden 12-14 giin sonra degerlendirilmesinin,
cogu diside hala vaskiilarize bir korpus luteum bulunmasi (luteolizis 6ncesi donem)
nedeniyle islevsiz oldugunu, ancak 15. giinden itibaren renkli Doppler ile gebe
olmayan hayvanlarin tanisinin  (negatif prediktif deger) %100 etkinlikle
konulabildigini (vaskiilarizasyon %25 alt1), 6zgiilliigiin ise maksimum degerine 17.
giinden itibaren (hassasiyet: %100, 6zgiilliik: %76,5, dogruluk: %85,7, AUC: 0,86)
ulagtigini  bildirmiglerdir. Korpus luteumun normal aktivitesi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, 15. giinden 6nce higbir operator vaskiilarizasyonu %25 altinda
bulmamistir. Calismanin ikinci asamasinda ise 17. giin vaskiilarizyonu degerlendirilen
178 koyunun gebelikleri 45. giin B-mode ultrasonografi ile karsilastirilmis, buna bagh
olarak hassasiyet %93,5, ozgiillik %80,8, dogruluk ise %87,8 olarak belirlenmistir
(Arashiro ve ark., 2018). Santa Ines 1rk1 54 koyunda ayni yontem ile degerlendirilen
bir baska ¢alismada ise 17. giin hassasiyetin %97 ye, 6zgiilliiglin %71’e, dogrulugun
ise %87’ye (AUC: 0,84) ulastig1 bildirilmistir ve gebelik tanisi i¢in etkili bir bigimde

kullanilabildigi kanisina varmiglardir (Santos ve ark., 2020). Cosentino ve ark., (2019),
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tekrarli senkronizasyon uygulamalarinda 186 koyunun erken gebelik tanisi igin
kullandiklar1 bu yontem ile 17. giin belirledikleri gebe olmayan hayvanlar1 tekrar
senkronize ederek 59. giin B-mode ultrasonografi ile tekrar degerlendirmis ve
vaskiilarizasyon ile gebe olarak belirleyip ileriki donemde gebe olmayan az sayida
koyunun, gebeligin 65.giinline kadar devam edebilen erken gebelik kaybindan (Dixon
ve ark., 2007) kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Bu baglamda koyunlarda ¢iftlesme
sonrast 26-32. giinler aras1 goriilen erken embriyonik Oliimlerin %17,2 oraninda
oldugu ancak koyunlarin stresli yonetime maruz kalmasi ile bu oranin %30’a kadar
cikabilecegi bildirilmistir (Diskin ve Morris, 2008 ve Doney ve ark., 1976). Dal ve
ark. (2019), tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise korpus luteumu lize
olan ve gebe olan koyunlarda, Doppler ultrasonografisi ile elde edilen goriintiilerin
analizi gerceklestirilerek renkli piksel alanlar1 6l¢iilmiis, 17. giinden itibaren gebe olan
hayvanlarda bu deger 0.42 + 0.019 mm? olarak dl¢iiliirken, korpus luteumu lize olan
disilerde 0.32 + 0.028 mm? olarak &l¢iilmiistiir (p < 0,05). 18 ve 19. giinlerde ise
aradaki fark artarak sirasiyla 21 ve 30 mm? degerine ulasmustir (p < 0,001). Ancak
luteal vaskiilarizasyonun subjektif olarak degerlendirilmesinin, dlgiilen renkli piksel
say1st hesaplamasina kiyasla saha kosullarinda daha uygun olmasi1 ve progesteron
seviyeleri ve luteal fonksiyon bakimindan benzer korelasyon gostermesi nedeniyle
tercih edilebilecegi vurgulanmistir (Balaro ve ark., 2017). Etkili, hizli ve gergek
zamanli sonuglar vermesi gibi saha kosullarinda kullanim igin gerekli Kkriterleri
karsilayan siibjektif degerlendirme ile ¢iftlesmeyi takiben 17. glinde gebe olmayan
hayvanlarin belirlenmesi bu hayvanlarin tekrar senkronizasyonu, tohumlamalar
arasinda gegen siirenin kisaltilmasi agisindan avantaj saglayabilmektedir. Elde edilen
Doppler goriintiilerinin ek analizleri araciligtyla da sonuglarin alinmast miimkiin
goriinse de temelde bu teknigin uygulanabilirligini kisitlamakta ve gergek zamanli
sonuglar alinmasini engellemektedir. 3 boyutlu degerlendirmeler ve renkli piksel
alanlarinin yilizde olglimii veya renkli piksellerin sayisinin belirlenmesiyle de
sonuglara ulasilabilirken (Figueira ve ark., 2015; Ginther ve ark., 2007; Ginther ve Utt,
2004 ve Herzog ve Bollwein, 2004), bu yontemler ¢esitli yazilimlara ihtiya¢ duymakta
ve goriintiilerin ileri isleme prosediirii gerektirmesi nedeniyle gergek zamanli sonug
alinmasimi engellemektedir. Ayrica ineklerde tohumlama sonrasi ilk 3 hafta boyunca
luteal vaskiilarite, progesteron seviyesi ve luteal ¢ap olgilimlerinin gerceklestirdigi bir
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caligmada ise luteal vaskiilaritenin, gebe ve bos hayvanlar arasindaki luteal fonksiyon
degisimini belirlemede, luteal ¢ap ve progesteron 6lgiimiine kiyasla daha duyarl bir

parametre olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Hassan ve ark., 2019).

Bununla birlikte gesitli arastirmalarda koyunlarda transrektal ultrasonagrafi ile
gebeligin tespit edilebilmesinde ilgili hassasiyet, Ozgiillik ve dogruluk degerleri
dogum verileri g6z oniinde bulundurularak bildirilmistir (Dinc ve ark., 2001; Garcia
ve ark., 1993; Karen ve ark., 2003 ve Karen ve ark., 2004). Ilgili degerler, renkli
Doppler ultrasonografi ile elde edilen degerler ile karsilagtirmasi amaciyla Cizelge

4.5’te birlikte verilmistir.

Cizelge 4.5. Cesitli ¢calismalarda gebelik tanis1 amaci ile kullanilan iki farkli yonteme
ait hassasiyet, 6zgiilliik ve dogruluk oranlar

Farkl: giinlerde Renkli Doppler ve B-Mode ile Gebelik Tanis1
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Garcia ve ark., (1993), 17-26. giinler arasinda belirlenen gebeligin hassasiyetinin
%065 altinda kaldig1 6zgiilliigiin ise 24. giinden sonra %85’ e ulastig1 bildirilmistir. Dinc
ve ark. (2001) ise 19-29 giinler arasinda transrektal ultrasonografi ile gebelik tespitinin
%88 oraninda hassasiyete, %33 oraninda 6zgiilliige ve %77 dogrula sahip oldugunu,
30-44. giinler arasinda ise hassasiyetin %74 6zgilliiglin %85 dogrulugun ise %80

olarak bulundugunu bildirmislerdir. Karen ve ark., (2003), 29, 36 ve 50. giin
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gerceklestirdikleri gebelik muayenelerinde hassasiyeti %42-52 araliginda 6zgiilliigii
%83-97 ve dogrulugu %77-88 araliginda bulduklarint  bildirmislerdir.
Gergeklestirdikleri bir baska calismada ise 18-24 giinler arasinda hassasiyet %22,
ozgillik %93 ve dogruluk %66 olarak belirlenirken, 25-30. giinlerde hassasiyet
%32’ye ulasmis, 31-40. giinlerde hassasiyet %63 iken dogruluk %83’e¢ ve 41-50.
giinlerde hassasiyet %50 iken dogruluk %87’ve ulasmistir (Karen ve ark., 2004).

Tez ¢alismasinda da korpus luteum vaskiilarizasyonu tohumlamadan sonraki 17.
giinde siibjektif olarak degerlendirilmis vaskiilarizasyonu %25 ve iizerinde bulunan
hayvanlar gebe olarak siniflandirilmistir. Ostrustan 17 giin sonra belirlenebilen
gebelik, gebe olmayan hayvanlarin transrektal klasik ultrasonografik goriintiilemeye
kiyasla 2 hafta kadar daha erken belirlenerek tekrar senkronizasyonu gibi daha yogun
reprodiiktif yonetim igin stratejiler gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Arashiro ve
ark., 2018; Cosentino ve ark., 2019 ve Jones ve Reed, 2017). Bunun yanisira renkli
Doppler ultrasonografi sayesinde, tekrar Ostrus gostermenin giivenilirliginin diisiik
oldugu sezon dis1 senkronizasyon yontemlerinde fayda saglayabilecegi
disiiniilmektedir (Ishwar, 1995). Ayrica ilgili yontemin tercihi ile suni tohumlama
zamani uygulanan NGF’ilin suni tohumlama basaris1 iizerindeki etkileri en erken
donemde ortaya konulabilmis, bu sayede ileriki donemlerde gebelik durumunu
etkileyebilecek, genetik, hormonal, bakim-besleme, enfeksiyon ve g¢evresel stresler
gibi faktorlere bagli ge¢c embriyonik donemde meydana gelebilecek kayiplarin

(Fthenakis ve ark., 2012) ¢alisma sonuglar1 lizerindeki etkisi en aza indirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

i1k galisma paketinde Kontrol grubu 5 mm ve iizeri folikiile sahip disi yiizdesi,
ovulasyon, 5 mm ve tizeri folikiile sahip disilerde ovulasyon orani ile 6. ve 10. giin
progesteron seviyesi bakimindan en diisiik degerleri saglamistir. Gebelik acgisindan
degerlendirildiginde ise Yiiksek doz grubunda herhangi bir gebelik elde edilememis,
Kontrol ve Diisiik doz gruplarinda ise bu oran sirasiyla %20 ve %210 olarak
belirlenerek ilgili arastirmanin PMSG uygulanan Sperma gruplarindan daha diisiik bir
seviyede oldugu gézlemlenmistir. 5 mm ve tizeri folikiil varlig1 bakimindan en yiiksek
deger Yiiksek Doz grubunda goriiliirken, ovulasyon bakimindan ise Diisiik ve Yiiksek
doz gruplar1 Kontrol grubuna iistiinliik saglamistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark gézlenmemistir. Fakat elde edilen verilerin klinik agidan 6nemli
veriler oldugu diistiniilmektedir. Calisma gruplarindaki hayvan sayilarinin arttirilmasi

ile istatiksel agidan karsilasilan bu durumun degisebilecegi diistiniilmektedir.

Ikinci ¢alisma paketinde &n calisma ile gerceklestirilen sitotoksisite degeri
belirlenmis buna gore spermaya 10 ng/ml ve 100 ng/ml olmak iizere iki farkli dozda
ilave edilen B-NGF’iin ¢esitli etkileri NGF ilavesi olmayan Kongrol grubu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Diisiik Doz grubu ovulasyon, gebelik, 5 mm ve
tizeri folikiile sahip disilerde ovulasyon, ovule olan disilerde gebelik orani ile 6. ve 10.
giinlerde progesteron seviyeleri bakimindan en yiiksek degerleri saglamistir. Kontrol
grubunda ise tiim bu degerlendirilen parametreler bakimindan en diisiik sonuglar elde
edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir. Elde
edilen veriler B-NGF’iin sperm prezervasyon ve suni tohumlama protokollerine

adaptasyonunun arastirilabilmesi yoniinde temel saglamistir.

Sonug olarak koyunlarda B-NGF uygulamasinin 10-100 ng/ml dozunda
spermaya katilmasinin olumlu etki yaratabilecegi, ancak sabit zamanli suni tohumlama
uygulamasinda disilerin senkronizasyon programinda PMSG hormonu yerine
uygulanmasinin 6zellikle gebelik acisindan beklenen yeterli basariy1 saglamadigi

goriilmistiir. Ancak bu sonuglarin daha ¢ok hayvan ile tekrarlanmasi ve koyunlarda -
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NGF’iin molekiiler etki mekanizmasinin daha derin olarak arastirilmasi
gerektirmektedir. Elde edilen bu sonuglar, B-NGF’lin sperm kriyoprezervasyon
protokollerine adaptasyonu ile elde edilecek fertilizasyon basarisinin arastirilmasi
yoniinde temel saglamistir. Ayrica spermanin sogutularak uzun siireli saklanmasinda
ilgili ¢alismalar i¢in de bir 6n basamak olmustur. Bunun yanisira koyunlarda
senkronizasyon protokollerinde siklikla kullanilan ancak yiiksek doz ve uzun siireli
tekrarli kullanimlarinda ¢esitli yan etkilerin goriildiigii PMSG hormonu bakimindan,
B-NGF dozlarinin gebelik orani haricinde kontrole sagladigi dstiinliik géz 6niinde
bulundurularak PMSG ile beraber kullanim olanagi ve bu sayede gerekli PMSG
dozunun disiiriilebilmesi baglaminda yeni arastirmalarin dizaynina olanak

saglamistir.
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OZET

B-NGF’iin Koyunlarda Ovulasyon Mekanizmasi ve Sperma Kalitesi Uzerine
Etkisi

Bu aragtirmada seminal plazmada halihazirda mevcut olan proteinlerden biri olan f sinir
biiyiime faktoriiniin (B-NGF) ekzojen olarak disilere uygulanmasi ve spermaya ilavesinin
koyunlarda fertilite iizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Arastirma
kapsaminda 75 bas Akkaraman koyunu ve 3 bas Akkaraman kog¢ kullanilmistir. Arastirma iki
calisma paketine ayrilarak ilk calisma paketinde (Senkronizasyon gruplar1) 30 adet disiye 12
giin siire ile progesteron hormonu igeren intravaginal siingerler (medroksiprogesteron asetat)
uygulanmig ve takibinde 13. giin 20 adet disiye p-NGF enjeksiyonu 250 ug (n = 10) veya 100
pg (n = 10) dozunda i.m. olarak uygulanmistir. Kontrol grubundaki (n = 10) disilere ise B-
NGF enjeksiyonu yerine i.m. olarak 1 ml %0,09’luk NaCl enjeksiyonu yapilmistir. Ikinci
calisma paketi (Sperma gruplari) igin, 45 koyuna 12 giin siire ile vajinal siinger uygulanmis ve
12. siingerler ¢ikarilirken 350-400 IU im. PMSG (gebe kisrak serum gonodotropin)
enjeksiyonu yapilmistir. 3 adet kogtan tohumlama giinlerinde alinan spermalar pooling
yontemi ile birlestirilerek payette 250 milyon motil spermatozoa olacak sekilde dozlanmis ve
ilk ¢aligma paketi i¢in B-NGF ilavesi olmadan, ikinci ¢aligma paketi i¢in ii¢ alt gruba
boéliinerek, kontrol grubu (n = 15) i¢in sadece sulandirici igeren medyum kullanilarak, diger
iki grup olan yiiksek doz ve diisiik doz gruplar1 (n = 15, n = 15) i¢in; 6n ¢alisma ile belirlenen
10 ng/ml ve 100 ng/ml dozunda B-NGF, 500 x 10° sperm/ml dozunda sulandirilmis spermaya
ilave edilmistir. Her iki ¢alisma paketi i¢in de hazirlanan payetler sogutularak ilk 3 saat
igerisinde kullanmak iizere, toplam 75 bas koyunun tohumlamasi, siingerlerin ¢ikarilmasindan
itibaren 53-55. saatleri araliginda servikal metot ile gergeklestirilmistir. Senkronizasyonun 13.
giiniinde tiim disilerin ultrasonografik muayeneleri yapilarak ovaryum tiizerindeki folikiiller
belirlenmis ve Ol¢iimleri yapilmistir. Ayrica tohumlamadan sonra 17. giinde korpus luteum
vaskiilarizasyonlar1 ultrasonografi ile goriintiilenerek gebelik tespiti yapilmistir. Tohumlama
sonrast 6. ve 10. giinlerde serum progesteron diizeyleri Elisa test kiti ile belirlenmistir.
Arastirmada her iki calisma paketi icin de degerlendirilen parametrelerden elde edilen veriler,
senkronizasyon gruplarinda 5 mm ve tizeri ¢apa sahip folikiil varligi, ovulasyon, 6. ve 10. giin
serum progesteron seviyeleri bakimindan en diisiik sonuglar Kontrol grubunda elde edilirken,
Yiiksek doz grubunda gebelik elde edilmemis, Diisiik Doz grubunda %10, Kontrol grubunda
ise %20 oraninda kalmistir. Sperma gruplarinda ise ilgili tiim parametreler en yiiksek Diistik
doz grubunda belirlenirken, en diisiik olarak Kontrol grubunda elde edilmistir. Gruplar arasi
degerlendirilen parametreler bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik elde
edilememis (p > 0,05) ve veriler klinik olarak 6nemi agisindan degerlendirilmistir. Sonug
olarak koyunlarda B-NGF’iin spermaya katilmasinin olumlu etki yaratabilecegi, ancak
disilerin senkronizasyon programmda PMSG hormonu yerine uygulanmasinin gebelik
bakimindan yeterli basarty1 saglamadigi goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar, B-NGF’iin
sperm Kriyoprezervasyon ve g¢esitli senkronizasyon protokollerine adaptasyonunun
aragtirilabilmesi yoniinde temel saglamistir.

Anahtar Sozciikler: [ sinir biiylime faktorli, koyun, senkronizasyon, suni
tohumlama, vaskiilarizasyon.
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SUMMARY

The effect of B-NGF on Ovulation Mechanism and Semen Quality in Sheep

The aim of this research was to evaluate the effect of exogen treatment of B nerve
growth factor (B-NGF), which is one of the naturally present proteins in seminal plasma, both
as administration to females and additive to semen on fertility in sheep. Within the scope of
the research, 75 White Karaman sheep and 3 White Karaman rams were used. The research
was divided into two study packages and in the first study package (Synchronization groups),
30 females were treated with intravaginal sponges (medroxyprogesterone acetate) for 12 days
and B-NGF injection was administered to 20 ewes on the 13th day (n = 10) at a dose of 250
ug (n=10) or 100 pg (n = 15) intramuscularly. Ewes in the control group (n = 15) received 1
ml of 0.09 %NaCl injection i.m. For the second study package (Semen groups), 45 sheep were
treated with a vaginal sponge for 12 days and 350-400 1U i.m. PMSG (pregnant mare serum
gonadotropin) injection was administered at the sponge removal. The semen was collected
from 3 rams on the insemination days, pooled and dosed to 250 million motile spermatozoa in
the straw. For the second study package, following the pooling the semen was divided into
three subgroups, containing only diluent for the control group (n = 15) and for the other two
subgroups, two different B-NGF doses determined by the preliminary study, at the dose of 10
ng/ml (Low dose) and 100 ng / ml (High dose) groups (n = 15, n = 15) were added to the
diluted semen at a dose of 500 x 10° sperm/ml. The straws prepared for both study packages
were cooled and used for inseminations within the first 3 hours. The inseminations were
carried out transcervically at 53-55 hours following the sponge removal. On the 13" day of
synchronization, ultrasonographic examinations of all females were performed and the
follicles on the ovaries were determined and measured. In addition, on the 17" day after
insemination, the vascularization of the corpus luteum was evaluated by ultrasonography and
pregnancy was determined. Serum progesterone levels were determined by Elisa test kit on
the 6™ and 10™ days after insemination. According to the data obtained from the parameters
evaluated for both study packages, the lowest results obtained in the presence of follicles with
a diameter of 5 mm and above, ovulation and serum progesterone levels on the day 6 and 10
post-insemination were in the Control group, while no pregnancy was obtained in the High
dose group and the pregnancies were 10% and 20% in the Low dose and Control group
respectively. In the semen groups, the highest parameters were obtained in the Low Dose
group whereas the lowest were obtained in the Control group. No statistically significant
difference was found between the groups (p > 0.05) and the data was evaluated in terms of
clinical significance. As a result, it was observed that the addition of B-NGF to semen may
have a positive effect in sheep, however, implantation of B-NGF to the synchronization
program instead of PMSG hormone did not provide the expected success in terms of pregnancy
outcome. These results provided the basis for investigating the adaptation of B-NGF to sperm
cryopreservation and synchronization protocols.

Keywords: Artificial insemination, P nerve growth factor, ewe, synchronization,
vascularization.
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