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1. OZET

Bu caligma, ineklerde klitoris koterizasyonunun LH salinimi {izerine
etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilmstir.

Calismanin materyalini, en az 1 kere dogum yapmus, yaslar1 2,5-6 arasinda
degisen, 3’ii Holstayn, 4’ii Montofon ve 3’li Simmental olmak {izere toplam 10
inek olusturdu. Materyal olarak kullanilan hayvanlarin Ostriisleri 11 giin arayla
cift doz PGF,a enjeksiyonu ile senkronize edildi. Senkronizasyon sonrasi
sekillenen ilk tabii siklus kontrol siklusunu olusturdu. Ilk Ostriis belirtisi
goriildiigli andan itibaren 24 saat boyunca, 2 saat araliklarla, LH Ol¢iimii
amaciyla; tiim siklus boyunca, 2 giin arayla, progesteron 6l¢iimii amaciyla vena
jugularisten kan numuneleri alindi. Kendiliginden sekillenen ikinci siklus
uygulama siklusunu olusturdu. Ilk 6striis belirtisinin goriilmesiyle birlikte,
hayvanin klitorisi epidural anestezi altinda koterize edilerek, kontrol siklusunda
oldugu gibi, kan numunelerinin toplanmasina devam edildi. Toplanan kan
numunelerinin serumlari ¢ikarildi ve serumlar hormon tayinleri yapilincaya kadar,
derin dondurucuda saklandi.

Serumlarda hormon 6l¢iimleri, Enzim Immuno Assay yontemiyle yapildi.
Ortalama progesteron degerleri, kontrol siklusunda 5.28+0.28 ng/ml ve uygulama
siklusunda 5.204+0.26 ng/ml olarak belirlendi ve aradaki farkin istatistiksel olarak
Oonemli olmadig1 tespit edildi. Kontrol ve uygulama grubunda ortalama LH
degerlerinin sirastyla 2,1840,30 ng/ml ve 2,03+0,31 ng/ml oldugu belirlendi.
Ortalama Luteinlestirici hormon pik degeri kontrol grubunda 11.56+1.99 ng/ml,
uygulama grubunda ise 10.55+1.63 ng/ml; pik baslama zaman1 kontrol grubunda

9.6£2.56 saat, uygulama grubunda 7.2+3.14 saat; pik bitis zamani kontrol



grubunda 18+2.53 saat, uygulama grubunda 17.6£3.19 saat olarak tespit edidi. Pik
stiresi kontrol grubunda 8.4+0.75 saat, uygulama grubunda 10.4+0.4 saat ve pikin
maksimum degere ulagsma zamani kontrol grubunda 16+2.61 saat, uygulama
grubunda ise 12+0.97 saat olarak belirlendi. Yapilan uygulamanin kontrol ve
uygulama grubunda, ortalama LH miktarina, ortalama LH pik degerine, pikin
baslama ve bitis zamanlarina, pikin maksimum degere ulasma zamanina ve
ortalama pik siiresine istatistiksel olarak onemli bir etkisinin olmadig1 tespit
edildi.

Sonu¢ olarak, ineklerde Ostriis baslangicinda uygulanan klitoris
koterizasyonunun, ortalama LH degerlerini etkilemedigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: inek, LH, Klitoris, Koterizasyon



2. ABSTRACT

The aim of the present study was the effect of cauterization of clitoris on
serum LH levels in cows.

A total of 10 cows (3 Holstein, 4 Brown Swiss and 3 Simmental) aging
between 2,5-6 were used as material in the study. Animals were synchronised
with double injection of PGF,a at 11 day intervals. First spontanous estrous cycle
was control cycle. From the first sign of spontanous estrous, blood samples were
collected 2 hours intervals until 24 hours to monitor LH concentration and two
days interval to monitor progesterone concentration until next estrous cycle.
When the second spontaneos estrous occurred, the clitoris was cauterized with
electrocoter under epidural anesthesia. After cauterization the blood samples were
collected 2 hours intervals until 24 hours post-cauterization to monitor LH
concentration and 2 days interval, until next spontenous estrous to monitor
progesterone levels. Sera were stored in a freezer until assayed.

Serum LH and progesterone levels were determined by Enzyme Immuno
Assay. Progesterone values (£ S.E.M.), in the control and clitoral cauterization
group were 5.284+0.28 ng/ml, 5.20£0.26 ng/ml. Precauterization and
postcauterization progesterone levels did not significantly differ.

The mean +£S.E.M. LH concentration, in the control and clitoral cauterization
group were 2.18+0.30 ng/ml, 2.03+0.31 ng/ml respectively. The mean +S.E.M.
preovulatory LH peak concentration were 11.56+1.99 ng/ml in control group and
10.55£1.63 ng/ml in the cauterization group. Onset of LH surge (+S.E.M.)
occured 9.6+2.56 h in control group and 7.243.14 h in the cauterization group

after the onset of estrous. End of LH surge (+£S.E.M.) occured 18+2.53 h in



control group and 17.6+3.19 h in the cauterization group after the onset of estrous.
The time (£S.E.M.) from the beginning of estrous to the LH peak was 16£2.61 h
in control group and 12+0.97 h in cauterization group. The mean +S.E.M.
duration of LH surge was 8.4+0.75 h and 10.4+0.4 h in control and cauterization
group respectively. The mean LH concentration, LH peak concentration, time
from the beginning of estrous to onset of LH surge, to end of LH surge and to the
LH peak and mean duration of LH surge were not different between control and
cauterization group.

In conclusion, serum LH values were not affected clitoral cauterization in
COWS.

Key Words: Cow, LH, Clitoris, Cauterization



3. GIRIS

Modern sigir yetistiriciliginde basarty1 belirleyen en 6nemli dlgiilerden
birisi, dol veriminin en {ist seviyede tutulmasidir. Siiriideki her inekten senede bir
adet canli ve saglikli yavru alinmasi, fertilitenin en onemli gdstergelerinden
biridir. Bu hedeflere ulasildiginda isletmenin karliligindan s6z etmek miimkiin
olur (83,126). Hayvanlarda normal ddl veriminin saglanmasi, iiremeyle ilgili
biyolojik ve teknik bilgilerin kazanilmasinin yani sira, d6l verimini etkileyen i¢ ve
dis etkenlerin kontrol altina alinmasiyla da miimkiindiir. Gelismis {ilkelerde
uygulanan fertilite programlartyla, ideal dol verimi saglanirken, resmi kayitlar
bulunmamakla birlikte, iilkemizde boyle bir durumdan bahsetmek séz konusu
olamamaktadir (50). Giiniimiizde, diinyada o6zellikle dol verimi {izerinde
gerceklestirilen arastirmalar, dogum-yeniden gebe kalma araliginin kisaltilmasi
lizerine yogunlagmistir (4,68,131). Dol veriminin en 6nemli parametrelerinden
biri olan dogum-yeniden gebe kalma siiresinin uzamasi, hem zaman kaybina hem
de ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bu silirenin uzamasmin en &nemli
sebeplerinden bazilari, kizginligin zamaninda tespit edilememesi, sakin kizginlik,
kizgmhigin olusmamasi, embriyonik oOliimler, ovaryum Kkistleri, ovulasyon
gecikmesi, hormonal yetersizlik ve dengesizlik gibi infertiliteye sebep olan

faktorlerdir (50).



3.1. Klitoris

Klitoris, vulvanin alt tarafinin i¢ kisminda, iiretra deliginin arkasinda yer
alir. Ineklerde klitorisin biiyiik bir kismi vestibulum mukozasi i¢ine gémiilmiistiir
(31,34,129).

Klitoris, erkekteki penisin homologudur ve ayni embriyonik kdkene
sahiptir. Ozellikle kopek ve kisrakta ¢ok iyi gelismistir ve bu hayvanlarda gercek
bir oyuklu govdeye sahiptir. Diger hayvanlarda bu erektil dokunun yerini,
damardan zengin bir bag doku alir (36,39,79,91).

Klitorisin iizerini kiigiik, kilsiz bir deri kivrimi orter. Ince bir epidermis
katmaninin altindaki bag dokuda, az sayida serbest yag bezleri ve deri reseptorleri
olarak c¢ok sayida genital duyu cisimcikleri bulunur.Klitoris cinsel uyarimlar
esnasinda kanla dolup ereksiyon haline gegebilir (113,129).

Bu erektil doku, penis gibi sagr1 kemigi sinir agindan buraya gelen dogrultma
siniri i¢indeki parasempatik sinir telleri ile denetlenir. Klitorisin beslenmesi,
genital organlar1 besleyen igteki arterin bir kolu olan ventral perineal arter ile olur
(34,36,129).

3.2. Luteinlestirici Hormon (LH)

3.2.1. LH’ min Yapisi

Luteinlestirici  hormon, glikoprotein yapisinda biiyiik molekiillii bir
hormon olup, alfa ve beta olmak iizere iki alt birimden olusur. Alfa alt birimleri
92 aminoasit, beta alt birimleri ise 115 aminoasit igerir. Alfa alt iinitesi tiire
Ozgiidiir. Bununla birlikte beta alt iinitesi ise hormonun biyolojik gorevini iistlenir.
Alt initeler hiicre i¢inde ayr1 ayr1 sentezlenirler ve LH iiretiminde, lretimi

sinirlayict adim, beta alt {initelerinin sentezi olarak goriilmektedir. Molekiil



agirligr 30.000 daltondur ve biyolojik yar1 6mrii 30 dakikadir. Yapisinda % 16
karbonhidrat bulunur ve karbonhidrat yan zincirlerinde bulunan sialik asit
hormonun hem biyolojik aktivitesini hem de dolasimdaki yar1 omriinii etkiler

(39,49,129) (Sekil 1).

% 1 sialik asit

o-altbirim RB-altbirim

Sekil 1:Luteinlestirici hormonun molekiil yapisi (Yilmaz B.’den)

3.2.2 LH’nin Etkisi

Luteinlestirici hormon, disilerde ovaryumlara ve erkeklerde testislere etkir.
Disilerde follikiillerin gelisimi ve olgunlagmasini saglar. Bu etkinin olusabilmesi
icin follikiillerin 6nceden FSH (Follikiil Uyarici Hormon) etkisi altinda kalmasi
gerekmektedir. Luteinlestirici hormon ayn1 zamanda olgun follikiiliin yirtilmasi ve
yumurtanin digart atilmasini yani ovulasyonu saglar. Yirtilan follikiiliin teka
interna ve granuloza hiicreleri, LH etkisiyle lutein hiicrelerine doniisiir ve
ovulasyon yerinde korpus luteum (sar1 cisim) olusur. Luteinlestirici hormon adi
bu 6zellikten kaynaklanmaktadir. Luteinlestirici hormon, korpus luteumdaki teka
interna hiicrelerinden dstrojen ve progesteron salimimina da sebep olur.
Luteinlestirici hormon ilk olarak korpus luteumun hiicre zarinda kendine 6zgii
reseptore baglanir. Bu baglanma adenilat siklazi uyarir. Bu da ATP’den 3’-5°

siklik AMP olusumunu artirir. Daha sonra siklik AMP belirli hiicrelerde protein



kinaz1 etkin hale getirir ve mitokondrilerde kolesterolden progesteron iiretimine

sebep olur (129).
3.2.3. LH’ min Salimimi

Luteinlestirici hormon adenohipofizdeki gonadotropik hiicrelerden salinir.
Luteinlestirici hormon saliimi pulsatil (tonik) ve preovulatér olmak {iizere 2
sekilde olur (39,53). Bu iki salinim tipini aywran oOzellik amplitid ve
frekanslarindaki farkliliklardir. Amplitiid, LH miktarindaki artisi, frekans ise
belirli bir zaman diliminde olusan puls sayisinmi ifade eder. Pulsatil salinim,
gonadlar tarafindan negatif geri etki mekanizmalariyla kontrol edilir. Pulsatil
salimmmda LH duragan degildir ve az miktarda salindigi bildirilmistir.
Luteinlestirici hormonun pulsatil saliniminda, her pulsun, yaklasik olarak 30—120
dakika siirdiigii belirlenmistir. (39,53,84). Ovulasyondan hemen Once sekillenen
preovulatdr salinimda, dolagimdaki Ostrojen miktarinin artmasina bagli olarak
GnRH (Gonadotropin Salgilatict Hormon) salinir. Gonadotropin salgilatici
hormondaki bu salinim da LH’nin yiiksek miktarda salinmasina sebep olur.
Yiiksek miktardaki bu LH piki 6-12 saat igerisinde sonlanir (39,71,84).

Bazi bilim adamlarina goére LH nin salinimi, hipotalamustan salgilanan ve
Luteinlestirici Hormon Salgilatict Hormon (LHRH) olarak da adlandirilan GnRH
tarafindan diizenlenir (49,129).

Bir kisim bilim adami (54,115) ise LH salinimindan GnRH’nin yapisal alt
tirlerinden olan GnRH I’in sorumlu oldugunu bildirmektedir. Diger bir goriise
gore (30,35) ise GnRH II’ nin LH salmimmi artirdign ifade edilmektedir.
Gonadotropin salgilatict hormon II’'nin, GnRH I’in % 70 oraninda homologu

oldugu ve LH salinimi {izerine etkisinin GnRH I’den daha diisiik oldugu (yaklasik



olarak % 2 kadar) bildirilmektedir (42,70). Gonadotropin salgilatict hormon II’nin
LH salgilatmasindaki etkisinin, tip I GnRH reseptorleri araciligiyla oldugu
belirtilmektedir (30,35). Bazi bilim adamlart (30,115) GnRH TI’'in, LH
sekresyonunu kontrol ettigini ve GnRH II’ nin ise tiremeyle ilgili davranislar
diizenledigini bildirmektedirler.

Yukarida anlatilanlar arasinda en c¢ok kabul goreni, LH’nin GnRH
tarafindan kontrol edildigi gorlisiidiir. Hipotalamustan salgilanan GnRH,
hipotalamo-hipofizeal-portal damarlar ile 6n hipofize gelir. Buradaki gonadotrop
hiicrelerde kendine 6zgii reseptorleri uyararak, LH salinimina sebep olur (129).
Kisraklarda, Gonadotropin salgilatict hormonun 45 dakikalik araliklarla
uygulanmasimnin LH salinimina, 6 saatlik araliklarla verilmesinin ise FSH
salgilanmasina sebep oldugu belirtilmektedir (49).

Yapilan bir ¢alismada (130), siklusun tiim safhalarinda beyin omurilik
stvisindaki GnRH pulslari ile serumdaki LH pulslarinin % 80 oraninda es zamanlt
olarak sekillendigi ve GnRH ile LH puls frekanslarinin, orta luteal faza gore,
proostriis ve erken luteal donemde daha fazla oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir
baska calismada (84) ise erken luteal donemde, LH pulslarinin diisiik amplitiid ve
yiiksek frekansta (20-30 puls / 24 saat), orta luteal donemde yiiksek amplitiid ve
diisiik frekansta (68 puls / 24 saat) oldugu bildirilmektedir. Preovulatdr pik
doneminde ise puls frekansinin daha ziyade erken luteal donemdeki gibi bir

ozellik sergiledigi ifade edilmektedir.



3.2.3.1. Erginlik Oncesi Donemde LH Salinin

Disilerde, erginlik oncesi donem, dogumdan ergenlige kadar olan siireyi
kapsamakta olup, ilk ovulasyonun sekillenmesiyle sona erer (25). Erginlik 6ncesi
donemde FSH ve LH salinimi ¢ok az diizeydedir. Erginlige erismeyen, bir baska
deyisle normal viicut agirligmin % 70’ine ulagsmayan canlilarda, dogal iireme
aktivitesi baglayamaz (1). Bu dénemde, canli biiylidiik¢e disilerde Ostrojen salgisi
artar. Ostrojen artistyla birlikte, GnRH’nin dolayisiyla da FSH ve LH salinimlari
da artar. Diivelerde erginligin 3 ay Oncesinde, 8 saatte 1 defa sekillenen LH
pulslar giderek artar ve ilk ovulasyondan hemen once saatte 1 kez salinir. LH ve
FSH, salinim1 erginlik olaylarinin baglamasini saglamakla beraber, erginlik dncesi
olaylar, hipotalamus-hipofiz ve ovaryum ekseninde gelisen olaylarla kontrol
edilmektedir (41).

Inek ve koyunlar, erginlik &ncesi ddéneme, ovaryumlarinda dogumla
birlikte mevcut olan inaktif follikiiller ile girerler. Bu follikiiller diivelerde
yaklagik 150.000, koyunlarda ise 300.000 adettir. Bununla beraber, aktif {ireme
yasamlar1 boyunca bu follikiillerden sadece 100 veya daha azi olgunlasip ovule
olabilmektedir. Inek veya koyunlar pubertaya yaklastiklarinda bu follikiillerden
300—400 tanesi biiyiimeye baslar. Bu donemde FSH nin 3—4 giin siiren salinimlar1
sonunda follikiiler dalga hareketi baslamakta ve her FSH salimimiyla birlikte,
biiyiimekte olan premordial follikiillerden sadece 3—10 tanesi biiyiimeye devam
etmektedir. Bu follikiillerden de genellikle bir tanesi biiyiimeye devam ederek,
digerleri lizerine baski yapip, regresyonlarini1 saglamaktadir. Dominant follikiiliin,
bu asamada yiiksek LH salinimina gereksinimi vardir. Eger yeterli LH destegi

yoksa, yeni bir FSH salinimi olmakta ve follikiiler dalga hareketi aynm sekilde
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devam etmektedir. Dolayisiyla bu donemde erginlige erisim i¢in en Onemli
hormon LH’dir. Eger LH nin salinim siklig1 artarsa, olusan dominant follikiil
biliylimeye devam edecektir. Artan LH miktari, ayn1 zamanda dominant follikiiliin
daha fazla Ostrojen salgilamasina yol agacak ve boylece Ostrojen pozitif geri
etkiyle LH nin salinimini arttiracak, hem de ovulasyon oOncesi LH miktarini
tetikleyecektir. Ovulasyon Oncesi LH salinimi sayesinde de dominant follikiil
patlayacak ve ovulasyon saglanacaktir. Ovulasyonun olusmasiyla da Ostrus

sikluslar1 baglayacaktir (79,128).
3.2.3.2. Ostriis Siklusunda LH Salininm

Ilk ostriisiin  sekillenmesi ile birlikte erginlige erisen hayvanlarda
ovulasyon belirli zaman araliklartyla devam eder. Ovulasyonla birlikte, graaf
follikiilden ovumun atildig1 yerde olusan bosluk kanla dolar ve yine LH, yirtilan
follikiiliin teka interna ve granuloza hiicrelerini lutein hiicrelerine doniistiirtir.
Luteal hiicrelerin artmasi ile korpus luteum sekillenir ve LH korpus luteumdaki bu
hiicrelerden progesteron salgilatir. Progesteronun negatif geri etkisiyle, LH salgisi
azalir. Bu arada, FSH salgilanmaya devam etmekte ve follikiiler dalga hareketleri
olusmaktadir. Fakat azalan LH miktar1 sebebiyle, dominant follikiil yeterli
biiytlikliige ulasip patlayamamaktadir.

Eger gebelik sekillenmemisse, ineklerde ortalama 10—14 giinliik bir donem
sonunda, endometriyumdan saliman PGF,o’nin etkisiyle, korpus Iuteum
regresyona  ugrayacaktir.  Progesteron  konsantrasyonunun  azalmasiyla,
progesteronun negatif geri etkisi de ortadan kalkar. Boylece, LH salinim1 artmaya
baslar ve geligmekte olan dominant follikiiliin daha fazla Ostrojen salgilamasina

yol agar. Artan Ostrojen salimimi, LH salinimii attirir. Bu dongii igerisinde
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Ostrojen tiretimi daha da artar ve follikiil biiyiimeye devam eder. LH salinimi
artmaya devam eder ve ovulasyon dncesi LH salinimi tetiklenir. Boylelikle, dstrus

siklusu yeniden baslar (25,39).
3.2.3.3. Gebelikte LH salinim

Sayet gebelik sekillenmisse, embriyo luteotropik sinyaller liretir (64) ve
korpus luteum daimi bir hal alir. Luteinlestirici hormon, gebelik siiresi boyunca,
gebeligin  devam etmesini saglamak amaciyla, korpus luteumdaki luteal
hiicrelerden progesteron ve bir miktar da Ostrojen salinimina sebep olur (25,129).
Salgilanan progesteron ve Ostrojen, gebelik siiresi boyunca GnRH’u, dolayisiyla
da LH’u baskilayarak, yeni bir siklusun baglamasini engellerler. Bununla birlikte,
bu donemde LH diisiik seviyede seyrederken, FSH’ nin saliniminda ¢ok biiyiik bir

degisikligin bulunmadig1 gézlenmistir (129).
3.2.3.4. Dogum Sonrasi Donemde LH Salinim

Dogumla birlikte uterus ile yavru zarlar arasindaki baglarin kopmasi
sonucu, dolagimdaki progesteron ve Ostradiol miktarlarinda ani bir diisiis meydana
gelir. Bu ani diisiis, 0strojen ve progesteronun GnRH {izerindeki baskisini kaldirir.
Dogumla birlikte Ostrojen ve progesterondaki diislise bagli olarak, GnRH ve
LH’nin salinimi1 yavas yavas artmaya baslar. FSH’nin salimimi ise gebelik
boyunca ve dogum sonrasi donemde de follikiillerin dalgalar halinde olusmasini
saglayabilmektedir (111). Fakat, dogumdan hemen sonraki donemlerde LH
miktar1 yeterli diizeyde olmadig1 i¢in dominant follikiil biiyiiyememektedir. ileriki
donemlerde yetersiz beslenme ve emzirmeye bagli stresin giderek azalmasiyla,

LH salinnminda artis ve bunun sonucunda da dominant follikiiliin Ostrojen
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salgilama kapasitesi artmaktadir. Boylece LH salinimi daha da artmaktadir.
Ostrojen saliniminm artmasi, en sonunda ovulasyon o6ncesi LH salinimini
tetiklemekte ve ilk ovulasyon olugsmaktadir (38).

Ic dengenin korunmasinda rolii olan Ostrojen, progesteron, kortizol,
melatonin, leptin, insiilin gibi ¢esitli hormonlar ve ¢esitli beyin norotransmitterleri
veya bu dengeyi korumak iizere olusan Non Esterifiye Yag Asitleri (NEYA), Beta
Hidroksi Butirik Asit (B-HBA), glukoz gibi c¢esitli metabolitler de LH salinimini
etkilemektedirler. Hormonlarin, metabolitlerin ve feromonlarin LH salinimi

tizerine etkilerinin belirgin oldugu bildirilmektedir (8,19,40,53,55,57,100,103).
3.2.3.5. LH Salinimini Etkileyen Hormonlar
3.2.3.5.1. Ostrojen

Ostrojenin LH salimu iizerine etkisi karmasik olup pozitif veya negatif
geri etki mekanizmalari ile agiklanabilmektedir (8,57). Ostrojenin etkisi ayni
zamanda hem hipotalamus hem de hipofiz {lizerinedir. Negatif etkisi
hipotalamustaki tonik merkez {izerine, pozitif etkisi ise preovulatér merkez
tizerinedir (39). Erginlik oncesi donemin veya dogum sonrast andstrusun
baslangicinda, kanda bulunan az miktardaki Ostrojen, hipotalamus veya
gonadotrop hiicreler {izerine etkiyerek, LH salimiminin baskilanmasina yol
acmaktadir (57,85).

Ovariektomize edilen ineklerde, dolasimdaki LH miktarinda ve
frekansinda artis gozlenmektedir (8,37,57). Bununla birlikte, kanda Ostrojen
seviyesinin artmasi ise LH salgisinda artigla birlikte, preovulatéor LH saliniminin
olugmasina yol agmaktadir (53). Bu durum, hayvanlarda genellikle ovulasyondan

onceki donemde gozlenmekte ve bu donemde LH salgis1 frekansi da artmaktadir.
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Ostrojen miktarindaki artis, LH salgis1 frekansinda artisa yol agtig1 igin dstrojene

“frekans modiilatorii” de denilmektedir (37).
3.2.3.5.2. Progesteron

Progesteron, LH salinimi tizerine negatif etki gostermekte ve boylece hem
salg1 frekansin1 azaltmakta hem de preovulator LH salinimini engellemektedir
(negatif feed-back) (37,39). Progesteronun bu etkiyi, hem hipotalamus hem de
hipofiz diizeyinde gosterdigi bildirilmistir (26). Bu etkiden faydalanarak,
progesteron emdirilmis intravaginal siingerler, Ostriis senkronizasyonu amaciyla

kullanilmaktadir (37).
3.2.3.5.3. Kortizol

Organizmada uzun siireli stres durumlarinda kortizol salgilanmakta ve bu
da LH salinimimni olumsuz yonde etkilemektedir (107). Schrick ve ark. (100)
yiiksek diizeyde beslenen ineklerde, kortizol seviyesinin hafif bir sekilde diisiik
oldugunu, fakat LH salinim frekansinda ve miktarinda herhangi bir degisiklik
gozlenmedigini bildirmislerdir. Dolayisiyla diisilk diizeyde beslemeye bagl
stresin, siklus gostermekte olan ineklerde, LH saliniminda bir diisiise yol agmadig1
belirlenmistir. Bununla beraber, viicutta asir1 strese yol agan durumlarin (yolculuk
vs.) koyunlarda LH salinim frekansini ve miktarin1 diisiirdiigii ve preovulator LH

salimimini geciktirdigi bildirilmistir (107).
3.2.3.5.4. Melatonin

Melatonin, epifiz bezi tarafindan salgilanmakta ve hipofizden hormon
salinimini  etkilemektedir (18). Uretilen melatonin, hipotalamustan GnRH

salinimina ve dolayisi ile LH salinimina etki ederek, tireme mevsiminin baglamasi
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veya bitimine sebep olur (55,62,129). Ineklerde iireme iizerine, mevsimin
etkisinin gozlenebilecegine dair bulgular elde edilmistir (78) ve bunun da
melatonin araciligiyla gergeklestigi savunulmustur (26). Ayrica melatonin
enjeksiyonunun, ineklerde dogum sonrasi ovulasyonun daha erken olugmasini
sagladig bildirilmistir (102).

3.2.3.6. Feromonlarin LH Salinnmina Etkisi

Basta koyunculuk olmak iizere feromonal etkilesimler, {iremenin
denetlenmesi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (69,88). Kog¢-koyun etkilesimi
ya da “kog etkisi” denilen bir metot ile koyunlarin ve koglarin lireme aktivitesi
artirtlmaktadir. Bu amagla, lireme mevsiminin baslangicinda koglar koyun
stiriistinden ayr1 bir yerde 4-5 hafta siiresince tutulurlar. Bu siire sonunda tekrar
stiriiye katildiklarinda, andstrus koyunlarda ovulasyonun olustugu, Ostrus siklusu
gosteren koyunlarda ise Ostruslarin senkronize oldugu belirlenmistir. Bdylece hem
ovulator LH salinimi, hem de LH miktarin1 etkileyebilecekleri bildirilmistir
(21,22).

Sigirlarda da ortamda boganin bulunmasinin iireme aktivitesini arttirdigi
bildirilmekle beraber, bu etkiler koyunlardaki kadar kuvvetli olmayip, her zaman

gozlenememektedir ve herhangi bir feromon izole edilememistir (104,127).

3.2.3.7. Beslenme, Viicut Kondisyon Skoru, Metabolitler ve Metabolik

Hormonlarm LH Salinnmina Etkisi

Gebelik oranmni etkileyen en 6nemli faktor, buzagilama anindaki viicutta
bulunan enerji depolaridir. Buzagilama anindaki viicut kondisyon skoru (VKS),
hayvanin enerji dengesi ile ilgili fonksiyonel bir gostergedir (47,119). inekler

buzagilama aninda 5 veya daha yiiksek degerde bir VKS’na sahip oldugunda,
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buzagilama-ilk Gstrus ve buzagilama-ovulasyon araligi, 5’ten daha diisiikk bir
VKS’na sahip olanlardan % 15-35 oraninda daha kisadir (59,63,89). Bishop ve
ark. (9), ineklerde LH puls siklig1 ile VKS arasinda pozitif bir iligki oldugunu

belirtmektedirler.

Ineklerde viicuda enerji girisi ve viicut enerji depolar1, kandaki metabolik
hormonlar1 ve enerji substratlarin1 etkiler. Substratlardaki ve metabolik
hormonlardaki kronik ve akut degisimler, hayvanin metabolik durumu hakkinda,
hipotalamus-hipofiz-ovaryum eksenine sinyal gonderir (123). Yetersiz
beslenmeye bagli olarak uyarilan anovulasyonda, LH saliniminda azalma
goriilmistiir (122). Beslenmesi 93 giin boyunca sinirlanan ve agirlik kaybeden
diivelerin, kontrol grubuna gore, ortalama LH konsantrasyonu ve LH puls sayis1
lizerine negatif etki gosteren Ostradiole karsi daha hassas oldugu bildirilmektedir
(48). Viicut enerji depolarinin artmasi, LH nin pulsatil salinimint arttirir (9).
Buzagilama sonrasi siit tiretimiyle birlikte, hayvanlarda gida gereksinimi hizli bir
sekilde artar ve bu artis, negatif enerji dengesi ile sonuglanir. Negatif enerji
dengesi, LH puls frekansinin azalmasina yol agarak, kan glukoz, insiilin ve insiilin
benzeri biliylime faktorii I (IGF-I) seviyesini azaltarak, ilk ovulasyonu geciktirir
(17). Tim bunlar da dominant follikiilden Ostrojen iiretimini sinirlar. Negatif
enerji dengesi ayrica serum progesteron seviyesini ve fertiliteyi de azaltir (15,16).
Serum LH miktar1 ve LH puls frekansi, hayvanlarin enerji bakimindan yetersiz
beslenmesi sonucu azalir, bu azalma da erginlige girisi geciktirir, normal Ostrus

aktivitesini bozar ve dogum-ilk Ostriis araligini uzatir (28, 76, 90).

Glukoz, ineklerin lireme aktivitelerinin normal sinirlarda sekillenmesi igin

gerekli olan en Onemli substrattir. Merkezi sinir sisteminin kullandigi ana
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metabolik yakit glukozdur ve kullanilabilir glukozun yetersizligi, GnRH’ nin
hipotalamustan salgilanmasini azaltir (56,123). Gonadotropin salgilatict hormon
salgilanmasinin azalmasi1 da LH salgilanmasinda azalmaya sebep olacaktir
(45,105). Uremenin beslenme araciligiyla kontroliindeki glukozun rolii, izin

vermekten ziyade, sebep olmasiyla ilgilidir (56,99).

Insiilin, ineklerde follikiiler dinamik iizerinde beslenme durumunun
etkilerini ayarlayan 6nemli bir maddedir (121,123). Insiilin, glukozla birlikte
verildiginde, hipotalamustan GnRH salgilanmasin1 uyarir (7). Bununla birlikte
insiilinin, glukoz olmaksizin beyin ventrikiilii igine yapilan (46) enjeksiyonu, LH
salgilanmasini  degistirmemistir. Insiilin, ovaryum diizeyinde de hiicre
proliferasyonu ve steroidogenezisi uyarmaktadir (122). Insiilin ayrica
karacigerden IGF-I iiretimini de kolaylastirir (56,121). IGF-I de hipotalamus-
hipofiz-ovaryum eksenine pozitif bir sinyal gonderir (45) (Sekil 2). Ovaryum kisti

sekillenmesine, diisiik insiilin seviyesinin eslik ettigi bildirilmektedir (118).

Beyin, hipofiz bezi (61) ve ovaryum dokusu (81) iizerinde, insiilin
reseptorleri bulunmaktadir. Glukoz yeterli oldugunda, insiilin in vitro ortamda
hipotalamustan GnRH salinimin1 uyarir (7) ve beslenmesi kisitlanan koyunlara,
insiilinin, serebroventrikiiler infiizyonu, LH salmimim uyarmistir (27). Insiilin
ayrica, inek ovaryum hiicrelerinde steroid {iretimini de uyarir (109). Etci
ineklerde, erken siitten kesmeden sonra, Phlorizin ile uyarilan hipogliseminin LH
ve insiilin salintmini engelledigi gorilmiistiir (97). Yapilan ¢aligmalarda, insiilin
enjeksiyonlarinin sigirlarda ovulasyonu uyardigi bildirmis ve bu sebeple de LH

salimimini etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir (40,105).
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Delavaud ve ark. (29) ve Leon ve ark. (60) dolasimdaki leptin artisina,
beslenme diizeyindeki artigin eslik ettigini bildirmektedirler. Yag dokudan,
metabolik iglemlere cevap olarak ortaya ¢ikan leptinin, ayni zamanda beyin veya
ovaryum diizeyinde, iireme ekseninde (108) ve gida ile alinan enerjinin akut veya
kronik yetersizliginde gonadotropin salgilanmasini diizenleyen (67) metabolik bir
sinyal olarak da rolii olabilecegi ileri siiriilmektedir. Zebu x Brown Swiss melezi
diivelerde plazma leptin miktarlar1 ile VKS arasinda pozitif bir iligki oldugu
bildirilmektedir (60). Leptinin LH salinimini etkilemesi 6n hipofiz lobu

seviyesinde olmaktadir (124).

Siit¢ti ineklerin plazmasindaki leptin miktari, negatif enerji dengesine bagh
olarak diiser (11). Buzagi ve ineklerde plazma leptin konsantrasyonu ve viicut
yag1 arasinda pozitif iliski oldugu bildirilmektedir (33). Koyunlarda beyin
icerisine leptin enjeksiyonuyla, gida alimmin azaldigi ve LH puls frekansinda
azalma oldugu gozlenmistir (10,73). Kirk sekiz saat boyunca beslenmeyen inek
(114) ve diivelerde yag dokudaki leptin mesajc1 riboniikleik asit (mRNA) miktar1
ve plazmadaki leptin miktar1 azalmis (5) ama LH puls amplitiidii veya miktar
etkilenmemistir. Leptinin, inek ovaryumu iizerine dogrudan inhibitor etkisi oldugu

belirtilmektedir (110).

Ruminantlarda yetersiz beslenme siiresince yag dokusu metabolize edilir
ve non esterifiye yag asitleri (NEYA) aciga cikar. Salgilanan NEYA, negatif
enerji dengesi siiresince enerji kaynagi olarak kullanilir. Non esterifiye yag
asitlerinin, LH’nin pulsatil olarak salgilanmasini inhibe ettigi bildirilmektedir
(99). Yetersiz beslenmeye bagl olarak ovulasyonu engellenen diivelerde, NEY A

konsantrasyonlart anéstriis boyunca en {ist seviyededir. Beslemeye baslamayla
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hizli bir sekilde diiser ve ovulasyonun baslamasindan Once yavas yavas artar
(12,13). Enerji yetersizligine bagli olarak, viicut yaglarimin ve proteinlerinin
mobilizasyonu sonucu olusan NEYA, B-HBA gibi maddeler, LH saliniminin
yetersizligi ile ilgili durumlarin (anovulasyon) ortaya ¢ikmasiyla karakterizedir.
Buzagilama sonras1 ilk 3 ay igerisinde endokrin fonksiyon ve metabolik
sinyellerdeki degisikliklerin, ilk dogum sonrasi Ostriiste, ovaryum aktivitesi ve
fertiliteyi etkileyebilecegi de bildirilmektedir (20). Plazma metabolitlerindeki
degismelerle birlikte, ortalama LH miktar1 ve amplitiidiinde azalmalar da

sekillenmektedir (14, 32,99).

Yeterli Beslenime

Hipotalamus

(+) GnRH
Leptin, Insiilin, Puls Frekanst
IFG-I, Gilukoz
miktart ’
Hipofiz
(+) LH
Karaciger

OVIHIQSY 01 Sp— Ovaryum

Sekil 2: ineklerde dogum sonras1 dénemde iiremeyle ilgili islemlerin kontrolii.
( Wetteman ve ark.dan degistirilerek alinmistir.)

BH: Biiyiime hormonu, E2: Ostradiol
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3. 3. Klitoral Uyarimin Fertilite Uzerine Etkileri

Reprodiiktif sistem ile hipotalamus-hipofiz arasinda sinir yollari
uzanmaktadir. Biyostimulasyon olarak adlandirilan erkek etkisinin, bir¢ok hayvan
tiiriinde, Ostriis ve ovulasyonu uyardigi, ineklerde daha az 6nemli olmakla birlikte,
farklt uyarimlarin LH piki, Ostriis ve ovulasyon zamanini etkileyebildigi ifade
edilmektedir (39). Ciftlik hayvanlarinda Ostriis olusum siirecinin, sadece i¢
faktorlere bagli olmadigi; koku, gorme, ses ve temas gibi dis uyarimlarin da
onemli oldugu belirtilmektedir. Boganin asim dncesi ve asim esnasinda disinin
perineal bolgesini koklamasi ve temasi sonucu meydana gelen genital uyarimlarin,
Ostriisii uyardigr ve normal sperm nakli i¢in genital kanali hazirladig ileri
stiriilmektedir (52).

Rodriguez ve Rivera (94), ineklerde ciftlesmenin biyostimulator etkisi
oldugunu ve Ostriisii arayici bogalarla tespit edilen ineklerde, kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranda gebelik elde edildigini belirtmektedir. Zalesky ve ark.
(132) ise bogayla ciftlesen ineklerin LH degerleri ile ¢iftlesmeyen ineklerin LH
degerleri arasinda bir fark olmadigi ve ciftlesmenin ovulasyona sebep olan
hormonal olaylar1 etkilemedigini bildirmektedir.

Ineklerde klitoral uyarim amaciyla, klitorise parmakla masaj ydntemi
kullanilmaktadir. Yurdumuzda, klitorise masaj yapilmasina ilaveten, klitorisin
daglanmasi (=koterize edilmesi), kesici bir aracla {izerinin ¢izilmesi veya
tamamen ¢ikarilmasi gibi yontemlere bagvurulmaktadir. Bu islemler, daha ziyade
tohumlamalardan sonra, gebelik oranmi artirmak amaciyla yapilmaktadir.

Klitorise masaj yapilmasinin gebelik orani {izerine etkileri ve mekanizmalari
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konusunda c¢ok sayida calisma yapilmis ve degisik sonuglar bildirilmistir
(6,65,66,77,87,101).

Hays ve Van Demark (43,44) suni tohumlama ile birlikte yapilan genital
organlarin el ile uyarimlart ve oksitosin enjeksiyonlarinin ineklerde uterus
aktivitesinde ve meme i¢i basingta artisa yol agtigin1 bildirmektedirler.

Bazi1 arastiricilar ineklerde (53,65,66,87,104,106,112,116), diivelerde
(6,24,101) ve mandalarda (77), tohumlamalardan sonra yapilan klitoris masajinin
gebelik oranini artirdigini  bildirmektedirler. Bir kisim arastiricilar, klitorise
yapilan masajin uterusta kasilmaya yol actigini ve bu kasilmanin sinirsel yolla
(23,24) veya oksitosin hormonu araciligtyla (75) olabilecegini belirtmektedirler.
Yapilan bazi ¢alismalarda ise klitoral masajin ovulator LH pikini ve dolayisiyla da
ovulasyonu (6,39,77,86,87,106) veya follikiil gelisimini (6) hizlandirdig ifade
edilmektedir. Pointer (80), ise yaptigi c¢alismada, klitoris masajinin, serviks
lumeninde genislemeye sebep oldugunu ve bu genislemenin de spermlerin
gecisini kolaylastirdigini belirtmektedir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda ise klitoral masajin ineklerde (52,57,72,96,101)
ve diivelerde (53,65,66,87,93,104) gebelik oranini etkilemedigi bildirilmektedir.
Rodriguez ve ark. (95) ineklerde yaptiklari ¢alismada, klitorise masaj yapilan
grupta gebelik oraninin daha diisiik oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada
da (23) klitoris masajinin LH salinimini olumsuz etkiledigi, baska bir ¢alismada
ise (58) LH salinimini etkilemedigi bildirilmektedir.

D6l tutmayan diivelerde yapilan ¢alismalarda (3,50,51) Kklitoris
koterizasyonu  ve  klitoridektominin  gebe kalma oranlarim1  artirdigi

belirtilmektedir. Yapilan uygulamalarin etki mekanizmasinin ise progesteron
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profillerini diizeltmek suretiyle, bu organlarin fizyolojik fonksiyonunu yapmasini
saglayabilecegi ifade edilmektedir (50).

Gerek diinyada gerekse de iilkemizde sigirlarda dol veriminin
yiikseltilmesine yonelik ¢ok sayida galigma yapilmis ve yapilmaya da devam
etmektedir. DOl tutmayan inek ve diivelerde, iilkemizin birgok yoresindeki
yetistiriciler, tohumlamay1 takiben klitorisi daglamakta ve bunun neticesinde bazi
hayvanlarin gebe kaldigin1 ileri siirmektedirler. Bu konuyla ilgili yapilan
calismalarin sinirli ve mekanizmasinin tam olarak agikliga kavusturulamamis
olmasi, Veteriner Hekimlerin, bu konuyla ilgili olarak sorulan sorulara, yeterli ve
bilimsel bir agiklama getirmekte zorlanmalarina yol agmaktadir.

Yukaridaki literatiirlerin 1s181nda, ineklerde ¢iftlesme uyarimi ve klitoral
masajim, ovulasyon zamanini, oksitosin ve LH’nin hipofizden salinmasini
etkileyebildigi anlagilmaktadir. Bu faktorlerin de dogrudan veya dolayli olarak
fertiliteyi etkileyebilecegi bildirilmektedir (87).

Bu ¢alismada, Ostriis baslangicinda yapilan klitoris koterizasyonunun, kan
serumu LH seviyelerine etkisini aragtirmak amaglandi. Klitoris koterizasyonunun,
bu parametreyle ilgisinin olup olmadiginin agiklamasi, bu konunun endokrin

mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasina katki saglayacaktir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1.Gerec
4.1.1 Hayvan Materyali

Bu ¢alismanin materyalini en az bir kere dogum yapmis, yaslar1 2,5-6
arasinda degisen, 3’li Holstayn, 4’ii Montofon ve 3’i Simmental olmak iizere
toplam 10 hayvan olusturdu. Hayvanlar Firat Universitesi Arastirma ve
Uygulama Ciftliginden temin edildi. Arastirmanin materyalini dogum sonras1 60.-
80. giinde bulunan ve herhangi bir hastaligi bulunmayan, sikluslar1 normal
seyreden, daha Once tabii veya suni tohumlama yapilmayan hayvanlar olusturdu.
Ineklere giinde iki kez; kuru yonca, kesif yem, musir silaji ve samandan olusan
rasyon uygulandi. Su ise ad libitum olarak verildi. Ag¢ik beside yetistirilen

hayvanlar giinde 2 kez sagildu.
4.2. Yontem
4.2.1. Ostriislarin Senkronizasyonu ve Kan Numunelerinin Toplanmasi

Hayvanlara 11 giin arayla 2 defa 500 ug Cloprostenol (Estrumate, Sanofi
Dogu Ila¢ A.S. Istanbul) uygulanarak, striisleri senkronize edildi. Hayvanlarin
kizgmliklari, klinik gézlem, rektal palpasyon ve transrektal ultrasonografi (Sekil
6 ve 7) ile siklusun 18. giiniinden itibaren 4 saat araliklarla yapilan muayenelerle
takip edildi (125). Prostaglandin F, alfa enjeksiyonundan sonra sekillenen ilk
Ostriista (uyarilmis Ostriis) kan numunesi alimmayip, miiteakip donemde
sekillenen ilk tabii Ostriista kan 6rnekleri alinmaya baslandi. Sekillenen ilk tabii
siklus, kontrol siklusunu olusturdu. Kontrol siklusunda, Ostriis gosteren

hayvanlardan, kizginligin baslangicindan itibaren, 2 saat araliklarla ve 24 saat
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boyunca, vena jugularisten (vakumlu tiiplere) 5 ml kan numunesi alind1 (98). Bu
ornekler 3000 rpm’de 15 dk santriflij edilerek serumlart ¢ikarildi. Elde edilen
serumlar, hormon tayinleri yapilincaya kadar, -20°C’de derin dondurucuda
saklandi.

Calismada uygulama grubu olarak, aym1 hayvanlarin, PGF,a
enjeksiyonundan sonraki, kendiliginden sekillenen, ikinci Ostriis siklusu
kullanilmigtir. Uygulama siklusunda, ilk kizginlik belirtisinin goriildiigli anda,
hayvanlarin klitorisleri, epidural anestezi altinda, elektrokoter ile koterize edildi
(50). Koterizasyondan itibaren baglanarak, 2 saat araliklarla, 24 saat boyunca kan
numuneleri toplandi (Sekil 3). Koterizasyon sonrasi, koterize edilen bolgenin
enfekte olmasini 6nlemek amaciyla, bolgeye antibiyotikli yara tozlari ve spreyler
uygulandi.

Kontrol ve uygulama sikluslar1 boyunca, siklusun ilk giiniinden baslanarak,
seksiiel siklusun saglikli takip edilmesi amactyla, progesteron Ol¢iimii i¢in, 2 giin

arayla, vena jugularisten vakumlu tiiplere 10 ml kan numunesi alindi.
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4.2.2. Hormon Olciimleri

Alinan kan serumlarinda LH ve progesteron hormonu tayini, Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Progesteron
Olgiimleri EIA ile ticari progesteron kiti (DRG Progesterone Enzyme
Immunoassay Kit, EIA-1561, DRG Instruments GmbH, Germany Division of
DRG International, Inc Frauenbergstr. 18, D-35039 Marburg) kullanilarak
Prakash ve ark.‘nin (82) tarif ettigi sekilde; LH olglimleri Mutayoba ve ark.’nin.

(74) belirttigi yontemlere gore yapildi.

4.2.2.1. LH Ol¢iimii

4.2.2.1.1. Analizde Kullanilan Tampon Cozeltiler

4.2.2.1.1.1. Karbonat Tampon (pH= 9.6)
Na,C0;.10H,0 (Merck, 106391) 429 ¢
NaHCO; (Merck, 106329) 293¢
Thimerosal (Sigma, T-5125) 020¢g
Distile su 1000 ml

4.2.2.1.1.2. Fosfat Tampon (Phosphat Buffer Saline=PBS), (pH=7.2)
NaH,P04.H,0O (Merck, 106346) 1.265 ¢
Na,HPO4.12H,0 (Merck, 106579) 12.10 g
NaCl (Merck, 106400) 85¢g
Thimerosal (sigma, T-5125) 20g
Distile su 1000 ml
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4.2.2.1.1.3. Deney Tamponu (pH= 7.5, LH analizleri i¢in)

Na,HPO4 (Merck, 106586) 50 mmol
KH,PO4 (Merck, 104871) 50 mmol
NaCl (Merck, 106400) 0.02 mol

Ethylendiaminetetra acetic acid

(EDTA, Merck, 108421) 4.8 mmol
BSA (Sigma, A-7888) % 0.05
Distile su 1000 ml

4.2.2.1.1.4. Substrat A Cozeltisi (pH=5.0)

Urea Hydrogen Peroxide (Sigma, U-1753) 1.0g
Na,HPO4.2H,0 (Merck, 106580) 180¢g
Sitrik Asit (Merck, 100244) 103 g
Kathon 100 pl
Distile su 1000 ml

4.2.2.1.1.5. Substrat B Cozeltisi (pH= 2.4)

3,3’.,5,5” Tetramethylbenzidine (TMB), (Sigma, T-2885) 0.5 g

Sitrik Asit (Merck, 100244) 133 ¢
Dimethyl sulfoxide (DMSO), (Merck, 116743) 40 ml
Distile su 960 ml

4.2.2.1.1.6. Yikama Soliisyonu

Tween-80 soliisyonu (Merck, 822187) % 0.05
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4.2.2.1.1.7. Reaksiyon Durdurma Soliisyonu

H,S0g4 ¢ozeltisi (Merck, 100713) 4N
Tim Olglimlerde 96 kuyucuklu immun plaklar kullanildi (Nunc-

Immunoplate, Cat. N0.439454, Brand Products, Denmark).

4.2.2.1.2. Test Standartlarinin Hazirlanmasi

Serum LH seviyelerini saptamak i¢in kullanilan standart serisi; 0, 0.39,
0.8, 1.6, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 ng/ml olacak sekilde hazirlandi. Test
standartlarinin hazirlanmasinda kullanilan oLH (Koyun luteinlestirici hormonu,
NIDDK-oLH-1-4 (AFP-8614B)), NIDDK’dan (National Hormone and Pituitary
Program, National Institute of Diabetes and Digestive and Kindey Diseases

United States of America) saglandi.

4.2.2.1.3. Antiserum Diliisyonunun Hazirlanmasi

Testte kullanilan oLH antiserumu (NIDDK-anti-oLH-1) NIDDK’dan
saglandi.

Testte oLH antiserumunun (NIDDK-anti-oLH-1 (AFP-192279)) Biotinyl-
oLH konjugat1 ile % 60 baglanma veren 1:3.200.000’luk diliisyonu kullanild1 ve
bu diliisyondan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde plaklara pipetlendi. Testte

kullanilan antiseruma ait capraz reaksiyonlar Tablo .1°de verilmistir.
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Hormon Capraz reaksiyon (%)

oLH (NIDDK-1-2) 100
bLH (AFP11743B) 106
oFSH (NIDDK-RP-1) 5
oGH (NIDDK-1-4) 0.5
bTSH (NIDDK-1-1) 0.1
oPRL (NIDDK-1-2) 0.005
Cosyntropin 0.001
Arg-8 Vasopressin <0.001

Tablo 1: NIDDK’dan elde edilen NIDDK-anti-oLH-1 antiserumunun bazi
hormonlar ile verdigi ¢apraz reaksiyon degerleri.

4.2.2.1.4. Enzim Diliisyonunun Hazirlanmasi

Testte enzim konjugati olarak Streptavidin Peroksidaz kullanildi
(Streptavidin-Peroxidase labeled, Sigma, Germany). Streptavidin-Peroksidaz

konjugat1 20 ng/100 pul deney tamponu/kuyucuk olacak sekilde pipetlendi.
4.2.2.1.5. Biotin LH Diliisyonunun Hazirlanmasi

Koyun luteinlestirici hormonunun isaretlenmesinde D-Biotinyl-¢-
aminocaproic acid N-hydroxy-succimide ester (Biotin-X-NHS, Sigma, Germany)
kullanildi.

Isaretleme islemine 137 pg oLH’nin 150 ul PBS (pH=7.5) icerisinde
coziilmesi ile baslandi. Daha sonra 45.5 pg Biotin 10 pl N,N-Dimethylformamide
igerisinde c¢oziilerek oLH ile birlikte bir vial igerisinde manyetik karistirict
tizerinde 4 saat boyunca oda 1sisinda karistirildi. Bu siire sonunda reaksiyonu
durdurmak amaciyla viale 100 pl Glisin soliisyonu (10 mg Glisin/10 ml PBS)
eklenerek 4 saat daha karismasi saglandi. Ikinci 4 saat sonunda viale Bovine
Serum Albumin (BSA) soliisyonundan (10 mg BSA/10 ml PBS) 1 ml ilave edildi

ve karisim dializ torbasina konuldu. Karisim 1 gece boyunca PBS soliisyonu
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igerisinde ve soliisyon 3 kez degistirilerek 4 °C’de diyaliz edildi. Diyalize edilen
Biotin-oLH konjugati 1.5 ml’lik ependorf numune saklama kaplarina ayrilarak -20

°C’de muhafaza edildi.
4.2.2.1.6. Ol¢iimlerin Yapilisi

Numuneler derin dondurucudan aliip + 5 °C’de buzdolabinda ¢6zdiiriildii.
Numuneler ¢ozdiiriiliip vortekslendikten sonra, plak, standartlar ve numuneler oda
1sisinda Olglim i¢in hazirlandi. Daha sonra standartlar ve test i¢in hazirlanmis
numuneler 20 ul/kuyucuk olacak sekilde plaga pipetlendi. Pipetleme isleminden
sonra tiim kuyucuklara 100 ul antiserum ilave edildi ve plak en az 18 saat olacak
sekilde buzdolabinda, 4 °C'de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra plak
icerigi dokiilerek, kuyucuklara 100 pl Biotin-oLH konjugati (2ul Biotin-oLH
konjugati/10 ml deney tamponu) pipetlendi ve plak tekrar 4 °C'de 2 saat
inkiibasyona birakildi. Bu 2 saatlik inkiibasyon sonunda plak icerigi tekrar
dokiildii ve tiim kuyucuklara 100 pl Streptavidin Peroksidaz pipetlenerek, 4 °C'de
15 dakika inkiibe edildi. Bu son inkiibasyondan sonra plak bosaltilarak, yikandi.
Yikanan plaga substrat A ve substrat B karisimi 150 ul/kuyucuk olacak sekilde
pipetlendi ve plak 40 dakika siireyle 22 °C 1sida etiiv igerisinde ve karanlikta
inkiibe edildi. 40 dakika sonunda plaga, reaksiyonu durdurmak amaciyla 50
ul/kuyucuk miktarinda 4N H,SO4 pipetlendi ve plakta olusan renk yogunlugu
sekiz kanalli spektrofotometre (Tecan, Spectra III, A 5082, Austria) kullanilarak
450 nm'de okundu. Elde edilen optik dansiteler, standartlarin optik dansiteleri ile

olusturulan standart egri ile kantifiye edildi (EasyWin Kinetiks programi, Tecan).
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Sekil 4: LH 6l¢iimlerine ait standart egri grafigi. (OD: optik dansite)

I. Denemede; LH, EIA testinin hassasiyeti 0.70 ng/ml olarak tespit
edilmistir. Deney i¢i varyasyon katsayilar1 4.1 ve 10.0 ng/ml i¢in sirasiyla % 8.5
ve 6.4 olarak hesaplanirken ayni konsantrasyonlar icin deneyler aras1 varyasyon
katsayilari sirasiyla % 19.4 ve 19.8 bulunmustur.

II. Denemede; Testin hassayiyeti 0.70 ng/ml idi. Deney ici varyasyon
katsayilar1 3.7 ve 7.2 ng/ml icin sirastyla % 8.9 ve 8.2 olarak hesaplanirken ayni
konsantrasyonlar i¢in deneyler aras1 varyasyon katsayilar1 sirasiyla % 17.4 ve 16.4

bulunmustur.
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4.2.2.2. Progesteron Hormonu Analizleri

Progesteron ol¢iimlerinde ticari progesteron kiti kullanildi.
Kitin igeriginde bulunan pargalar:

1. Mikrotitrasyon plagi: 12x8 strip, 96 kuyucuklu

2. Standart soliisyonu: 7 vial, 1 ml, kullanima hazir konsantrasyonlar: 0, 0.3,
2.5, 5, 15, 40 ng/ml. koruyucu olarak % 0.3 Proclin igerir.

3. Enzim konjugati: 1 vial, 25 ml, kullanima hazir progesteron konjugati,
koruyucu olarak % 0.3 Proclin igeren horseradish Peroxidase.

4. Substrat silusyonu: 1 vial, 25 ml, kullanima hazir TMB.

5. Durdurma solusyonu: 1 vial, 14 ml, kullanima hazir 0.5 M H,SOg igerir.

6. Yikama solusyonu: 1 vial, 30 ml (40 kat konsantre).

Yikama solusyonu 1170 ml deiyonize su ile sulandirilip 1200 ml’ye

tamamlandi.

Numuneler 6l¢iim 6ncesi derin dondurucudan alinip, oda 1sisinda ¢ozdiiriiliip

vorteks ile karistirildi.

Steroid Capraz reaksiyon (%)
Progesteron 100.00
17 o OH Progesteron 0.30
Estriol <0.10
Estriol 17 B <0.10
Testosteron <0.10
11-Desoxycorticosterone 1.10
DHEA-S <0.02
Cortizol <0.02
Corticosterone 0.20
Pregnenolone 0.35
Cortison <0.10
11-Desoxycortisol 0.10

Tablo 2: Progesteron 6l¢iim testinin bazi hormonlar ile verdigi
capraz reaksiyon degerleri
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4.2.2.2.1. Ol¢iim islemleri

Plaktaki her kuyucuga 25’er ul standart, kontrol ve érnek numuneleri ayri
ayr1 konuldu ve oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuga 200’er
ul enzim konjugati eklenip 10 saniye karistirildi. Karigtirildiktan sonra da 60
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Bu siire sonunda kuyucuklar bosaltildi ve her
kuyucuga 400 pl olacak sekilde sulandirilmis yikama solusyonu ile yikandi.
Yikanan plaklar, i¢lerinde kalan kalintilardan (damlaciklardan) temizlenmesi
amaciyla absorbent kurutma kagitlarina ters g¢evrilerek vuruldu. Daha sonra her
kuyucuga 200 pl substrat solusyonu eklenip oda 1sisinda 15 dk inkiibe edildi.
Enzimatik reaksiyonu durdurmak amaciyla 15 dk inkiibasyondan sonra her
kuyucuga 100 pul durdurma solusyonu eklendi. Durdurma solusyonu
eklenmesinden 10 dk sonra da plakta olusan renk yogunlugu sekiz kanalli
spektrofotometre (Tecan, Spectra III, A 5082, Austria) kullanilarak 450 nm'de
okundu ve sonuglar Tecan (Austria) tarafindan gelistirilen Easy Win Kinetics
bilgisayar programi kullanilarak standart egri yoluyla degerlendirildi. inkiibasyon

safhalarinin hepsinde plak, inkiibasyon siiresi boyunca calkalayicida ¢alkaland.
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Sekil 5: Progesteron dlgiimlerine ait standart egri grafigi
(OD:optik dansite)

4.2.3. istatistiksel Analizler

Arastirma sonucu elde edilen verilerin istatistiki karsilastirmalarr igin
SPSS (SPSS 10,0 for Windows, SPSS Inc. Chicago, Illinois) istatistik
programindan yararlanildi. Tim verilere oncelikle Shapiro Wilks Testi ile
normallik testi uygulandi. Veriler normal dagilim gostermedigi, parametrik test
varsayimlarin1 karsilamadigy i¢in Wilcoxon Isaretli Swralar Testi kullamlarak

degerler arasindaki 6nem dereceleri belirlendi (2).
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5. BULGULAR
Arastirmada kullanilan hayvanlarda, kontrol siklusunda, siklus siiresinin
ortalama 21.2 £+ 0.33 giin oldugu belirlendi. Uygulama siklusunda ise siklus
stiresinin ortalama 21.7 + 0.34 giin oldugu tespit edildi. Kontrol ve uygulama
donemi Ostriis siklusu uzunluklar karsilastirildiginda, aradaki farkin istatistiksel

olarak énemli olmadig: goriildii (P>0,05).

Sekil 6: 1 nolu hayvana ait graaf Sekil 7: 6 nolu hayvana ait graaf
follikiilii follikiilii

5.1. LH ile Tlgili Bulgular

Calismada kullanilan hayvanlara ait LH profili sekil 8-17°de ve LH
degerleri de Tablo 4-13°de gosterilmistir. Calismaya alinan hayvanlarin kontrol
siklusu Ostriis evresi ortalama LH degeri 2.18+0.30 ng/ml ve uygulama siklusu
Ostriis evresi ortalama LH degeri 2.03+0.31 ng/ml olarak tespit edilmistir (Tablo

14 ve Sekil 18).
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Calismada kullanilan hayvanlarin tliimiiniin saatlere gore kontrol ve
uygulama donemi ortalama LH degerleri tablo 15 te gosterilmis ve ortalama LH
profili sekil 19°da sematize edilmistir.

Calismaya alinan hayvanlardan 5 tanesinde (1, 3, 6, 8 ve 9 numarali
hayvanlar) hem kontrol hem de uygulama siklusunda LH piki yakalandi. Kontrol
siklusunda sadece 2 hayvanda (4 ve 5 numarali hayvanlar) ve uygulama
siklusunda da sadece 2 hayvanda (2 ve 10 numarali hayvanlar) LH piki yakalandi.
Calismaya alinan hayvanlardan 1 tanesinde de (7 numarali hayvan) hem kontrol
hem de uygulama siklusunda LH piki yakalanamadi Bu durumun ortaya
¢ikmasinin sebeplerinden birisi olarak kan alma araliklarinin uzun olmasi, diger
bir neden olarak da Ostriis belirleme yontemine bagli olarak ortaya ¢ikan durumlar
(subostriis, bireysel farkliliklar, Ostriis tespit yontemi) gosterilebilir.

Luteinlestirici hormon pik degeri kontrol grubunda 11.56+1.99 ng/ml,
uygulama grubunda ise 10.55+1.63 ng/ml; pik baslama zamani kontrol grubunda
9.6£2.56 saat, uygulama grubunda 7.2+3.14 saat; pik bitis zamani kontrol
grubunda 18+2.53 saat, uygulama grubunda 17.6+3.19 saat olarak tespit edidi. Pik
stiresi kontrol grubunda 8.4+0.75 saat, uygulama grubunda 10.4+0.4 saat ve pikin
maksimum degere ulagsma zamani kontrol grubunda 16+2.61 saat, uygulama
grubunda ise 12+0.97 saat olarak belirlendi (tablo 3 ). Yapilan uygulamanin LH
pik degerine, pikin baglama ve bitis zamanlarina, pikin maksimum degere ulasma
zamanina ve pik siiresine istatistiksel olarak énemli bir etkisi olmadig1 belirlendi

(P>0,05).
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Kontrol Uygulama P

Pik degeri (ng/ml) 11.56+1.99  10.55+1.63 -
Pik baglama zamani (saat)* 9.6+2.56 7.2+£3.14 -
Pik bitis zamani (saat)* 18+2.53 17.6£3.19 -
Maksimum degere ulasma zamani (saat)* 16+2.61 12+0.97 -
Pik siiresi (saat) 8.4+0.75 10.4+0.4 -

Tablo 3: LH pikine ait deger ve siireler (n: 5)
*: Saptanabilen ilk Ostriis belirtisi 0. saat olarak alinmustir.
- : Aym satirdaki degerler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli degil

(P>0,05).

37



Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.70 0.97
2 1.02 1.19
4. 1.54 6.10
6 0.98 12.30
8 0.70 7.01
10. 1.31 2.80
12. 3.57 0.70
14, 9.60 0.70
16. 5.03 1.07
18. 2.55 1.03
20. 1.12 1.26
22. 0.70 0.70
24, 0.70 0.70

Tablo 4: 1 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH degerleri (ng/ml).

LH ( ng/ml)

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 8: 1 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 3.97 0.99
2 4.63 0.70
4. 2.08 1.13
6 1.96 0.70
8 0.70 0.70
10. 1.47 0.70
12. 1.12 2.17
14, 0.70 5.56
16. 0.70 8.12
18. 0.70 4.18
20. 0.70 1.03
22. 0.70 0.70
24, 0.70 0.70

Tablo 5: 2 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH degerleri (ng/ml).

10

LH ( ng/ml)

Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 9: 2 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.72 1.94
2 0.70 2.82
4. 0.88 5.14
6 1.74 8.20
8. 2.95 433
10. 6.16 2.99
12. 16.02 2.76
14, 6.55 1.96
16. 2.58 2.65
18. 2.42 1.65
20. 2.61 0.73
22. 1.81 1.58
24, 1.62 1.32

Tablo 6: 3 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH degerleri (ng/ml).

e ol e
oON DM O ©
L L L L |

LH ( ng/ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ — : Uygulama donemi LH profili

Sekil 10: 3 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.70 1.59
2 1.17 0.74
4. 0.70 0.71
6 0.87 0.95
8. 0.73 0.70
10. 0.70 0.92
12. 2.00 0.74
14, 5.08 0.70
16. 8.17 0.70
18. 3.01 1.42
20. 0.90 0.78
22. 0.79 0.72
24, 0.74 0.70

Tablo 7: 4 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH degerleri (ng/ml).

LH ( ng/ml)
O L N W d» U1 O N 0O ©

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ — : Uygulama donemi LH profili

Sekil 11: 4 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 1.01 0.70
2 0.70 0.70
4. 1.91 0.86
6 7.15 0.70
8. 12.82 0.92
10. 8.38 0.70
12. 5.00 0.83
14, 1.15 0.70
16. 0.72 0.74
18. 0.70 0.87
20. 0.70 0.85
22. 0.74 0.70
24, 0.70 0.70

Tablo 8: 5 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama donemi LH degerleri (ng/ml).

LH ( ng/ml)

01 + $—t— o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 12: 5 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 2.07 1.13
2 1.23 6.00
4. 0.70 9.20
6 1.69 5.13
8. 0.73 1.99
10. 1.29 0.70
12. 3.58 0.70
14, 5.84 0.70
16. 8.24 0.76
18. 5.74 0.70
20. 1.05 0.70
22. 0.70 0.70
24, 0.70 0.70

Tablo 9: 6 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH degerleri (ng/ml).

10

LH ( ng/ml)

0 I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 13: 6 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.70 0.70
2 0.70 0.70
4. 0.70 0.70
6 1.32 0.70
8. 1.82 1.26
10. 0.70 1.20
12. 0.70 0.70
14, 0.70 0.70
16. 0.70 0.70
18. 0.70 0.77
20. 0.70 0.73
22. 0.70 0.71
24, 0.70 0.70

Tablo 10: 7 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama donemi LH degerleri (ng/ml).

Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 14: 7 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.70 0.70
2 0.70 0.70
4. 0.70 0.70
6 0.70 0.70
8. 0.73 0.70
10. 0.8 0.70
12. 0.71 0.70
14, 0.76 1.12
16. 6.04 420
18. 7.25 7.01
20. 3.00 3.85
22. 0.72 1.74
24, 0.70 0.70

Tablo 11: 8 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama donemi LH degerleri (ng/ml).

LH ( ng/ml)

Saatler

—* : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 15: 8 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama
0. 0.70 0.72
2 0.70 0.95
4. 0.74 0.86
6 0.70 0.70
8. 0.76 0.70
10. 0.84 0.90
12. 0.70 0.70
14, 1.24 1.15
16. 0.83 9.30
18. 7.35 16.02
20. 16.71 10.13
22. 6.32 3.70
24, 2.12 1.29

Tablo 12: 9 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama déonemi LH degerleri (ng/ml).

LH ( ng/ml)

e el e
O N DM O ©
L L L L |

Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ —* : Uygulama donemi LH profili

Sekil 16: 9 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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Saatler Kontrol Uygulama

0. 0.70 0.70
2 1.23 0.70
4. 2.11 0.73
6 1.60 0.70
8. 0.70 0.70
10. 0.70 0.70
12. 0.90 2.60
14, 0.70 5.15
16. 0.70 10.40
18. 0.70 432
20. 0.90 1.23
22. 0.80 1.47
24, 0.70 1.12

Tablo 13: 10 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama donemi LH degerleri (ng/ml).

12 -

LH ( ng/ml)

0O 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 24
Saatler

— : Kontrol donemi LH profili ~ — : Uygulama donemi LH profili

Sekil 17: 10 no’lu hayvana ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.

47



Kontrol Dénemi

Uygulama Donemi

Hayvan No X + SE X + SE P
1 227+0.71 2.81+0.98 -

2 1.55+0.37 2.11 £0.66 -

3 3.60£1.16 293 +£0.55 -

4 1.97 £ 0.63 0.88 +£0.08 -

5 3.21+1.09 0.77 £0.02 *

6 2.58 £0.69 2.24+0.76 -

7 0.83 +£0.09 0.79 £0.05 -

8 1.80 £0.62 1.81 £0.55 -

9 3.05+1.30 3.63+1.38 -

10 0.96 £0.12 2.35+0.79 -
Ortalama 2.18 £0.30 2.03+£0.79 -

Tablo 14: Hayvanlarin kontrol donemi ve uygulama dénemi
ortalama LH degerleri (ng/ml).
- : Ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatistiki agidan
onemli degil (P>0,05).
*. Ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatistiki agidan
onemli (P<0,05).

Ortalama LH ( ng/ml)
w

Hayvan numarasi

Sekil 18: Hayvanlarin kontrol ve uygulama donemi ortalama LH grafigi

(ng/ml).
(. : Kontrol dénemi LH degeri, |:| : Uygulama dénemi LH degeri)
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LH ( ng/ml)
N w BN

Kontrol Dénemi

Uygulama Donemi

Saatler X + SE X + SE
0. 119+ 0.34 1.01+0.14
2. 128+ 0.38 1.52 4 0.54
4. 121 +0.20 2.61+0.97
6. 1.87 4 0.60 3.08 + 131
8. 226+ 1.20 1.90 + 0.67
10. 2241086 1.23 +0.28
12. 3.43 + 1.48 1.26 + 0.28
14, 303 +1.03 1.84+0.6
16. 337+ 1.01 3.86 + 1.24
18. 3.11+0.86 3.80 £ 1.51
20. 284+ 1.56 2.13 4 0.94
22. 1.40 + 0.56 1.27+0.30
24, 0.94 4 0.16 0.86 = 0.08

Tablo 15: Saatlere gore ortalama LH degerleri (ng/ml).

»

a1

o

- : Ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatistiki agidan
onemli degil (P>0,05).

o

— : Kontrol donemi LH profili

6 8§ 10

12
Ginler

14 16

—* : Uygulama dénemi LH profili

Sekil 19: Tiim hayvanlara ait kontrol ve uygulama dénemi LH profili.
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5.2. Progesteron ile Tlgili Bulgular

Kontrol ve uygulama siklusu progesteron degerlerinin, her iki dénemde,
Ostriis evresinde 1.0 ng/ml’den daha diisiik oldugu tespit edildi. Siklusun ilerleyen
giinlerinde progesteron miktarinin artarak devam ettigi, takibeden Ostriiste tekrar
1.0 ng/ml’nin altina diistiigii gozlendi.

Ortalama progesteron seviyesinin kontrol siklusunda en yiiksek seviyeye
14. giinde (10.70 + 0.61 ng/ml), uygulama sikluslarinda ise 11. giinde (10.88 +
0.38 ng/ml) ulastig1 goriildii (Tablo 17, Sekil 21).

Calismaya alinan hayvanlarin kontrol siklusu ortalama progesteron degeri
5.284+0.28 ng/ml ve uygulama siklusu ortalama progesteron degerleri 5.20+0.26
ng/ml olarak belirdi. Bu degerler karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel
olarak dnemli olmadigi tespit edildi (Sekil 20, Tablo 16) (P> 0,05).

Uygulama ve kontrol sikluslarinda, dstrus siklusunun ayni giinlerindeki
ortalama progesteron degerleri karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel

olarak dnemli olmadig belirlendi (Tablo 17) (P> 0,05).
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Ortalama Progesteron( ng/ml)

Kontrol Uygulama
Hayvan No Siklusu Siklusu
X £+ SE X + SE
1 5.87+1.50 5.61+1.42
2 5.74 +£1.57 534+ 1.44
3 531+1.42 490 +1.39
4 543 +1.34 6.99 + 1.67
5 541 +1.59 533+ 1.41
6 392+1.13 4.07 +£1.35
7 5.99+1.54 543 +1.44
8 3.58+1.11 445+1.21
9 5.08 +1.44 447 +142
10 6.44 +1.58 541 +1.49
Ortalama 5.28 +£0.28 520+ 0.26

Tablo 16: Hayvanlarin kontrol siklusu ve uygulama siklusu

ortalama progesteron degerleri (ng/ml).

- : Ayni satirdaki degerler arasindaki fark istatistiki agidan

onemli degil (P>0,05).

3 4

5

6 7

10

Hayvan numarasi

Sekil 20: Hayvanlarin kontrol ve uygulama siklusu ortalama Progesteron
grafigi (ng/ml).
: Kontrol dénemi
Progesteron degeri

[ ] : Uygulama dénemi
Progesteron degeri
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Kontrol Uygulama
Gtinler Siklusu Siklusu

X + SE X + SE
0. 0.46 £0.05 0.42+0.05
2. 1.33+0.22 1.37+£0.26
4. 3.75+0.66 4.58 +0.66
7. 7.08 £ 1.00 8.70 = 0.64
9. 9.54+0.75 10.79+0.65
11. 10.45+0.60  10.88 +0.38
14. 10.83 £ 0.60 8.97 £0.81
16. 6.77 +0.97 4.15+0.84
18. 2.12+0.53 1.70 £0.16
* 0.42+£0.05 0.46 +0.05

Tablo 17: Giinlere gore ortalama progesteron degerleri (ng/ml).

- : Ayni1 satirdaki degerler arasindaki fark istatistiki agidan
onemli degil (P>0,05).
*: Kontrol ve uygulama siklusu son deger olup, 21-24 giin arasinda

degismektedir.

Progesteron ( ng/ml)

11 14

Ginler

— : Kontrol siklusu progesteron profili

—*— : Uygulama siklusu progesteron profili

Sekil 21: Hayvanlara ait kontrol ve uygulama siklusu ortalama progesteron profili.
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6. TARTISMA

Sigir yetistiriciliginde, istenen verime ulagmak, yilda bir yavru almaya
baghdir. Ciftlesme olgunluguna ulasmis diivelerin en kisa zamanda, dogum
yapmis ineklerin de fizyolojik smirlar icinde ve ilk tohumlamalarda gebe
kalmalarin1 saglamak istenen bir durumdur. Bu sartlar saglandiginda ekonomik
sigir yetistiriciliginden bahsedilebilir. Artan tohumlama sayisi ekonomik
problemleri de beraberinde getirir.

IIk tohumlamada gebelik oramni arttirmak igin bir takim uygulamalara
basvurulmaktadir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan hormon uygulamalarina
ilaveten klitorise masaj yapilmakta, ozellikle de Tiirkiye’de klitoris ¢ikarilmakta
veya koterize edilmektedir. Halk arasinda klitorisle ilgili olarak yapilan bu
uygulamalarin da gebelik oranini artirdiina inanilmaktadir. Kalkan (50), klitoris
koterizasyonu ve kliteridektominin dol tutmayan diivelerde, progesteron
profillerini diizenledigini ve bdylelikle de fertilite i¢in biiyiik nem tasiyan genital
kanalin ve ovaryumun faaliyetlerini diizenledigini ifade etmektedir. Robertson ve
Rahka (92), koyunlarda, ostrusun baslangicindan itibaren 2 saat iginde, bir sinir
blokdrii olan chloropromazine vererek ovulasyonun engellendigini belirlemigler
ve buradan yola ¢ikarak ovulasyon ve gonadotropinlerin salinimini igine alan
sinirsel yollarin oldugunu ifade etmektedirler.

Erkek etkisi ve farkli uyarimlarin bir¢ok hayvan tiiriinde preovulatér LH
pikini etkileyebildigi ifade edilmektedir (39,52). Randel ve ark. (86) ineklerde,
preovulatér LH pikinin, serviks masaji1 yapilan grupta, yapilmayan gruba gore 4.5
saat daha erken sekillendigini tespit etmigler ve bu hizlanmaya bakarak serviks ile

hipofiz arasinda, preovulatér LH pikini uyaran bir yolun olabilecegini ifade

53



etmektedirler. Ziecik ve ark. (133), domuzlarda ¢iftlesmenin LH salinim siiresini
uzatarak, preovulator LH pikini ayarlayabilecegini bildirmektedirler. Tilton ve
ark. (117) ise ¢iftlesmeden yaklagik olarak 1 saat sonra, ¢iftlesmenin domuzlarda,
LH konsantrasyonlari iizerine uyarici bir etkisi oldugunu gézlemlemislerdir. Bazi
arastiricilar klitoris masajinin preovulatér LH pikini ve dolayisiyla da ovulasyonu
(39,77) veya follikiil gelisimini (6) hizlandirdigini ifade etmektedir. Yapilan bir
calismada (86), klitoral masaj yapilan grupta, yapilmayanlara gore Ostriisten
ovulasyona kadar gegen silirenin 4.3 saat kisaldigi bildirilmektedir. Baska bir
calismada ise (106) ineklerde klitoral masaj yapilan grupta, yapilmayanlara gore
Ostriis baslangict ile ovulasyon arasinda gecen silirenin kisaldigi ifade
edilmektedir. Ostriis-ovulasyon araliginin kisalmasinin LH pikinin hizlanmasi
sonucu sekillendigi bildirilmektedir (86,106). Yapilan bir baska ¢alismada (77) ise
mandalarda klitoral uyarim yapilan grupta gebeligin % 26.5 oraninda daha yiiksek
oranda sekillendigi ve bunu da preovulatér LH piki ve ovulasyonu hizlandirarak
sagladig1 belirtilmektedir. Sunulan calismada, kontrol siklusu Ostriis evresi
ortalama LH degerleri ile uygulama siklusu Ostriis evresi ortalama LH degerleri
bireysel olarak karsilastirildiginda, 9 hayvanda aradaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 tespit edildi. S6zkonusu hayvanlarin kontrol déonemi LH pik
degerleri ile uygulama donemi LH degerleri pik karsilastirildiginda, degerler
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii.

Sunulan ¢alismadan elde edilen verilere gore, ortalama LH
konsantrasyonlart ve LH pik degerleri tizerine, klitoris koterizasyonunun uyarici

bir etkisi olmadigi gortildii .
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Cooper ve Foote (23) yaptiklart ¢alismada ise klitoral masaj
uygulamasinin ineklerde LH salinimi {izerine negatif etkisi oldugunu
bildirmektedirler. Bu aragtirmada ise klitoris koterizasyonunun LH salinimi
tizerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 gézlendi. Sadece bir hayvanda (5 numarali
hayvan) uygulama doneminde, kontrol donemine gore ortalama LH miktarinda
istatistiksel olarak 6nemli olan bir azalma goriildii. Genel ortalamay1 etkilemeyen
bu azalmanin bireysel farkliliktan veya numune almadaki zamanlama hatasindan
kaynaklanabilecegi kanisina varildi.

Kirsch ve ark. (58) yaptiklar1 ¢aligmada, domuzlarda dogal ciftlesme veya
suni tohumlama esnasinda pelvik bolgenin  uyariminin  LH  salinimim
degistirmedigini bildirmektedir. Zalesky ve ark. (132) boga ile ¢iftlesen ineklerde
ortalama LH miktarinin 2.83+0.21 ng/ml, ciftlesmeyenlerde ise 2.64+0.25 ng/ml
oldugunu; LH pikinin ¢iftlegsenlerde ortalama 6.63+0.59 saat ve ¢iftlesmeyenlerde
ise 5.86+0.69 saat oldugunu bildirmektedir. Bu bilim adamlar ¢iftlesmenin LH
salimim degerlerini degistirmedigini bildirmektedirler. Sunulan bu c¢alismada da
klitoris koterizasyonunun ortalama LH salimim degerleri ve pik degerlerini
etkilemedigi belirlendi.

LH pik degeri olarak 7 ng/ml ve {izerindeki degerler alindi1 (120). Sunulan
calismadan elde edilen bulgulara gore, kontrol donemi LH profili ile uygulama
donemi LH profili arasinda bir fark olmadig1 goriildi (P>0,05). Bu bulgular da
klitoral koterizasyonun LH salinimin etkilemedigini gostermektedir. Bu sonuglar,
onceki yapilan ¢alismalarla (23,77,86,87,106) farklilik gosterirken, Kirsch ve ark

(58) ve Zalesky ve ark. (132)‘nin yaptiklar1 ¢aligmalarla benzerlik géstermektedir.
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Halk arasinda yaygin olarak kullanilan klitoris koterizasyonu islemi
herhangi bir anestezi yontemi olmaksizin uygulanmaktadir. Bu ¢aligmada ise etik
kurallar geregi klitoral koterizasyon anestezi altinda yapilmistir. Halk arasinda
anestezinin  kullanilmayip,  sunulan  ¢alismada  kullanilmasi,  yapilan
maniplasyonlarin LH salinimini etkilememe sebebi olarak olarak gosterilebilir.

Sonug olarak, ineklerde Ostriis baslangicinda anestezi altinda uygulanan
klitoris koterizasyonunun ortalama LH miktarini, ortalama LH pik degerini, pikin
baslama ve bitis zamanlarini, pikin maksimum degere ulagsma zamanini ve
ortalama pik siiresini etkilemedigi tespit edildi. Halk arasindaki, klitoris
koterizasyonunun ineklerde gebe kalma oranini arttirdigr yoniindeki inanigin
dogru olup olmadiginin kanitlanmasi i¢in FSH hormonunun arastirilmasini da

kapsayan yeni ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu kanaatine varildi.
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