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OZET

Bu ¢alismada senkronizasyon protokolii uygulanmus siit¢ii ineklerde cinsiyeti
belirlenmis sperma (CBS) ve normal semen (NS) ile yapilan tohumlamalardan elde edilen
gebelik oranlarinin karsilastirilmast amaglandi. Calisma Bursa bolgesinde yer alan 1000
baslik bir siit¢ii isletmede 302 adet Holstayn 1rki siit¢ii inegin kullanilmasiyla yapildi.
Calismaya dahil edilecek ineklerin giinliik siit verimleri, daha 6nceki reprodiiktif kayitlari,
saglik ve yonetim ile ilgili verileri her bir hayvan i¢in Alpro 2000 (DeLaval, Tumba, Sweden)
software sisteminden alindi. Calisma grubuna saglik problemleri olmayan inekler dahil edildi.
Tiim ineklerin viicut kondiisyon skorlar1 ¢calismaya alindiklar1 giin, 1 ve 5 skorlama araliginda
0.25’lik artig katsayisi olan bir skorlama sistemine gore belirlendi ve kaydedildi. Calisma
grubundaki ineklerde kullanilacak olan Ovsynch senkronizasyon protokoliine ovaryumlari
tizerinde bir adet korpus luteum ile 10 mm ve {izerinde folikiilii olan inekler alind1.
Tohumlama zamaninda 12-18 mm arasinda folikiilii olan ve temiz vajinal akintis1 tespit edilen
inekler muhtemel ovulasyonun olacagi biiyiik folikiiliin bulundugu ovaryum tarafindaki kornu
uteriye spermanin birakilmasi yontemi ile tohumlandi. Calismadaki tiim ineklerin folikiiler
dinamikleri uygulanan senkronizasyon periyodu i¢erisinde belirli araliklarla takip edilip kayit
altinda tutuldu. Tohumlamalar rastgele bir dagitim seklinde cinsiyeti belirlenmis sperma
(n=148) ya da normal semen (n=154) ile yapildi. Calismadaki gebelik oranlart CBS’da
%31.8, NS’de %40.9 bulundu (P=0.09). Sonug olarak; yapilan ¢alismada Ovsynch ile
senkronize edilen ineklerde CBS ile elde edilen gebelik oranlarinin NS’ den daha diisiik
bulunmasina ragmen belirli kriterler esliginde tohumlamalarin yapilmasi sonucunda 6zellikle

disi buzagi elde etmek isteyen siit¢ii isletmelerde kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Inek, cinsiyeti belirlenmis sperma, senkronizasyon



SUMMARY

The aim of this study was to compare the pregnancy per artificial insemination (P/Al)
with sex-sorted sperm or conventional semen in synchronized lactating dairy cows. The study
was conducted with 302 Holstein-Friesian cows from a commercial dairy herd of
approximately 1,000 milking cows located in Bursa. The daily milk yield and previous
reproductive, health, and management information were collected from individual records
within the Alpro 2000 software system (DeLaval, Tumba, Sweden). The healthy cows were
included in the study. The body condition (BCS) of cows was scored by using a 1 to 5 scale
with 0.25 increments. Only cows with a corpus luteum and at least one follicle with diameter
equal or greater than 10 mm at the beginning of Ovsynch protocol were included the study.
The cows with follicles with diameter between 12 and 18 mm and with clear vaginal mucus
were inseminated which is a shallow uterine insemination in the uterine horn ipsilateral to the
pre-ovulatory follicle. Ultrasonography examinations of the ovaries were performed during
the synchronization protocol. Insemination of cows were randomized with either frozen-
thawed sex-sorted sperm (sex-sorted; n=148) or conventional semen (conventional; n=154).
Pregnancy rate was 31.8% in CBS and 40.9% in NS groups in the study. In conclusion,
insemination with sex-sorted sperm reduced fertility of lactating dairy cows subjected to a
TAI program than non-sorted semen. However, selection of cows that had a synchronized
ovulation with specified follicle diameter at Al typical of cows that would increase to use of

sexed semen in dairy which wants to get more heifers.
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GIRIS

Hayvancilik sektoriiniin 6zellikle de siit sigirciligi sektoriinlin yagamis oldugu en
bliyiik sorunlardan bir tanesi kaliteli damizlik hayvan teminidir. Bu nedenle dogacak
yavrularin cinsiyetlerinin 6nceden belirlenmesi yetistiricilikte iiretim stratejilerinin ve siirii i¢i
biliylime programlarinin planlanmasi gibi bazi avantajlar1 beraberinde getirmektedir. Bakim
ve besleme kosullar1 ne kadar iyi olursa olsun hayvanlarin siit verimlerinin yiiksek olmasina
bagli olarak dol verimlerinin azalmasi ve gebe kalan ineklerden de dogan yavrularin ancak
%46-47’sinin disi olmasi siirii i¢i bliylimeyi belirli bir noktada baskilamaktadir.

Birgok canlida dogacak yavrunun cinsiyeti fertilizasyon agamasinda belirlenen bir
olaydir. Ovulasyon sirasinda X kromozomu tagiyan ovum atilarak disi genital sistemde
fertilizasyonun sekillenecegi noktaya gelir. Ovum erkekden gelen X kromozomu tasiyan
sperm ile birlestiginde disi (XX), Y kromozom tasiyan sperm ile birlestiginde ise erkek (XY)
cinsiyeti olusur. Bu nedenle tohumlamada kullanilacak olan spermanin X ve ya Y
kromozomuna gére siiflandirilabilmesi cinsiyetin énceden tayinini saglar. Ilk cinsiyet
kromozomu tayini Guyer (1) tarafindan 1910 yilinda mikroskobik olarak yapilmigtir. Bunu
takip eden ¢aligmalarda, santrifiigasyon, elektroforez, sedimentasyon, filtrasyon, immunolojik
teknikler ve motilite kriterleri gibi yontemler kullanilmistir (2-7). Ancak bu yontemler ile
cinsiyete gore spermlerin ayrimi isleminin yeterince dogru yapilamamasindan dolay1 adi
gecen tekniklerin pratikte kullanilmasinin pek de giivenilir olmadigi bildirilmisgtir (8). Son
yillarda, gelisen sperma teknolojisiyle birlikte, flow-sitometrik yontem ile yaklasik %90
kesinlikte spermanin istenilen cinsiyete gore ayirimi yapilabilmektedir (8, 9). Bu yontem ile
spermanin siniflandirilmast siireci masrafli ve uzun bir islem olmakla birlikte makinaya giren
semenin ancak %15’ X spermasi olarak ayrilabilmektedir. Bu nedenle sperm etkinliginden
yararlanmak amaciyla payetlere 2 milyon canli sperm konulmaktadir (8). Flow-sitometri
yontemi ile elde edilen cinsiyeti belirlenmis spermalar uygun sekillerde payetlenerek tiim
diinyada ticari kullanima sunulmaktadir. Giiniimiizde flow-sitometri ile cinsiyet tayini
yapilmig sperma kullaniminin pratik olarak yetistiricilikte kullanilisinda artis goriilmektedir.
Cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalar sonrasinda dogan buzagilarin dogum
zamani, dogum agirlig1 veya biiyiime performanslari bakimimdan normal semen ile elde edilen

buzagilardan farkli olmadig bilimsel olarak kanitlanmistir (10). Bununla birlikte cinsiyeti



belirlenmis sperma kullanimu siirii igerisinde genetik meriti yiiksek olan ineklerin ¢ogalmasini
ve en iyi diivelerin siirii igerisinde sayica artmasini saglar (11)

Dejarnette ve ark. (12) cinsiyeti belirlenmis spermanin Amerika’daki kullanim
kayitlarina dayanarak ¢ikarttig1 sonuglar gebelik oranlarinin normal sperma ile yapilan
tohumlamalar sonrasinda elde edilen gebelik oranlarindan daha diisiik oldugu yoniindedir. Bu
degerlendirmede, cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalardaki gebelik orani
ortalama %45 (%27 ile %70) iken normal spermada bu oran %56 (%34 ile %83)
bulunmustur. Yapilan ¢alismalar gostermistirki semenin ayrilmasi sirasinda yapilan bir takim
islemlerin sperma kalitesi lizerine olumsuz etkisi olurken ayirma islemi i¢in kullanilacak
semenin alindig1 boganin da etkisi bulunmaktadir (13). Genel olarak gebelik oranlarindaki
diisiis nedeniyle cinsiyeti belirlenmis sperma diivelerde daha yaygin bir kullanim alani
bulurken siit¢ii ineklerle ilgili yapilan ¢alismalar belirli sinirlar i¢erisinde kalmaktadir.
Ozellikle Tiirkiye gibi kaliteli diive sikintis1 ¢eken ve yurtdisindan diive ithal eden iilkelerin
elinde bulundurdugu kaliteli damizlik ineklerden daha fazla disi buzagi elde edebilmesi
onemli bir husustur. Daha 6ncede belirtildigi gibi her bir tohumlamada disi buzagi elde etme
orani %45-48 arasinda degismektedir. Bu nedenle de genetik 6zelligi iyi olan siit¢ii ineklerde
cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi ile disi buzagi elde edebilme ihtimali %90’lara kadar
cikarilabilmektedir.

Bu ¢aligmada 6zellikle son yillarda sahadaki kullanimi artmaya baglayan cinsiyeti
belirlenmis spermanin siit¢ii ineklerdeki rolii irdelenmistir. Buzag cinsiyetinin dnceden tayin
edilebilmesi tilkemiz hayvanciligina ve ekonomisine 6nemli katki saglayacagi kaginilmazdir.
Bu nedenle, bu ¢alismada siit¢ii ineklerde cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi1 sonrasi
yeterli gebelik oranlarinin elde edilebilmesi ve ekonomik bir ¢ercevede kullaniminin
yayginlagabilmesi amaciyla uygun bir senkronizasyon protokoliiniin belirlenmesi

hedeflenmistir.



GENEL BIiLGILER

ineklerde Seksiiel Siklus

Ineklerde seksiiel siklus folikiillerin gelisimi-biiyiimesi, ovulasyonu, korpus luteumun
olusumu ve korpus luteumun gerilemesi (luteolizis) evrelerinden meydana gelen bir takim
olaylar zinciridir. Ostrus siklusu folikiiler ve luteal faz olmak iizere iki onemli béliimden
olusmaktadir. Ineklerde dstrus mevsime bagl olmadigi igin, biitiin y1l dstrus gosterebilirler.
Ostrus siklusu ile ilgili yapilan calismalarda ineklerin 17-26 giin arasinda degisen fakat %82
oraninda da 22 giinliik inter-6strus araliga sahip oldugu Olds ve Seath (14) tarafindan 1951
yilinda rapor edilmistir. Ineklerde &strus siklusu ve fazlart McNutt (15) ve Cole’un (16)
calismalarin: takiben ilk olarak 1955 yilinda Hammond (17) tarafindan tanimlanmastur.
Rajokoski (18) yaptigi ¢alisma sonucunda ineklerin genellikle iki folikiiller dalgaya sahip
oldugunu belirtmistir. Ultrasonografinin 1980°li yillarda kullanilmaya baslamasiyla
ineklerdeki folikiiler dinamigin ve seksiiel siklusun anlasilabilmesi daha iyi olmustur.
Ineklerde seksuel siklus prodstrus, dstrus, metadstrus ve didstrus olmak iizere dort evreden
olusmaktadir (19). Prodstrus evresi korpus luteumun (CL) yapisal ve fonksiyonel regresyonu
ile baslayip preovulator folikiilden 6strojenin salindigi 2—4 giinliik bir siiregtir (20). Siitcii
ineklerde plazmadaki stradiol konsantrasyonu luteolizisin basindan 6strusa kadar olan siirede
yaklasik 2,5 pg/ml den 7,9 pg/ml’ye kadar yiikselir (21). Ostradiol konsantrasyonu ostrustan
bir giin 6nce pik yaparak 9,7 pg/ml seviyelerine kadar ulasir (20). Yapilan ¢alismalarda
ovulasyon éncesinde maksimum 6strojen konsantrasyonun siit¢ii ineklerde diivelerden diisiik
oldugu (9,7 pg/ml’ ye karsin 11,3 pg/ml) tespit edilmistir (20, 21). Progesteron seviyesinin
diismesinin yani sira artan ostrojen konsantrasyonu sonucunda proostrusun bitip éstrusun
basladigimi gdsteren seksiiel davramslar goriilmeye baslar (21, 22). Ostrus, seksiiel belirtilerin
baslamasindan dominant folikiiliin ovulasyonuna kadar gecen siiredir (19). Ineklerde
Ostrusun stiresi diger evcil hayvanlara gore kisadir ve ortalama 18 saat olabilen bu siirede
prodstrus doneminde baglayan fizyolojik degisimler daha da artmistir. Diger ineklerin tizerine
atlamasina izin verme, g¢ara akintisinin gériilmesi, vulva dudaklarinda siskinlik, asiri
hareketlilik, istahta ve siit verimindeki azalma bu donemde gériilen bazi belirtilerdir. Bu
belirtiler ovulasyon zamaniyla iliskili olmayip ovulasyonun yakin bir zamanda
gerceklesebilecegini gosterir (23). Dominant folikiilden salinan stradioliin kandaki

konsantrasyonu en iist noktaya geldiginde luteinlestirici hormon (LH) salinimi indiiklenir ve
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bunu takip eden 24-32 saat igerinde ovulasyon sekillenir. Siit¢ii ineklerde yapilan genetik
seleksiyon sonucunda (24, 25) artan siit verimi ile birlikte Gstrus siiresi arasinda negatif bir
iliski oldugu yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (26). Siit verimi >39,5 kg/giin den fazla
olanlarda 6strus 6,2 saat iken bu oran siit verimi <39,5 kg/giin olanlarda 10,9 saat olarak
saptanmistir. Ayrica yiiksek siit verimli inekler diisiik verimlilere kiyasla daha biiyiik
dominant folikiile sahip olmalarina ragmen Ostradiol konsantrasyonlari daha diisiiktiir (26).
Folikiiler fazdaki dominant folikiiliin ovule olmasindan geng CL’un yeterli seviyede
progesteron salgilamaya baslamasina kadarki gegen siireye metostrus denir (19).
Ovulasyondan sonraki 4. giin metdstrusun sonu olarak tanimlanir. Dolasimdaki progesteron
konsantrasyonundaki en 6nemli artis 4. Giinden sonra meydana gelir (27). Di6strus, inek
ostrus siklusu igerisindeki en uzun siiren evredir yaklasik 10-14 giin siirer ve progesteron
konsantrayonu 4. giinden (1,5 ng/ml) 8. giine (5,5 ng/ml) kadar hizl bir artig gosterir (27). Bu
noktadan sonra progesteron konsantrasyonundaki artis yavastir ve ovulasyondan sonraki 16.
giinde yaklasik olarak maksimum 7 ng/ml seviyesine (6,1-10,2 ng/ml) ulasir (26). Eger
gebelik sekillenmemis ise siklusun 17. ve 19. giinlerinde uterus endometriyumundan salinan

prostaglandinF,, nin (PGF2,) etkisi ile CL’un spontan luteoliziz siireci baslar (21, 28, 29).

Folikiiler Gelisim ve Asamalar

Tiim tiirlerde oldugu gibi ineklerde de seksiiel siklus beynin hipotalamus ve hipofiz
bolgelerinden salinan hormonlarla, ovaryum ve uterustan salinan hormonlarin koordineli
etkilesimi ile diizenlenmektedir. Ruminantlarda folikiiler gelisim fotal donemde baslayan
endokrin, parakrin ve otokrin sistemlerin kontroliinde gelisen ¢ok yonli bir siiregtir (30).
Folikiiler gelisim prepubertal donemde (31), gebelikte (32), postpartum dénemde (33) ve
ostrus siklusu siiresince (34) goriilebilir. Ineklerde ovulasyonlar arasi siire boyunca bir ile
dort arasinda folikiiler dalga gostermekle birlikte genelde 2-3 folikiiler dalgaya sahiptirler.
Ug dalgali folikiiler siklusta CL’un yasam siiresi daha uzun olmasina ragmen dominant
folikiiliin gelisimi ve dominantliktan ovulasyona kadar olan siire ii¢ folikiiler dalgaya sahip
ineklerde daha kisadir (35). iki dalgal folikiiler gelisimde dalgalarin baglama zamanlar: 2. ve

11. giin iken bu siire {i¢ dalgali folikiiler gelisimde 2., 9. ve 16. giinlerde olur (36).



Folikiilogenezis

Folikiilogenezis primordial folikiillerin dominant folikiil haline gelene kadar
gegirdikleri degisim siirecidir (37, 38). Folikiiliin oosit biiyiikligiindeki degisim, granuloza
hiicre morfolojisi ve oositi ¢evreleyen granuloza hiicre katlarinin sayisi (39) temel alinarak
yapilan simiflandirmada bir folikiil primordial, primer, sekonder ya da tersiyer folikiil olarak
adlandirilabilir (40). Sigir primordial folikillerinin aktive olup preovulator folikil haline
gelene kadarki gecen siire yaklasik 80-100 giindiir (41). Oositler mitozun profaz | asamasina
kadar geldikten sonra primordial folikiiller igerisinde sabit fazda beklemeye baslarlar (42).
Primordial folikiiller oositi ¢evreleyen tek katli granuloza hiicre kati ile karakterize 40pm’den
kiiciik folikiillerdir. Bu asamada kemik morfogenetik protein 6 (Bone morphogenetic protein,
BMP-6) ve biiylime ve farklilasma faktorii (Growth differentiating factor 9, GDF-9) gibi
cesitli bityiime ve farklilasma faktorlerinin etkisi oldugu goralmistiir (43). Ancak, primordial
folikiillerin aktive olmasini saglayarak biiyiime fazina geciren mekanizma kesin olarak
anlasilamamasina ragmen gonodotropik hormonlarin burada bir etkisi olmadigi konusunda
hem fikir olunmustur (44). Oositi ¢cevreleyen granuloza hiicrelerinin kiibodial yapiya gegip
sayica artmasi asamasi primer folikiiliin gelisimi olarak adlandirlirken, biiyiiyen granuloza
hiicrelerinden folistatin igin mMRNA iiretimi baslar (44). Salinan folistatin aktivin A’yi inhibe
ederek biiyiiyen folikiilii aktivin A’nin biiyiimeyi baskilayici etkisinden korur (44). Folikiiler
gelisim oosit (BMP-6, BMP-15, GDF-9), granuloza hiicreleri (inhibin, folistin) ve teka
hiicreleri (transformik biiyiime faktorii B1 ve 2, progestinler, androjenler) tarafindan
salgilattirilan bir ok faktor tarafindan kontrol edilir (43). Oositten salinan GDF-9 ve BMP-
15 arasindaki interaksiyon sonucunda granuloza hiicre degisimi hizlanir (45). Bu dénemde
granuloza hiicreleride Kit ligand tiretimini saglayarak oositin biiyiimesini saglar (46).
Biiyiimeye devam eden oosit ikinci kiibodial granuloza hiicre katina sahip oldugunda
sekonder folikiil olarak adlandirilmaya baslar (46). Bu asamada granuloza hiicreleri ile oosit
arasindaki gap junction sekilenirken zona pellucida gelisir (47) ve oosit transkripsiyonel
olarak aktivite gostermeye baslar (48). Granuloza hiicrelerinin gok katli hale gelip folikiil
igerisinde bir bosluk (antrum) olusmaya basladig1 asama tersiyer folikiil olarak adlandirilir.
Olusan antrum folikiiler siv1 ile dolmaya baslar ve folikiil ¢ap1 giderek artmaya baslar.
Tersiyer folikiiliin biiylimesi ovule olabilecek graff folikiilii haline gelene kadar devam eder.
Bu asamaya gelen folikiil ya atreziye ya da ovule olacaktir (49). Graff folikiilii asamasina
ulasan folikdiller igin 6n se¢im, se¢im ve dominantlik asamalar baslar. Bir folikiiler stimule
edici hormon (FSH) dalgasi sonucunda bir kag kiigiik tersiyer folikiil 6n se¢im asamasina

gecer. FSH konsantrasyonundaki azalmayla birlikte ¢ok az sayidaki folikiil gelisimine devam
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ederken digerleri atreziye olmaya baslar (50). Artan folikiil ¢aplarina gore folikiiller 3 sinifa
ayrilabilir: 1. sinif <5 mm, 2. sinif 6-9 mm ve 3.smnif > 10mm olarak gruplandirilabilir.
Folikiiliin programli bir sekilde 6lmesi atrezia olarak tanimlanirken bu stireg folikiiler
gelisimin herhangi bir asamasinda goriilebilir ve bu bir ¢ok folikiil i¢in ortak sondur (49).
Austin ve ark. (50) yaptig1 ¢alisma FSH pikinden 33 saat sonra sadece iki folikiiliin biiyiimeye
devam ettigi 53.saatte ise sadece birinin dominant folikiil olarak 8,5 mm ¢apina ulastigi ve
fark edilebildigini gostermistir. Secim asamasinda gelecegin dominant folikiili 8,5 mm
capinda ultrasonografik olarak tespit edilirken subordinant biiyiik folikiil 7,2 mm olarak
olgtilmiistiir (51). Folikiillerin se¢iminden sonra granuloza hiicrelerindeki LH reseptorlerinin
sayis1 artmaya baslar bu da folikiilii FSH bagiml: halden kurtarip LH’dan yararlanabilir hale
getirir. Secimden sonra folikiiliin biiyiimesi LH salinimlarina bagl: olarak devam eder. Erken
luteal donemde LH salinimlar1 24 saat igerisinde 9-16, diostrus ortasinda 6 ve prodstrusta 14-
24 olarak gortilmistiir (52). Progesteron konsantrasyonundaki azalma LH salinimlarinin
sayisal artisiyla sonuglanir ve dominant folikiiliin maksimum boyuta ulasmasini saglar.
Sonugta folikiiller segim asamasina kadar sadece FSH’a ihtiyag duyarken bu asamadan sonra
LH salinimlar1 6nem kazanmaya baslar. Dominant folikiil 12-20 mm ¢apina kadar gelisimini
devam ettirirken o6stradiol ve inhibin tiretimi de buna parallel olarak artarak FSH’y1 yani yeni
folikiillerin gelisimini baskilar fakat LH tizerine olumsuz bir etkisi olmaz (53). Granuloza
hiicrelerinden salinan degisiklik yapan beta biiyiime faktori ailesinin bir tiyesi olan inhibinin
konsantrasyonu folikiiler biiylime agamasinda dstradiolle birlikte artarken FSH
konsantrasyonuda o seviyede azalir (54). Inhibin folikiiliin biitiin asamalarinda salgilanirken
Ostradiol sadece deviasyon asamasindan sonra dominant folikiiliin segimi ile artmaya baslar
(55). Ostradiol tek basina FSH iizerine zayif bir etkiye sahip iken inhibin ile birlikte cok
giiclii baskilayici bir etkiye sahip olmaktadir. Genel olarak kabul edildigi iizere FSH
konsantrasyonundaki diisiisle birlikte LH konsantrasyonundaki artis folikiiler dominanthigi
belirleyen en 6nemli olaydir. Sadece dominant folikiil FSH bagimli fazdan LH bagiml faza
gecebilme yetenegine sahipken subordinant folikiillerin gelisimi durur ve atreziye olurlar.
Folikiiliin dominant hale gelip final gelisimini tamamlamasinda folikiiliin mikro c¢evresel
ozellikleride nemli rol oynar. Intra folikiiler insiilin benzeri biiyiime faktor (IGF) sistemi
dominanthigin belirlenmesine yardim eden en énemli faktorlerden birisidir. Insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 (IGF-1) granuloza hiicrelerinin proliferasyonunu, gonodotropinlere verilen
yanitin arttirilmasini ve ostradiol, aktivin, inhibin, folistatin, ve vaskiiler endothel biityiime
faktorii’niin (VEGF) artisina neden olurken bunlarla koordineli bir sekildede galisarak

hiicresel degisimin ve folikiiliin final biiyiimesinde esas temeli olusturur (56, 57). Deviasyon
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asamasinda dominant folikiil icerisindeki IGF-1 konsantrasyonu artmazken subordinant
folikiillerde bu konsantrasyon diismeye baslar ve eger subordinant folikiillere intrafolikiiler
IGF-1 enjeksiyonu yapilirsa onlarin da dominant olduklar: goériilebilir (58). Folikiiler IGF-1
etkinligi insiilin benzeri biiyiime hormonu baglama proteini 4 ve 5 (IGFBP- 4 ve 5) tarafindan
kontrol edilir. Serbest formdaki IGF-1’in kullanilabilirligi ve kapasitesi reseptoriiniin
sitimulasyonuna baglidir, serbest IGF-1 miktar: gebelige 6zgii plazma proteini-A (PAPP-A)
enziminin proteolitik aktivitesi ile belirlenir. Bu proteaz IGFBP’lerin azalmasina ve serbest
IGF-1"in artisindan sorumludur (57, 59). PAPP-A aktivitesindeki artisin gelecegin dominant
folikiilinde gozlenen en erken modifikasyon oldugu iddia edilmektedir (59). FSH’1n
indiiklemesiyle granulosa hiicrelerinde LH reseptorlerinin olusumu IGF ile karsilastirildig:
zaman folikiiler dominantlik i¢in daha sonra gelen bir asama olabilir. Fakat bununla birlikte
son yillarda yapilan bir ¢alisma (60) granulosa hiicreleri tizerindeki LH reseptérlerinin
olusumunun PAPP-A degisimi ve serbest IGF-1 artisindan 6nce oldugunu savunmaktadir.
Folikiiler deviasyon asamasindan 12 saat 6nce dominant folikiiliin granulosa hiicrelerinde LH
reseptorlerinin ekspirasyonu goriilmeye baslar, oysaki PAPP-A ekspirasyonundaki artis
sadece folikiiler deviasyon aninda tespit edilmistir (60). Ayni ¢alismada gonodotropin
antagonistinin kullanilmasi sonucu arastirmacilar, granulosa hiicrelerindeki LH reseptorlerinin
olusumunun LH sekresyonunun kendisi tarafindan indiiklendigini iddia etmektedir. Ayrica
LH sinyalleri stereogenik enzim ekspiresyonunu teka (steroidogenic acute regulatory protein;
StAR, Cholesterol side-chain cleavage enzyme; CYP11A1) ve granuloza (CYP19A1)
hiicrelerinde arttirmaktadir. Deviasyondan once, LH reseptorleri yalnizca teka hiicrelerinde
goriiliir ve granuloza hiicreleri tarafindan tretilen dstradiolun tiretiminde kullanilmak igin
androjenlerin tiretimi igin gerekli olan steriogenik enzimlerin ekspiresyonunu sitiimule eder.
Deviasyondan sonra, granuloza hiicrelerinde LH reseptorlerinin goriilmeye baslamasiyla
folikiil LH’a yanit verebilir hale gelir ve gelisimine devam eder (52, 60). Ekzojen
gonodatropin salinim hormonu (GnRH) ya da LH ile ovulasyonun indiiklenmesi deviasyon
asamasin gegcmis folikdiller i¢in basarili bir sekilde sonuglanir. Lv ve arkadaslarinin (61)
yaptig1 ¢aligma sonucunda atretik folikiillerde normal saglikli folikiile oranla daha fazla
kokain ve amfetamin diizenleyici transkript (CARTPT) ve onun peptidi CART tespit
edilmistir. Ayrica in vitro ortamda yapilan ¢alisma gostermistir ki CART’in FSH ve IGF-1
etkinligi tizerine negatif etkisi vardir, in vivo galismalarda ise CYP19A1 ekspresyonu ve
ostradiol iiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir (61). Inek gibi tek ovulasyon yapan irklarda
her gebelikteki dogum sayis1 6nemli bir evrimsel siire¢ olarak nitelendirilen folikiiliin

dominantlig1 ile kontrol edilmektedir. Ilging olarak ¢oklu ovulasyon yapan irklarda CARTPT
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geni saptanamamastir ve CART’1n tek ovulasyon yapan irklarda tek bir dominant folikiil
secim islemi i¢in fonksiyonel bir mediator oldugu diisiiniilmektedir (62). Deviasyon
asamasindan sonra dominant folikiil son gelisim asamasi ve ovulasyona kadar LH bagimlidur.
Bununla birlikte, eger progesteron seviyesi birinci ve ikinci folikiiler dalga siiresince yiiksek
ise ti¢iincii folikiiler dalganin gelisimi goriiliir.

Dominant folikiil 3-4 giin daha biiyiimesine devam ettikten sonra ovaryum fizerinde
aktif bir CL’un olup olmamasina gore ovulasyona yada regresyona gidecektir. Progesteron
konsantrasyonun diisiik oldugu dénemde artan ostradiol pozitif feed back etki gostererek
hipotalamustan pre-ovulator GnRH dalgasini uyarir ve buda hipofizden LH salgisinin pik
yapmasina neden olarak dominant folikiiliin ovulasyonuyla sonuglanir. Ostrusa yakin
zamanda iki FSH dalgas: sekillenir. Bunlardan bir tanesi GhnRH/LH piki ile birlikte olarak
ovulasyona yardimci olurken digeri ovulasyona yakin bir zamanda sekillenerek yeni bir

folikiiler dalganin baslamasina neden olur.

Korpus Luteum Olusumu, Luteal Donem ve Luteolizis

Korpus luteum normal bir strus siklusu igerisinde gebe olmayan ineklerde 16-18 giin
stiresince aktif olarak bulunan heterojen bir yapidir (21, 28). En 6nemli gorevi, Gstrus
siklusunun kontrolii, embriyo/konseptus gelisimini desteklemek ve gebeligin devamini
saglamak i¢in progesteron tiretmektir. Progesteron, folikiildeki teka ve granulosa hiicrelerinin
ovulasyondan sonra farklilasarak kiiciik ve biiyiik luteal hiicrelere dontismesi sonucunda
CL’dan salinir. Bu nedenle biiyiik folikiillerin sahip oldugu hiicre miktarindan dolay1
normallere gore daha biiyiik CL yapisina doniistiigii ve daha fazla miktarda progesteron
salgiladig1 diistinilmektedir (63). Granulosa hiicreleri biiyiik luteal hiicrelere dontisiir ve
bunlar tasidiklar1 growth hormon reseptorleri sayesinde progesteron hormonu salgilarlar (64).
Diger taraftan teka hiicrelerinin farklilagsmasi ile olusan kiigiik luteal hiicrelerde ise LH
tarafindan progesteron iiretimi uyarilir. Bazi ¢alismalar gostermistirki biiyiik luteal hiicreler
kiiciik luteal hiicrelere doniisebilecegi gibi kiiciik hiicrelerde biiytik luteal hiicrelere
dontisebilir (65). Biiyiik luteal hiicreler daha yogun miktarda PGF reseptorii de tasidiklari i¢in
oncelikle PGF’in etkinligi bu hiicreler araciligiyla olur (66). Ovulasyondan sonraki 2 ile 7
giin siiresince CL’un yapisal 6zelligini kazanabilmesi i¢in pulslar halinde LH salinimina
ihtiyaci vardir. Gebe olmayan ineklerde CL’um ovaryum {iizerinde 6-12 giin arasinda
fonksiyonel olarak bulunurken bu siirede CL un yasamini devam ettirebilmesi i¢in LH

salinim1 gerekli degildir (67). Corpus luteum anjiyogenesis 6zelligine sahip bir ka¢ dokudan
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bir tanesidir (68). Anjiyogenezis asamasi tamamlandiktan sonra CL kan akisi en iyi olan ve
en yiiksek seviyede vaskularizasyona sahip bir organ haline gelir (69).

Iyi bilindigi iizere PGF2, en 6nemli luteolitik ajan olmakla birlikte CL’un gerilemesini
baslatir. Endometriyumun 10 giinden daha uzun bir siire progesteron (P4) salinimina maruz
kalmasi sonucunda P4 endometriyum tizerindeki kendi reseptorlerinin gerilemesine neden
olurken azalan P4 aktivitesi sonucunda o6stradiol ve oksitosin reseptorlerinde artis olur (69,
70). Ovaryum iizerinde var olan dominant folikiilden salinan stradiol hipotalamik oksitosin
salinim merkezini uyararak oksitosin salinimina olanak verir ve salinan oksitosin
endometriyuma gelerek kendi reseptorlerine baglanir. Oksitosin reseptorlerinin aktivasyonu
PGF», nin endometriyumdan salimmina énciiliik eder. Ostrus siklusunun sonlarina dogru
uterus endometriyumundan aralikli salinmaya baslayan PGF», korpus luteum’un ovaryum
tizerindeki islevselligini sonlandirir. Bunu takiben siklusun (16-19. giinlerinde) kandaki
progesteron seviyesi gerilemeye baslar ve progesteronun hipotalamus tizerine olan negatif
feedback etkisi ortadan kalkarak dstrus davraniglar: sekilenmeye baslar ve yeni bir ovulasyon
gergeklesir (71). Schams ve Berisha (64) yaptiklar: invivo ¢alismada 6strus siklusundaki 12.
giinden once progesteronun PGF, salinimini baskiladigini géstermislerdir. Bunun yani sira,
progesteron endometriyumdan PGF,, salinimina neden olarak CL’un lutelizisini baslatir (72).
Siklusun 12. giiniinden sonra luteal doku progesteron tiretim etkinligini kaybetmeye baslar ve
sonugta PGF,, daha fazla baskilanamaz. Progesteronun etkinliginin artmasi sonucunda,
progesteron endometriyumdaki kendi reseptorlerini baskilar ve buda dstradiolun etkinliginde
artig ile sonuglanir (73). Progesteron reseptorlerindeki azalmayla birlikte strojen
reseptorlerindeki artis oksitosin reseptdrlerinin artmasina onciiliik eder (74). Ostradiolun artis
hipotalamustaki oksitosin salinim merkezinden diisiik siddette, yiiksek siklikta oksitosin
salinimina neden olurken uterustaki oksitosin reseptorlerindede artig sekillenmeye baslar (75).
Oksitosin iki kaynaktan tiretilmektedir biri hipofiz on lobu digeride korpus luteumdur (76) ve
uterustan PGF,,’nin salinimin aktive eder. Uterustan salinan PGF,,, luteal hiicrelerdeki PGF
reseptorlerini etkiler ve sonugta oksitosin salinimi daha da desteklenerek luteolizis indiiklenir.
Boylece CL un regresyonu fonksiyonel ve yapisal olarak; progesteron, ostradiol ve
oksitosinin koordineli sekilde birbirlerini tetiklemesi sonucu endometriyumdan PGF,’nin
salmimina bagl olarak sekilenir (77). Ovulasyondan sonraki ilk 5 giin gelismeye baslayan
korpus luteum egzojen PGF»,’ya yanit vermez (77, 78). Siklusun 5-6. giiniinden 6nce
PGF2,’ya hig yanit vermezken 15. giinden sonra da CL dogal gerileme siirecine girdigi i¢in
etkinligi onemli degildir. Erken donemde egzojen PGF», ‘ya yanit alinamamasinin sebebi CL
tizerindeki PGF reseptor eksikliginden oldugu diistiniilirken Wiltbank ve ark. (79) yaptiklar
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calismada gelisim asamasindaki ya da aktif bir CL {izerinde benzer sayida ve affiniteye sahip
reseptor oldugunu gostermistir. Prostaglandin F», yart dmrii kisa olan parakrin ya da otokrin
etkili yag esteridir. Prostaglandin F», metabolizmada PGFM metabolitleri ile belirlenir.
Sirkiilasyondaki progesteron seviyesindeki énemli diististen once diisiik salinimlar halinde
PGFM tespit edilmeye baslanir (80). Uterus endometriyumundan salinan PGF,’nin etki sekli
uterus arteri vasitasiyla dogrudan ovarian artere ulasarak olmaktadir. Uterus ve ovaryum
arteri arasindaki iliski oncelikli olarak koyunlarda tanimlanmistir (81). Daha sonra ineklerde
yapilan ¢alismalarda intrauterin PGF», infuzyonunun ovarian arterde PGF», ‘nin luteolizis
konsantrasyonun da artis géstermesine ragmen karotid arterde buna rastlanmamasi ile bu
varsayim dogrulanmastir (82).

Gebelik sekillendigi zaman luteolitik donem gergeklesmez. Gebeligin 15-17.
giinlerinde uzamaya baslayan konseptusun trophectoderm hiicrelerinden salinan interferon
tau’nun (IFN-tau) parakrin etkisi ile endometriyumun luminal epitelyasinda oksitosin ve
ostradiol reseptorlerinin artis1 bloke edilir. Sonug olarak uterus PGF2,’nin pulsatil salinimi
onlenir (83). Preimplantasyon doneminde konseptus uterus icerisinde serbest bir sekilde
dolasir ve uterus ile trafoblastik hiicreler arasinda direkt bir iliski yoktur. Bu nedenle,
luteolitik mekanizmay: bloke etmek igin yeterli miktarda IFN-tau’nun konseptustan salinmasi
gerekir bu da konseptusun yeterli uzamasi ve gelisimine baglidir. Ovulasyon sonrasinda
progesteron konsantrasyonundaki artis embriyo gelisimi ve uzamasinda 6nemli role sahiptir.
Progesteron konsantrasyonundaki hizli artis konseptusun uzamasi ve IFN-tau iiretimini
destekler (84, 85). Progesteron konsantrasyonundaki artis luminal epitelyumda bulunan P4
reseptorlerini baskilayarak uterus konseptus arasindaki iliskinin kurulmasini saglar. Aksine,
ovulasyon sonrasi P4’un konsantrasyonundaki yavas artis embriyo gelisiminin gerilemesine
ve IFN-tau sekresyonunun preimplantasyon dénemi dncesinde gecikmesine neden olur (86).
Tohumlama sonrasindaki 4-7. giinlerdeki diisiik progesteron konsantrasyonu siitcii ineklerde
fertilitedeki diistis ile karakterizedir. Kigiik folikiillerin ovulasyonu ile sekilenen CL’lar az
sayida luteal hiicre igerdikleri igin progesteron iiretimide o oranda diisiik olmakta ve
fertiliteye olumsuz etkisi olabildigi bildirilmektedir (63).

Ostrus ve Ovulasyonun Senkronizasyonunda Hormonlarin Kullanimi
Reprodiktif verimlilik yiiksek verimli siitcii isletmelerde karlilig: etkileyen 6nemli bir
etmendir (87). Bu nedenle kizginlik tespitlerinin dogru bir sekilde yapilarak tohumlamalardan

basarili gebelikler elde etmek amaglanmaktadir. Fakat yapilan ¢alismalar gostermistirki
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kizginlik tespiti siitgii isletmelerde %50’den daha diisiik oranda yapilabilmektedir (88).
Ayrica saglik problemleri ve beslenme ile ilgili problemlerde isin igine girdiginde ostruslarin
tespiti daha da zor bir hale gelmektedir (89). Bu nedenlerden dolayi, 6strus ve ovulasyonlarin
senkronizasyonu ostruslari belirli bir zamana toplayarak uygulanacak suni tohumlamanin
etkinligini arttirarak reprodiiktif verimlilige katkida bulunacaktir. Hormonal tedaviler
kullanilarak ostrus sikluslari gesitli sekilerde diizenlenebilir. Dogal ve sentetik prostaglandinin
gelistirilmesinden sonra senkronizasyon protokollerinin kullanimi yayginlasmaya basladi.
Prostaglandin F20 uygulamasi ile var olan luteal faz sonlandirilarak ostrus indiiklenebilir
(90). Ancak inekler metostrus doneminde ya da nonsiklik durumda iken PGF»,’ ya ¢ok az ya
da hig yanit vermezler (91). ProstaglandinFz,’nin 10-14 giin araliklarla yapilan ¢ift doz
uygulamasindan sonra siklik ineklerin %90’dan fazlasi ikinci uygulamaya yanit verirken
kizginhk tespit oran: sadece %50-60’lar ile sinirh kalir (92). Ostrus siklusunun en iyi kontrol
yolu folikiiler ve luteal fazin bir arada senkronize edildigi yontemdir. Folikiiler dinamik
GnRH uygulamasi ile basarili bir sekilde kontrol edilebilir. GnRH hipofizin 6n lobuna etki
ederek LH (93) ve FSH (94) salinimini1 baslatir. Zaman ayarli tohumlamalarda 6strus
siklusunun herhangi bir asamasindaki dominant folikiiliin ovule ya da atreziye olmasmni ve 3-4
giin igerisinde yeni bir folikiiler dalganin baglamasini saglar (95) ve bu gelisen folikiiliin
tohumlama aninda ovulasyonunu garantilemek i¢in kullanilir. Progestagenler, ilk izolasyon ve
sentezi 1929 (96) yilinda rapor edilmis olup 1937 yilinda Makepeace ve ark. (97) tavsanlarda
yaptiklari calismalar sonucunda ovulasyon iizerine etkisi oldugu fark edilmistir. Bu
bilgilerden sonra egzojen progesteron ostrus ve ovulasyonlarin kontroliinde kullanilmaya
baslamistir. Progestagenler senkronizasyon protokoliiniin igerisinde kullanildiginda luteal fazi
uzatarak premature kizginliklar1 6nleyebilir. Luteal yetersizlikleri gidermek amaciyla da
kullanilirlar. Ineklerde dstruslarin takibi iki temel yaklasima dayanir ki bunlar egzojen
progesteron veya progestagen kullanilarak siklustaki luteal fazin uzatilmasi ya da
prostaglandinlerin kullanimi ile siklusun kisaltilmasidir (98).

Kizginlik takibine gerek olmadan zaman ayarli tohumla yapabilmeyi saglayan
Ovsynch protokolunun bulunmast ile birlikte biiyiik isletmelerde siiriiniin reprodiiktif
programi daha iyi bir sekilde yonetilmeye baslamistir (99). Ovsynch protokoliinde ilk
uygulama GnRH enjeksiyonu ile baslayarak dominant folikiiliin ovule olmasina neden olur ve
yeni bir folikiiler dalganin baslamasi saglanir. Takiben 7. giinde yapilan PGF», ile yeni
olusturulan ya da var olan CL un regresyonu saglanir. Bunu takiben 48. saatte ya da 56. saatte
yapilan ikinci GnRH uygulamasindan 16 saat sonra suni tohumlama yapilir (99). Yapilan bir

meta-analiz sonucunda 6strus tespiti ya da zaman ayarl tohumlama sonrasi elde edilen
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gebelik oranlar1 arasinda fark goriilmemistir (100). Senkronizasyon protokolleri ile elde
edilebilecek gebelik oranini arttirmak ya da kullanilan is giiciinii azaltmak amaciyla yillar
igerisinde modifiye edilmistir. Ovsnch protokoliinde son GnRH uygulamasindan 16 saat sonra
yapilan suni tohumlamay: GnRH zamanina ¢ekerek is yiikiinii azlatmak amaciyla Cosynch
programi gelistirilmistir (101). Portaluppi ve Stevenson (102) yaptiklar: ¢alismada 72. saatte
GnRH ile ST’nin ayn1 zamanda uygulandiginda gebelik oraninda artmanin yan1 sira gebelik
kayibinda azalma oldugunu goéstermislerdir. Bununla birlikte Ovsynch ve Cosynch
protokoliinde benzer gebelik oranlari bulunurken (103), baz1 ¢calismalarda ise Cosynch
programinda fertilitenin diistik oldugu gosterilmistir (104). Ovsynch protokoliinde ilk GnRH
ve PGF,, enjeksiyonu arasindaki siirenin kisaltilmasi ile folikiiliin dominantlik siiresi
kisaltilarak daha iyi fertilite elde edilebilecegi belirtilmistir (105, 106). Santos ve ark. (106)
yaptig1 ¢alisma da iki hormonal uygulama arasindaki siire 7 giinden 5 giine disiiriilmiis ve gift
doz PGF», enjeksiyonu yapilarak yeni olusan CL’un lize olmasi1 kontrol altina alinmistir. Bu
calisma ile daha yiiksek gebelik orani elde ettiklerini belirtmislerdir (106). Baska bir
caligmada ise bu siire 6 giin olarak tutulmus ikinci GnRH’a daha yiiksek yanit alinmasina
ragmen gebelik orant normal Ovsynch programindan biraz daha diisiik bulunmustur (107).
Senkronizasyon protokoliiniin siklusun hangi doneminde basladig: ovaryumlarin
hormonal tedaviye verecegi yaniti, ovulasyonun senkronizasyonunu ve elde edilecek gebelik
oranm etkiledigi bilinmektedir (108). Ostrus siklusunun 5-9. giinleri arasinda Ovsynch
protokoliine baglamak programin basarisini arttirmaktadir. Siklusun 10. giiniinden sonra
baslatilan Ovsynch programinda ¢ogunlukla PGF», enjeksiyonundan 6nce CL un spontan
regresyonu gériiliiyor bu da fertilitede diisiise neden oluyor (92). Ostrus siklusunun 1-4.
giinlerinde baslatilan senkronizasyon protokoliinde ise dominant folikiiliin ovulasyonu ve
takiben sekillenecek yeni folikiiler dalganin kontrolii basarili olmayarak yine fertiliteyi
olumsuz etkiliyor. Ilk GnRH’a alinacak yanitin yiiksek olmasinin sekronizasyonun etkinligini
arttirdigr bilinmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak Ovsynch 6ncesi hormonal uygulamalar
ile siklus zamani diizenlenerek ilk GnRH’a alinacak yanit artirtlarak yeni folikiiler dalganin
indiiklenmesi amaglanmistir. Ovsynch 6ncesinde 14 ya da 12 giin ara ile yapilan PGF2,
(Presynch-Ovsynch) enjeksiyonunun protokoliin etkinligini arttirarak daha yiiksek gebelik
orani elde edildigi bildirilmistir (109). Fertilitedeki artisin zaman ayarl: tohumlama
uygulamasindan once siklik ineklerde CL’a sahip olma oranindaki artisdan oldugu
diistintilmektedir. Ayrica siklusun her hangi bir dsneminde Ovsynch programina alinan
inekler %53 oraninda ilk GnRH’a yanit verirken Presynch’te bu oran %70’lere ¢ikmaktadir

(110). Yine bu ¢alismada PGFy ile yapilan presenkronizasyon sonrast Ovsynch protokoliine
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alinan ineklerin daha yiiksek progesteron konsantrasyonuna (%72’¢ karsin %59) sahip oldugu
ve bunun da gebelik tizerine (%46,8 e karsin 37,5) olumlu etkisi oldugu gésterilmistir (110).
Ovsynch 6ncesinde 14 giin ara ile yapilan ¢ift doz PGF», enjeksiyonu gebelik oranini
arttirmasina ragmen bu aralik yeteri kadar uygun bulunmadigi ve Ovsynch’deki ilk GnRH’a
yanit diisiik oldugu i¢in bu programda degisiklik yapilmistir (92, 111). Sonugta ¢ift doz PGF2,
enjeksiyonu arasindaki siirenin 11 giine diisiiriilmesi ile ilk GnRH’ya alinan yanit artmis ve
gebelik oran1 olumlu olarak etkilenmistir (111). Giimen ve ark. (112) 11 giin ara ile yaptiklari
PGF», uygulamasi sonucu ilk GnRH’a alinan yaniti Presynch (Presynch: %83,1, Ovsynch:
%62,7) grubunda daha yiiksek bulmuslardir ki bu da Ovsynch’in etkinligini arttirarak gebelik
oranini yiikseltmistir.

Postpartum goniillii bekleme siiresinin sonuna dogru PGF», ile baslatilan
presenkronizasyon programimin Ovsynch’e baslama zamanini siklusun ortalarina getirmesinin
olumlu etkisinin yani sira uterus konsantrasyonlarini arttirarak uterus ortaminin
temizlenmesine yardimci olur. Fakat bu program nonsiklik hayvanlarda yeteri kadar etkili
olamamaktadir. Ayrica PGF,, enjeksiyonlar: sonrasinda kizginlik gésteren hayvanlarin
tohumlanabilecegini boylece zaman ayarli tohumlama i¢in daha uzun siire beklemeye ve
hormon kullanimina gerek kalmayacag: diistintilmektedir. Bu sekilde elde edilecek gebelik
oranini karsilastiran bazi ¢alismalar kizginlik gosteren ineklerin tohumlanmasi ile daha diisiik
gebelik elde edildigini bulurken (112) bazilar1 benzer sonuglar bulmustur (92). Presynch-
Ovsynch (Ovsynch oncesi 14 giin ara ile PGF2, uygulamasi) programimin nonsiklik
ineklerdeki yetersizligi diisiiniilerek Double-Ovsynch (arka arkaya iki defa Ovsynch
uygulamasi) programi gelistirilmistir (113). Double-Ovsynch programi Presynch-Ovsynch ile
karsilastirildiginda sadece primiparus ineklerde (%65,2 e karsin %45,2) gebelik oranini
arttirirken multiparuslarda (% 37,5’¢ karsin %39,3) benzer sonuglar elde edilmistir.

Intravaginal progesteron uygulamasi, ovulasyonlarin senkronize edilebilme etkinligini
arttirarak ve diisiik progesteron diizeyine sahip ineklerdeki agigi1 kapatmaya yardim ederek
zaman ayarl tohumlamalarda gebelik oranlari {izerine olumlu etki gosterir (114, 115). Ayrica
intravaginal aygittan salinan progesteron varhiginda LH pikleri baskilanir bu da Ovsynch
programinda PGF», uygulamasi 6ncesinde goriilebilecek erken kizginliklarin oranini azaltir
(116). Presynch uygulamast ile intravaginal progesteron uygulamasini kombine eden bazi
calismalarda gebelik tizerine olumlu bir etki saptanamamistir (110, 117). Bununla birlikte
Ovsynch programi igerisinde intravaginal progesteron aygiti kullanimi gebelik tizerine olumlu

etki ettigi yapilan bazi calismalarda belirtilmistir (118, 119).
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Siitcii Ineklerde Steroid Hormon Mekanizmasi

Uzun yillar boyunca daha verimli inekler elde etmek amaciyla yapilan 1slah
calismalar1 sonucunda yiiksek siit verimli irklar elde edilmistir (120). Bununla birlikte ireme
performansi ve etkinliginde 6nemli bir diisiis goriilmiistiir (121). Butler (122) artan siit verimi
ve reprodiiktif verimlilik arasindaki iligkiyi 1951 ve1996 yillar1 arasinda New York’daki
Holstein siitcii isletmelerden elde ettikleri veriler ile su sekilde gdstermisdir. ilk servis gebe
kalma oran1 1951°de %65 iken 1996°da %40’lara gerilerken siit verimide 4500 kg/y1l’dan
9000 kg/y1l’a yiikselmistir. Holstein siit¢ii inekleri ile ilgili diger bir derlemede de agik giin
stiresinde ve gebelik basina diisen tohumlama miktarinda artig oldugu belirtilmistir. Ayrica
oOstrus tespitinde %50,9’lardan %41,5’lere bir gerileme oldugu tespit edilmistir (123). Sonug
olarak reprodiiktif performanstaki gerileme ve artan siit verimi arasinda negatif bir iligki
oldugu teorisi gelistirilmistir (121, 124). Diger ¢alismalarda da yiiksek verimli hayvanlardaki
reprodiiktif degisimlerin sebebinin yem tiiketimi ve buna bagl olarak karacigere giden kan
akim hizindaki artistan dolayi steroid hormon metabolizmasindaki dramatik artisin sorumlu
olabilecegi belirtilmistir (125, 126). Lopez ve ark. (127) yaptigi1 ¢alisma da siit¢ili ineklerde siit
verimi, Ostrus siiresi ve reprodiiktif parametreler arasinda korelasyon oldugunu gostermistir.
Yiiksek verimli ineklerde Ostrus siiresinin diisiik verimlilere gore 4,7 saat daha kisa oldugunu
ayrica Ostrus zamanindaki Ostradiol konsantrasyonun da yiiksek verimli ineklerde 1,8 pg/ml
daha diisiik oldugunu bildirmistir. Ayrica yiiksek verimli ineklerdeki dominant folikiil ¢apinin
diisiik verimlilerden daha yiiksek oldugu ( 18,6 ve 17,4 mm, sirastyla) tespit edilmistir. Diistik
Ostradiol konsantrasyonunun dstrusun baglama siiresinin uzamasina neden olarak folikiiler
capta artisa neden oldugu diistiniilmiistiir (127). Bu gecikmeden dolayr da GnRH ve LH’1n
ovulator artiginin geciktigi ve biiylik dominant folikiilden yash oositin ovule olmasi
sonucunda fertilitenin olumsuz etkilendigi diistiniilmektedir (126). Artan siit verimini
desteklemek amaciyla artan kuru madde alimi karacigerden gegen kan akim hizinda artisa
neden olarak 6stradiol ve progesteron gibi steroid hormonlarin hizli metabolize olmasina
neden oldugu bilinmektedir (125). Reprodiiktif steroid hormonlarin metabolizasyonundaki bu
artis reprodiiktif verimlilige olumsuz etki ediyor. Sonug olarak gebelik oraninda azalma,
gebelik kayiplarinin artis1, ¢oklu (ikizlik) ovulasyonlarin artis1 ve 6strus belirtilerindeki
azalma siit¢ii isletmelerin problemi haline gelmektedir (126). Tiim bunlar diisiintildigiinde
neden siit¢ii isletmelerde Gstrus ve ovulasyonlarin senkronizasyonuna ihtiyag duydugumuz

sorusunu yanitlayabiliriz.
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Spermanin Cinsiyete Gore Ayrilmasi

Cinsiyeti belirlenmis sperma teknolojisi 1980’1 yillarda kesfedilmis ve XY sirketi
tarafindan 1990’larda gelistirilmistir (128). Cinsiyeti belirlenmis sperma teknolojisinde amag
disi (X sperma) ve erkek (Y sperma) spermalarin icerdigi DNA miktarindaki farkliliktan (~
%4 farklilik) yararlanarak ayrilmasi ve suni tohumlama i¢in uygun payetler halinde
kullanima hazirlanmasidir (9, 129). Cinsiyeti belirlenmis sperma kullanim amaglarindan en
onemlileri; genetik 6zelligi yliksek ve az sayidaki ineklerden siit¢ii diivelerin elde edilmesi,
stitcii inekler ile siit¢ii ya da et¢i bogalar arasinda melezleme yapma sansinin ve kisa siirede
stiriideki disi hayvan popiilasyonunun artmasi, siiriiden ¢ikarilacak hayvanlarin yerine
yenilerinin getirilmesi ve projeni testini hizlandirarak maliyetinin de diistirilmesidir (11,
129-131). Bunlarin yan sira biiyiik siitcii isletmelerde erkek buzaginin isletme i¢cin ekonomik
kayip olmasi cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimini tesvik etmektedir. Gliniimiizde en
yaygin ve gilivenilir olarak kullanilan sperma ayirma teknigi flow-sitometrik yontem ile
yaklasik %90 oraninda spermanin cinsiyete gore ayrimi yapilabilmektedir (3, 132). Bu
yontem esnasinda kullanilan Hoechst 33342 boyasinin sperma ilizerinde genotoksik bir etkisi
olmadigi (133, 134) ayrica elde edilen yavrularin dogum agirligi, 6liim orani ya da kilo

kazanimlari arasinda bir farklilik olmadig1 saptanmamustir (10).

Sperma Cinsiyetinin Belirlenmesinin Tarihgesi

Ilk cinsiyet kromozomu tayini Guyer ve ark. (1) tarafindan 1910 yilinda mikroskobik
olarak yapilmustir. Bir¢ok arastirmaci bu gozlemden yola ¢ikarak sperma cinsiyeti belirlemek
amactyla 1960°1i yillardan beri, X ve Y spermalar1 arasindaki kiitle ve hareketlilik farkint da
temel alarak; icerdigi albumin derecesine gore ayirma (5), seks spesifik antikor kullanimi (4),
yiizey degiskenligi (6), hacimsel farklilik (7) gibi ¢esitli yontemler gelistirmistir. Sperma
ayirma yonteminde X spermasinin bas, boyun ve kuyruk yapisindaki morfolojik farktan ve
kiitlesel olarak daha fazla DNA icermesinden (135, 136) dolay: bu 6zellikleri temel alinarak
en gilivenilir sperma ayirma yontemi olan flow-sitometrik yontem gelistirilmistir. Son yillarda
bu teknik birgok sperma firmasi tarafindan kesinlik derecesi en yiiksek ve en giivenilir fertil
sperma ayirma yontemi olarak kullaniimaktadir. Bu teknik ile ilk cinsiyet tayini yapilmis
yavru elde edilmesi tavsanda cerrahi yontem ile oviductal tohumlama yapilarak olmustur
(137). Daha sonraki ¢alismalar domuzlarda (138), ineklerde (139), atlarda (140) ve insanlarda
(141) yapilmustir.
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Flow-sitometrik Yéntem

Bu islemde birinci basamakta sperma ¢ok diisiik miktara kadar sulandirilir ve
genotoksik etkisi olmayan gegici 6zel bir boya olan Hoechst 33342 (40-6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) niikleik asidin adenin-tiamin bdlgesine baglanarak DNA’nin
boyanmasini saglar. Flow-sitometri makinesinden 40 mph basing ve 60 Km/s hiz kullanilarak
gecirilen numunelere lazer 151n profili gonderilerek absorbe ettikleri 151n miktarina gore
ayrilir. X spermasi daha fazla DNA icermesinden dolay: floresan boyay: daha fazla absorbe
etmektedir ve bu nedenle daha fazla 1s1n1 absorbe eder (8,142). Emilen 1ginin miktarina gore
1s1n miktarini 6lgen alet hiicreleri X, Y ya da tanimlanamayan 6li spermalar olarak ayirir (8).
Bu teknolojide ayirma isleminde kullanilan hiza gore, hiz arttik¢a giivenilirlik azalmakta,
semeni %90 oraninda X ve Y olarak ayirmaktadir (128). Fakat uygun bir sekilde ayirmak igin,
sperma laser ve floresan belirleyiciden diizgiin bir sekilde gegmelidir. Boga spermasinin bas
kismiin diiz sekilde olmasindan dolay1, ancak yaklasik olarak %60-70 oraninda sperma flow-
sitometri makinesinden diizgiin bir sekilde girer. Ayrica normal semen % 48-49 oraninda disi
sperma igermektedir. Bu yiizden makineye giren spermalarin yalnizca %15°1 cinsiyeti
belirlenmis {iriin olarak makineden ¢ikar (143). Bu yontem ile spermanin ayrilmasi isleminin
giivenirliligi %90 oraninda arzu edilen cinsiyete gore olmasina ragmen ayirma isleminin
oldukga yavas bir islem olmasi ve elde edilen miktarin az olmasi nedeniyle cinsiyeti
belirlenmis sperma (2x10° milyon) payetleri normal payetlere (10- 20 x10° milyon) oranla

daha az sperma i¢ermektedir (144).

Cinsiyeti belirlenmis sperma ile Tohumlama Sonrasi Elde Edilen Gebelik Oranlarn

Cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan birgok ¢alisma sonucu gosteriyor Ki siitgii
ineklerde gebelik oran1 normal spermaya gore %20-30 daha diisiik iken diivelerde bu oran
%10-20 civarindadir. (12, 145, 146). DeJarnette ve ark. (12) Amerika Birlesik Devletlerin’de
diivelerdeki cinsiyeti belirlenmis sperma kullanim kayitlarina dayanarak gebelik oraninin
normal spermaya gore diisiik oldugunu yaptiklari derlemede gostermislerdir. Bu derlemede,
cinsiyeti belirlenmis spermada gebelik oran1 (%27 ile %70 arasinda) ortalama %45 iken

normal spermada bu oran (%34 ile %83 arasinda) %56 bulunmustur. Gebelik oraninin diisiik
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bulunmasinin payetlerin diisiik dozda sperma icermesinden ve ayirma siirecinde kullanilan
boyanin (H33324), basincin (40-60 mph) ya da lazer 1s1n1 vb. etmenlerin sperma kalitesini
etkilemesinden meydana geldigi diistiniilmektedir (147, 148). Maliyetinin yiiksek ve elde
edilen gebelik oraninin diisiikk olmasina ragmen siirtideki diive populasyonunda artis
saglayarak siiriiniin genetik ilerlemesine yaklasik olarak ilerlemede %15°1ik bir katkida
bulunmasi nedeniyle flow-sitometrik yontemle elde edilen cinsiyeti belirlenmis sperma
kullanim1 disi buzagi elde etme konusunda en giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir
(144, 149). Diivelerin laktasyondaki ineklerden daha yiiksek gebelik oranina sahip olmasi
nedeniyle cinsiyeti belirlenmis sperma’nin diivelerdeki kullanimu siit¢ii inekler ile
karsilastirildiginda daha yaygindir (145, 150). Cinsiyeti belirlenmis spermanin kullanimi
ozellikle dogal kizginliklar sonrasinda tavsiye edilmektedir (151). Ayirma islemindeki
olumsuzluklar diistiniildiigiinde gebelik oranini arttirmak i¢cin muhtemel ovulasyonun olacagi
kornu uteriye spermanin birakilmasi (152), payetler icerisindeki cinsiyeti belirlenmis sperma
sayisinin arttirllmasi (147, 153), zaman ayarl suni tohumlama teknigi (154), ¢alismalar
yapilmustir. Ineklerdeki gebelik oranini arttirmak amaciyla dzellikle ilk laktasyonda, uterus
problemi bulunmayan, ovaryumlarinda siklik aktivite gozlenen, postpartum yaklasik 84-98.
giinlerinde olan ineklerin tercih edilmesinin daha iyi sonuclar verdigi goriilmiistiir (147).
Andersson ve ark. (152) yaptig1 bir ¢alismada kizginlik takibi ile belirlenmis 306 inegin
157’si cinsiyeti belirlenmis sperma ile 149°u ise normal semen ile dogal kizginlikta muhtemel
ovulasyonun olacagi kornu uteriye spermanin birakilmas: yontemi ile tohumlanmastar.
Cinsiyeti belirlenmis sperma ile tohumlamalarda ortalama gebelik ve buzagilama orani %21
ve %20 iken normal spermada bu oran %46 ve %45 olarak tespit edilmistir. Bunun yani1 sira
elde edilen disi yavru oranlari ise cinsiyeti belirlenmis sperma da %82 normal semen de ise
%49 bulunmustur. Holstan diivelerde cinsiyeti belirlenmis sperma ve normal semen
kullanilarak yapilan ¢alismalar gostermistir ki suni tohunlama yerinin (utero-tubal baglant:
noktasinin yakinina, kornu uterinin ortasina ya da korpus uteri icerisine) gebelik orani iizerine
olumlu bir etkisi bulunmamaktadir (155). Benzer bir calismada Seidel ve Schenk (146)
bilateral kornu uteri ortas: ve korpus uteri tohumlamalarini karsilastirmis olumlu bir etki
saptamazken cok diisiik doz sperma (1x10° sperma) kullammin da negatif etkisini
gormiislerdir. Ayni ¢calismada diiveler dstrus belirtisi gosterdikten 12-24 saat sonra farkl
dozlarda sperma kullanilarak tohumlanmis (1-6 X 10° sperma/doz) fakat gebelik oraninda artis
saptanmamustir (32). Bodmer ve ark. (40) cinsiyeti belirlenmis sperma ve normal semen
payetlerinde diisiik doz semen kullanarak (2x10° milyon) yaptiklar: calisma sonuclarinda
kizginlik takibi ile tohumlanan inek (CBS: % 27,6 ve NS: %28,1) ve diiveler (CBS: % 33,3 ve
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NS: %59,3) arasindaki gebelik oranlarinda énemli bir farklilik bulamamaistir. DeJarnette ve
ark. (147) diive ve ineklerde yaptig1 calismada farkli dozlarda ve farkli bogalardan elde
ettikleri CBS kullanmus, diivelerde ve ineklerde gebelik orani kullanilan spermanin dozundan
etkilenmezken, diivelerdeki gebelik oranmin bogalarin farkli (A bogasi: %46,4 (2,1 x10°),
%52,2 (3,5 x10°%), %59,5 (5,0 x10°)) olmasindan etkilendigi tespit edilmistir. Bogalara
bakilmaksizin diiveler ve ineklerdeki gebelik oranlarina bakildiginda ise 2,1x10°%, 3,5x108,
5,0x10° dozlar igin oranlar sirasiyla diivelerde % 46,7, %51,2 ve %52,5, ineklerde % 27,
%29,1, %30,3 olarak bulunmustur. Bu sonuglar gostermistirki boga se¢imi cinsiyeti
belirlenmis sperma teknolojisinde 6nemli bir ayrintidir. Frijiters ve ark. (156) yaptiklari
calismada 2,1x10° CBS, 2,1x10° NS ve 15 x10° NS Karsilastirmis ve gebelik oranlari arasinda
onemli bir fark bulamamiglardir. Sperma dozu ile ilgili yapilan biitiin ¢aligma sonuglari
gostermistirki payetler igerisindeki sperma miktarinin arttirilmasinin gebelik orani tizerine
etkisi bulunmamaktadir (156, 157). Schenk ve ark. (153) yaptig1 ¢alismada postpartum 40-58.
giinlerdeki inekler daha dnce tohumlama yapilip yapilmadigi, giic dogum yapip yapmadigi,
genital kanala iliskin herhangi bir probleminin olup olmadig1 yoniinden incelenerek Presynch-
14 giin senkranizasyon protokoliine alinmiglardir. Bu ¢alismadaki gebelik oranlari normal
sperma igin %55,6 iken cinsiyeti belirlenmis sperma igin de %40,5 bulunmustur (158).
Cinsiyeti belirlenmis sperma ile elde edilen gebelik oranlarinin diisiik olmasina ragmen (147,
152) zaman ayarh tohumama teknigi ile 6zellikle ovulasyona yakin zamanda yapilacak olan
tohumlamalardan daha iyi gebelik oranlar: elde edilmistir (153, 154). Sa Filho ve ark.
(157)’nin diivelerde cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimu ile ilgili yaptig1 ¢calismada 4 farkl
deneysel ¢alisma yer almaktadir. Elde edilen sonuglar CBS ile tohumlama aninda
gonodotropin hormon kullaniminin ya da ¢ift doz payet kullaniminin gebelik iizerine bir etkisi
olmadigin1 gosterirken ovulasyona yakin zamanda yapilan tohumlamalardan daha iyi sonuglar
alindigint gostermistir. Jersey irki diivelerde zaman ayarli tohumlamanin kullanildig: bir
calismada ise progesteron kaynaginin ¢ikarilmasindan yaklasik 54-60 saat sonra CBS ile
yapilan tohumlamalarin (%31,4; 32/102) 54. saatte yapilanlardan (%16,2; 17/105) daha iyi
gebelik elde edilmesine ragmen NS’ da bdyle bir sonug goriilmemistir (154). Sales ve
ark.(154) B. indicus irki ineklerde de ovulasyona yakin zamanda CBS ile yapilan
tohumlamalardan daha iyi gebelik sonuclari elde edildigini bildirmislerdir. Postpartum 84-98.
giinlerde cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalarda gebelik oran1 <84 giinden
diistik olanlardan %7,9 daha iyidir ve 3.-4. laktasyondaki ineklerde gebelik oran: 1.-2.
laktasyondakilerden %6 daha diisiik saptanmistir (147). Ayrica bu ve benzeri galismalar

gebelik oranmin diisiik olmasinin sadece ayirma islemi sirasinda sperma kalitesinin
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etkilenmesi (143, 158) ve payetlerin daha az miktarda sperma icermesine (159) bagl
olmadigini gostermektedir. Siitcti ineklerde fertilite dogum sayzsi, sicaklik stresi, siit verimi ve
servis sayisi gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir (158, 160). Bunun yani sira siiriiniin bakim
ve besleme kosullari, tohumlama yapan Kisilerin konu hakkinda tecriibeli olmasi da 6zellikle
cinsiyeti belirlenmis sperma ile elde edilecek gebelik oranin: etkileyen faktorler arasindadir
(151,161). Embriyonik kayip oranlarina bakildiginda Seidel ve Garner (128) gebelik
kayibinin cinsiyeti belirlenmis spermada %1-2 oraninda normal spermaya gore daha yiiksek
oldugunu tespit etmistir. Ayrica cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan diger ¢calismalarda
goriilen embriyonik kayiplar diivelerde %8,8 ile 23 arasinda iken (151, 162) ineklerde %17,2
olarak gosterilmistir (151).

Tumban ve ark. (10) yaptig1 calismada cinsiyeti belirlenmis sperma ya da normal
spermadan dogan buzagilar arasinda dogum agirligi, buzaginin dayanikliligi, Kilo kazanimi ve
oliim oranlar1 arasinda fark bulunmazken baska bir calisma sonucu gosteriyor ki gebelik
sliresi, abort orani agisindan da bir fark bulunmamaktadir. Ayrica disi buzagilarin erkeklerden
yaklasik 2 kg daha diisiikk dogum agirligina sahip olmasindan dolay1 gii¢ dogum orani daha
diisiik goriilmekte ve bu da ilk dogumunu yapacak olan diivelerde gii¢ dogum oranini

diistirmektedir (10, 147).

Cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan birgok ¢alisma sonucunda gebelik oraninin
normal semene gore diisiik olmasina ragmen kullanilan teknolojinin gelistirilmesi, zaman
ayarl senkronizasyon protokollerinin kullanimi, kaliteli boga secimi ve siiriiniin bakim
beslemesinin gebelik orani tizerine olumlu yonde etkileri oldugu gorilmiistiir. Cinsiyeti
belirlenmis sperma kullanimi siirtilerdeki genetik ilerlemeye olumlu etki etmesinin yani sira
kaliteli damizlik diive sikintisinida azaltabilir. Bu ¢alismada, ineklerde senkronizasyon
uygulamasi sonrasinda CBS’nin kullanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarin sinirli olmasindan
dolayi, senkronizasyon protokollerinin uygulandig siit¢ii ineklerde CBS ve NS ile yapilan

tohumlamalar sonrasi elde edilecek gebelik oranlarinin karsilastirilmast amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismadaki Siit Inekleri, Bakimi, Beslemesi ve Cevresel Sartlar

Uludag Universitesi Etik Kurul’unun 23.02.2010 tarihli toplantis1 ve 2010-02/04
no’lu karart ile etik agidan uygun oldugu belirlenen bu ¢alisma Bursa’da yaklagik 1000 baslik
stit s1g1r1 olan bir isletmede yapildi. Calismada saglik durumu iyi olan endometirits, metritis,
mastitis, ayak problemi v.b. problemleri olmayan inekler kullanildi. Calismada postpartum
herhangi bir giinde olan 302 Holstayn 1rki siit¢ii inek kullanildi ve inekler siit verimlerine gore
siiflandirilmis yataklikli, serbest dolasim alani olan ve yemleme alaninda bagkilidi olan
bolmelerde bakilmaktaydi. Bolmeler hava sicakliginin arttig1 aylarda aktive olan pervane ve
sulama sistemine sahipti. Isletmedeki inekler 8 saat araliklarla giinde 3 defa sagilmakla
birlikte National Research Council (NRC)’nin (163) tavsiye ettigi rasyon ile giinde 3 defa
beslendi. Caligmanin yapildigi donemde Haziran-Agustos aylari sicak donem, Mart-Mayis ve
Eyliil-Kasim aylar1 serin donem olarak adlandirildi. Caligmanin yapildigi zaman araligindaki
giinliik sicaklik ve nem degerleri Tiirk Meteoroloji Servisinden alinan bilgilere gore
gozlemlendi. Giinliik ortalama sicaklik ve nem yiizdeleri sicak donemde 25,1+3,8 °C ile
0066,6 serin donemde ise 16,0+2,7°C ile %72,4 olarak bulundu. Giinliik siit verimleri ile daha
onceki reprodiiktif, saglik ve bakim bilgileri her hayvan i¢in ALPRO 2000 software
(DeLaval, Tumba, isveg) programindan alinarak kaydedildi. Siiriiniin 305 giinliik ortalama siit
iiretimi 9880 kg/inek olarak saptand. Istatistiki analiz i¢in her bir inegin siit verim kayitlari
suni tohumlamadan 7 giin oncesi ve 7 giin sonrasi olarak kaydedildi. Calismaya alinan her
inek icin viicut kondiisyon skoru (VKS) 0,25’lik artislar iceren 1-5 aras1 skalada 1’in ¢ok

zayif oldugu 5’in ise obez inek olarak tanimlandigi sistemle belirlendi (164).

Senkronizasyon Protokolii

Calisma grubunda uygulanan Ovsynch senkronizasyon (99) protokoliine (0. giin
GnRH, 7. giin PGF2q, 8. glin GnRH, 56. saatte zaman ayarli tohumlama) bir korpus luteumu
ve ovaryumlarinda en az bir tane 10 mm ya da daha biiyiik folikiilii olan inekler (n:302)
alindi. Calismadaki her bir inek i¢in protokolde yer alan hormon ve dozlari, 10 pg buserelin
asetat kas ici (Receptal®, Intervet, Istanbul, Tiirkiye) ve 500 pug kloprostenol sodyum kas igi
(Estrumate®, CEVA-DIF, istanbul, Tiirkiye) olarak kullanildi. Hormonal uygulamalarda

ikinci GnRH ciftlik veteriner hekimleri tarafindan yapilirken diger uygulamalarin tamami
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tarafimizdan yapilmigtir. Hormonal uygulamalarin tamami, PGF», sonrasindaki ikinci GnRH
harig, sabah uygulandi ve tohumlama ikinci GhnRH’dan 16-18 saat sonra yapildi. Calismanin

ayrintili semasi Sekil 1°de gosterilmistir.
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GnRH PGF2«x

l 7 giin l 56 saat

GnRH 5 Cinsiyeti Belirlenmisg
Sperma; n=148

l 16-18 saat I

US* US* 7 guin I
US**
3 Normal Semen;
ST n=154
US*

ST: Suni Tohumlama

US: Ultrasonografik Muayene
*Ovaryumlarin ultrasonografik muayenesi
**QOvulasyon muayenesi

***Gebelik muayenesi 31 ve 62. glinlerde

Sekil-1. Calisma grubundaki ineklerde kullanilan Ovsynch senkronizasyon protokliiniin ve yapilan uygulamalarin semast.
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Ultrasonografik Muayeneler ve Tohumlamalar

Ultrasonografik muayenelerin tamami1 7,5 MHz’lik linear problu Honda HS 2000
ultrasyonu kullanilarak yapildi (Honda®, Vega Grup, izmir, Tiirkiye). Calismada Ovsynch
protokoliinde ilk GnRH uygulamasi dncesi (ineklerin siklik olup olmadiginin belirlenmesi ve
var ise en biiyiik folikiiliin ¢apinin 6l¢iilmesi), 7. giinde PGF», uygulamasindan 6nce (ilk
GnRH sonrasinda ovulasyon olup olmadigina bakilmasi ve CL sayisinin belirlenmesi) ve
tohumlama zamaninda (en biiytik folikiil ¢apinin belirlenmesi amaciyla) ultrasonografik
muayeneler yapildi. Tohumlamalar sonrasi ovulasyon kontrolii amaciyla yapilan muayenede
ise daha Once var olan biiyiik folikiil yerine korpus luteumun gézlenmesi sonucu ovulasyonun
sekillendigine karar verildi.

Calismada suni tohumlama 6ncesinde yapilan ultrasonografik muayene sonucunda
ovaryum lizerinde 12-18 mm capinda folikiilii ve yapilan ¢ara ¢ekme islemi sonrasinda temiz
akintisi olan inekler rastgele bir sekilde dondurulmus-¢6ziilmiis ticari tohumlama payetinin
kullanildigi cinsiyeti belirenmis sperma (n=148) ya da normal semen (n=154) ile tohumland:.
Tohumlamalar da ayni bogaya (Alta Sylvester, 01 1HO06440, 0,25 ml/payet, Anadolu
Hayvancilik, Istanbul, Tiirkiye) ait cinsiyeti belirlenmis sperma ve normal semen payetleri
kullanildi. Caligmadaki her inek tahmini ovulasyonun olacagi tizerinde biiyiik folikiiliin
bulundugu ovaryum tarafinda ki kornu uteriye spermanin birakilmasi yontemi ile tohumlandi.

Caligsmada kullanilan cinsiyeti belirlenmis sperma payetleri morfolojik olarak
2,2X10° ve motilitesi 1,9X10° olan sperma igermekte iken normal semen payetinde
morfolojik olarak normal 12X10° ve 9X10° motil sperma yer almaktaydi. Senkronizasyon
protokoliinde, tohumlama zamaninda yapilan ultrasonografik muayenede ovaryumlarinda 10
mm’den biiyiik folikiil saptanamayan ineklerin erken ovulasyon yaptigi, tohumlamadan
sonraki 7. giin ovulasyon muayenesinde de ovaryumlar {izerinde korpus luteumun
saptanamamasi senkronizasyonda basarisizlik olarak tanimlandi. Gebelik muayeneleri
tohumlamadan sonraki 31. ve 62. giinlerde iki defa transrektal ultrasonografik yontem ile
yapildi. Gebe bulunan inek sayisinin tohumlanan inek saysina boliinmesi ile 31. giinde ki
gebelikler tespit edildi. Ultrasonografik muayene 62. giinde tekrarlandi ve gebe bulunan
hayvan sayisinin tohumlanan hayvan sayisina bdliinmesi ile 62. glindeki gebelik orani tespit
edildi. Embriyonik 6liim orani ise 31 ve 62. giinler arasinda gebelik kayb1 olan inek sayisinin

31. giinde gebe olan inek sayisina boliinmesi ile belirlendi.
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Istatistiki Analizler

Tim istatistiki analizler SAS 9.3 (SAS/STAT 9.3, Cary NC, ABD) paket programi
kullanilarak yapildi. ikili degerler SAS 1n GLIMMIX lojistik regresyon modeli kullanilarak
analiz edildi. Calismada kullanilan sperma (cinsiyeti belirlenmis spermaya karsin normal
semen), dogum sayisi (ilkine dogurana karsin ¢cok dogum yapmus inekler), <2,75 veya >2,75°
e gore kategorize edilmis VKS, siit verimi, postpartum giin sayisi, tohumlama sayis1 (1 ya da
>1), mevsimin etkisi (sicak ya da serin donem) gibi degiskenler istatistiki modele eklenerek
calisma gruplari ile kovaryant foktorler aralarindaki interaksiyonlara bakildi.

Siirekli veriler Gaussian dagilimina gore diizenlenmis SAS’in GLIMMIX
modelindeki ANOVA ile analiz edildi. Laktasyon sayis1 ve tohumlama sayis1 gibi sayisal
degerler log degisimi ile Poisson dagiliminda analiz edildi.

Istatistiki olarak p<0,05 oldugunda anlamli olarak diisiiniiliirken 0,10<p<0,05

arasinda egilimli oldugu diisiiniildi.

24



BULGULAR

Genel Sonuclar
Calisma grubuna alinan ineklerde CBS ya da NS gruplari arasinda laktasyon sayist,
tohumlama sayilari, sagilan giin sayisi, VKS ve tohumlama haftasindaki siit iiretimi gibi

faktorler agisindan fark saptanamadi (Tablo 1).

Tablo-1. Cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ve normal semen (NS) gruplar1 arasindaki genel
parameterlerin karsilastirilmasi.

CBS NS P
Sagilan giin sayis1 145,77 £4,1 143,3+ 3,9 0,67
VKS 2,68 + 0,02 2,72 +£0,02 0,18
Laktasyon sayis1 2,15+0,10 2,20+ 0,09 0,72
Tohumlama sayis1 1,02 = 0,06 1,09 £ 0,06 0,42
Siit verimi (kg/giin) 36,3+0,5 35,8+0,5 0,52
Folikiil ¢ap1 (mm) @ ST 14,92 £ 0,15 14,89 +0,14 0,89

Senkronizasyon Protokoliine Alinan Yamtlar

Senkronizasyon protokoliine alinan yanitlarda ilk GnRH sonras1 ovulasyon orani
(CBS: %70,2; NS: %74,7; P=0,38) farkli bulunmadi. Dogum sayisina bakildiginda da tek
dogum yapmus inekler (primiparus; %73,9) ve birden fazla dogum yapmis inekler
(multiparuslar; %70,7) arasinda ilk GnRH’a alinan yanitta fark saptanmadi (P=0,56). Suni
tohumlama giinii ovulasyon 6ncesi saptanan biiyiik folikiil ortalama ¢cap1 CBS’de 14,92 + 0,15
mm ve NS’de 14,89+0,14 mm idi ve fark saptanamadi (P=0,89). Folikiil ¢ap1 lizerine
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mevsimin etkisi oldugu saptandi ve serin donemdeki ovulator folikiil ¢apinin (15,11+0,12)
sicak donemdekinden (14,7+0,17) daha biiyiik oldugu bulundu (P=0,05). Dogum sayisinin
ise folikiil ¢capina bir etkisi olmadigi tespit edildi (P=0,95). Son olarak da, ikinci GnRH
sonrasi sekillenen ovulasyon oranlari (tohumlamadan 7 giin sonra ultrasonografi ile yeni CL

belirlenmesi) arasinda fark (CBS: %96,6; NS: %97,4; P= 0,69) gézlenmedi.

Gebelik ve Embriyonik Oliim Oranlar1

Calismada cinsiyeti belirlenmis sperma ile tohumlanan ineklerde saptanan 31. giin
gebelik orani normal semenle karsilastirildiginda azalmaya egilimli (P=0,09) bulundu.
Gruplar arasinda 62. giin gebelik muayeneleri arasinda fark 6nemli bulundu (P=0,01) ¢iinkii
CBS grubundaki ebriyonik 6liim oran1 NS’den daha fazla (P=0,02) saptandi (Tablo-2).

Semen tipine ek olarak 31 ve 62. giinlerde gebelik oranlar1 tizerine dogum sayis1 (P<0,003) ve
mevsimin de (P<0,001) etki ettigi belirlendi. Tek dogum yapmis ineklerde saptanan gebelik
orani 31. giin (P<0,01) ve 62. giinlerde (P=0,02) birden fazla dogum yapanlardan daha ytiksek
bulundu. Serin dénemde tohumlanan ineklerden hem CBS hem de NS gruplarinda sicak
doneme oranla daha yiiksek gebelik elde edildi.

Siit verimi, VKS, sagilan giin sayisi, tohumlama sayisinin 31. giin gebelik oranlari
tizerine etkisi goriilmedi. Gebelik oranlar1 31. giinde degerlendirildiginde semen tipi ile
mevsim ya da tohumlama sayis1 arasinda interaksiyon saptanmadi.

Embriyonik kayiplar {izerine semen tipine ek olarak tohumlama sayisinin etki ettigi
saptand1 (P=0,05). ilk tohumlamas1 yapilan ineklerin bir ya da birden fazla tohumlananlara
oranla gebelik kayiplar1 agisindan daha yiiksek risk ( ARR= 3,45; %95 CI=1,28-9,29) tasidig:
goriildii. 1k tohumlamasi yapilan ineklerde goriilen gebelik kayibr %24 (6/25) iken 2 veya 3

tohumlamasi olan ineklerde ise %7,1 (6/85) olarak bulundu.
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Tablo-2. Cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ve Normal semen (NS) ile elde edilen gebelik
oranlari

Gebelik CBS NS DRR? (95% GA)P P
31 giin, 31,8 40,9

0,80 (0,60-1,06) 0,09
% (n/n) (47/148) (63/154)
62 giin, 25,7 39,0

0,68 (0,49-0,94) 0,01
% (n/n) (38/148) (60/154)

Embriyonik 6liim, 19,1 4.8

4.07 (1,20-13,81) 0,02

%(n/n) (9/47) (3/63)

2DRR, Diizeltilmis relatif risk.
b 95% GA, %95 Giiven Araliginda.

Dogum Sayisinin ve Tohumlama Sayisimin Gebelik Oranlar1 Uzerine Etkisi

Sperma ayirt etmeksizin primiparus ve multiparus hayvanlardaki gebelik oranlarina
bakildiginda primiparus ineklerden daha iyi gebelik sonuglari elde edildi (P<0,01) (Tablo-3).
Sperma tipine gore de degerlendirildiginde cinsiyeti belirlenmis sperma ya da normal semen
ile tohumlanan primiparus ineklerde gebelik oranlari multiparuslardan daha yiiksekti (Tablo-
4). Benzer sonuglar 62. giin gebelik muayenesinde de tespit edildi.

Tohumlama sayilarina bakildiginda ise cinsiyeti belirlenmis sperma ile ilk
tohumlamasi yapilan primiparus ve multiparus ineklerde 31. giin gebelik oranlarinda fark
goriilmedi (P=0,37). Bununla birlikte birden fazla tohumlamasi olan ineklerde CBS ile
yapilan tohumlamalarda multiparus ineklerin gebelik oranlarinin primiparuslara gére diisme
egiliminde oldugu tespit edildi (P=0,06). Normal semen grubunda ise multiparuslardaki

gebelik orani primiparuslardan daha diisiik bulundu (P=0,03) (Tablo-5).

27




Tablo - 3. Sperma tipine bakilmaksizin gebelik oranlari izerine dogum sayisinin etkisi.

31. giin % 62. giin %
Dogum sayist*
(n/n) (n/n)
o 47,6 41,3
Primiparus
(60/126) (52/126)
. 28,4 26,1
Multiparus
(50/176) (46/176)
P <0,01 0,02

*Dogum sayist: Primiparus = inekler ilk laktasyonlarinda, Multiparus = birden fazla

laktasyonu olan inekler.

Tablo-4. Dogum sayisinin cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ya da normal semende (NS) 31
ve 62. glinlerdeki gebelik oranlari tizerine etkisi

CBS NS
31. Giin 62. Giin P 31. Giin 62. Giin P
Primiparus % 41,7 33,3 53,0 48,5
0,34 0,60
(n/n) (25/60) (20/60) (35/66) (32/66)
) 25,0 20,5 31,8 31,8
Multiparus, % 0,47 -
(22/88) (18/88) (28/88) (28/88)
(n/n)
P 0,03 0,08 - 0,007 0,004 -
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Tablo-5. Dogum sayis1 ve tohumlama sayisinin cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ya da
normal semende (NS) 31. giinlerdeki gebelik oranlari tizerine etkisi

[k Tohumlama >1’den fazla Tohumlama
CBS NS P CBS NS P
Primiparus % 38,5 58,3 42,6 52,8
0,31 0,30
(n/n) (5/13) (7112) (20/47) (28/53)
Multiparus, % 24,0 26,9 25,4 33,3
0,81 0,33
(n/n) (6/25) (7/26) (16/63) (21/63)
P 0,37 0,06 0,06 0,03

Mevisimin Gebelik Oranlar1 Uzerine Etkisi

Cinsiyeti belirlenmis sperma ya da normal semen gruplarinda mevsimin 31 ve 62.

giinlerdeki gebelik oranlari lizerine etkisi Tablo 6’da gosterilmektedir. Sicak donem olarak

tanmimlanan (Haziran-Agustos) periyodunda gebelik oranlart her iki semen tipi i¢inde diisiik

bulundu (P<0,002). Serin dénem olarak tanimlanan (sicak aylar disinda kalan aylar) periyod

da ise her iki semen tipinde gebelik oranlar1 daha yiiksek bulundu. Cinsiyeti belirlenmis

sperma ya da normal semende mevsimin 31 ve 62. giinlerdeki gebelik oranlari {izerine etkisi

Tablo-7 de verilmistir.

Tablo-6. Mevsimin 31 ve 62. giinlerdeki gebelik oranlar1 lizerine etkisi

) 31. gilin, % 62. giin, %
Mevsim**
(n/n) (n/n)
43,6 38,5
Serin Donem
(85/195) (75/195)
23,4 215
Sicak Donem
(25/107) (23/107)
P <0,01 <0,01

* Mevsim: Sicak= yilin yaz aylar1 (Haziran-Eyliil), Serin=Sicak aylar disinda kalan dénem.
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Tablo-7. Cinsiyeti belirlenmis sperma ya da normal semende mevsimin 31 ve 62. giinlerdeki
gebelik oranlar lizerine etkisi

CBS NS
31. Gin 62. Gin P 31. Gin 62. Giin P
Serin Donem*, % 38,1 30,9 49,0 45,9
0,29 0,66
(n/n) (37/97) (30/97)2 (48/98) (45/98)°
Sicak Dénem*, % 19,6 15,7 060 26,8 26,8
(n/n) (10/51) (8/51) ’ (15/56) (15/56)
P 0,01 0,03 - 0,004 0,01 -

*Sicak Donem= yilin yaz aylar1 (Haziran-Eyliil), Serin Dénem=Sicak aylar diginda kalan

donem.

a, b; P=0,03

Tohumlama Yapilan Kornu Uterinin Gebelik Oranlar1 Uzerine Etkisi

Cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalarda tohumlamalarin yapildigi

kornu uterilere gore gebelik oranlarinda fark oldugu tespit edildi. Bu sekilde bir fark normal

semende tespit edilmedi (Tablo-8). Calismada, 5’1 cinsiyeti belirlenmis sperma 4’1 ise normal

semen grubunda olmak iizere toplam 9 inegin tohumlama aninda ovaryumlarinin

ultrasonografik muayenesi yapilamamis olup bu ineklerin tohumlamalar1 spermanin korpus

uteriye birakilmasi yontemi ile yapildi.
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Tablo-8. Farkli kornu uterilere CBS ya da NS ile yapilan tohumlamalardan elde edilen

gebelik oranlari

CBS NS
31. Giin 62. Giin P 31. Giin 62. Gin P
Sol Kornu Uteri% 43,8 39,6 45,2 435
0,67 0,86
(n/n) (21/48) (19/48) (28/62) (27162)
Sag Kornu Uteri% 27,4 20,0 39,8 37,5
0,23 0,76
(n/n) (26/95) (19/95) (35/88) (33/88)
P 0,05 0,02 0,51 0,46
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TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, cinsiyeti belirlenmis sperma ve normal semen ile tohumlanan siitgii
ineklerden elde edilen gebelik oranlarinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla ¢alisma
bir siit¢ii isletmede yapildi. Elde edilen verilerin sonucunda galismanin, cinsiyeti belirlenmis
spermanin siit¢ii ineklerdeki kullanimi hakkinda genel bir fikir vermesi hedeflendi.

Sperma cinsiyetinin belirlenmesi ile ilgili teknikler reprodiiktif biyoteknoloji
alaninda son yillarda oldukga fazla ragbet gormektedir. Garner ve ark. (9) spermada cinsiyet
tayini amaciyla kullanilabilecek en giivenilir methodun flow-sitometrik yontem oldugunu
rapor etmistir. Temelde semenden cinsiyetlerine gore spermalarin ayrilmasi islemi X ve Y
kromozomlariin tagidigi DNA iceriginin kiitlesel olarak birbirinden fakli olmasina
dayanmaktadir (8). Ayirma islemi 6ncesi boyanan spermalar DNA igeriklerine gore boya
almakta ve flow sitometriden gegme isleminde aldiklari boya yogunluguna gore %90 oraninda
kesin istenilen cinsiyete gore ayrilmaktadir. Siit¢ii isletmelerde dogan disi buzagilar
ekonomik olarak daha fazla 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, cinsiyeti belirlenmis sperma
kullanimu ile siirii i¢1 biiylimenin daha hizli saglanabilmesi, kaliteli damizlik ineklerden disi
buzagilar elde edilebilmesi, disi buzaginin dogum kolaylig1 gibi bir takim olumlu etkilerinden
s6z etmek miimkiindiir (129). Yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere dayanarak cinsiyeti
belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalar sonrasinda elde edilen gebelik oranlarinin
normal semene gore daha diisiik oldugu belirtilmektedir (145, 147, 152). Cinsiyeti
belirlenmis sperma sonrasi fertilitedeki azalma bazi arastirmacilara gore ticari payetler
icerisinde diisiik dozda sperma olmasi (156) veya ayirma igleminin spermanin yagama
kapasitesi tlizerine olumsuz etki etmesinden (128) dolayidir. Diivelerde elde edilen gebelik
oranlar1 normalden %10-20 arasinda daha diisiik iken bu oran siit¢ii ineklerde daha dramatik
bir sekilde %20-30 azalmaktadir (146). Genel bir kani1 olarak cinsiyeti belirlenmis spermanin
kullanimi, tohumlama sonrasi elde edilen gebelik oraninin diivelerde daha makul sinirlar
igerisinde olmasindan dolay1, diivelerde daha yaygindir (145). Siitcii ineklerde gebelik
oranlarindaki dramatik diisiis sebebiyle ineklerdeki kullanim1 ve yapilan ¢alismalarin sayisi
belirli sinirlar igerisinde kalmistir. Diivelerden farkli olarak siit¢ii ineklerde fertiliteyi
etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir bunlar mastitis, metritis, ayak problemleri, dogum
orani, sicaklik stresi v.b. olarak tanimlanabilir. Fertiliteyi etkileyen bu faktorlerin ineklerdeki
gebelik oranlarini normal semen kullaniminda dahi diistirdiigii bilinen bir gergektir. Bu

sekilde goriilebilecek negatif etkilerin giderilerek cinsiyeti belirlenmis sprema ile daha olumlu
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gebelik oranlari elde edebilmek amaciyla bazi ¢alismalarda farkli yontemler denenmistir. Bu
yontemler payetler igerisine konulan CBS sayisinin arttirilmasi (147), tohumlama aninda
spermanin Kornu uteri igerisine verilmesi (152), zaman ayarli tohumlama programinin
kullanimi1 (153) ya da dogal kizginlikta tohumlama yapilmasi (151) olarak siralanabilir.
Yapilan bazi ¢alismalarda postpartum 80-100. giinler arasinda olan ve herhangi bir saglik
hastaliklar1, metritis, mastitis, ayak problemi, abort, postpartum erken donem rahatsizliklari,
bulunmayan ineklerde CBS ile yapilan tohumlamalar sonrasinda makul gebelikler elde
edildigi rapor edilmistir (147, 153). Bu nedenlerden dolayi, calismaya alinan inekler saglik
problemi olmayan hayvanlardan secildi. Ayrica ¢alismaya alinan ineklere uygulanan
senkronizasyon protokoliiniin baslangicinda siklik yani ilk hormon uygulamasinda
ultrasonografi ile tespit edilebilen bir korpus luteumu olanlar segildi.

Su ana kadar cinsiyeti belirlenmis spermanin siit¢li ineklerdeki kullanimu ile ilgili
yapilan calismalarda senkronizasyon protokolleri kullanilmamis olup dogal kizginliklarin
takibinde tohumlama isemleri yapilmistir (147, 152). Fakat, 6zellikle biiyiik isletmelerde
sliriniin reprodiiktif yonetiminin GnRH, PGF», ve progesteron implantlari gibi egzojen
uygulanan hormonlar ile diizenlendigi bilinmektedir. Ulkemizde ve diinyada, Ovsynch
senkronizasyon protokolii dstrus siklusunun ve ovulasyon zamaninin kontrol edilebilmesi ve
kizginlik takibine gerek olmaksizin zaman ayarli tohumlamanin yapilabilabilmesine izin
vermesi nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (99). Ilk kullamlmaya baslandig
zamandan giiniimiize kadar Ovsynch’le ilgili yapilan ¢aligmalardaki gebelik oranlarinin
ortalamasina bakildiginda %30-50 arasinda bir sonug ¢ikmaktadir (100). Tiim diinyada
yaygin bir sekilde kullanilan ve fertilitedeki basarisi kabul edilen Ovsynch senkronizasyon
protokolii cinsiyeti belirlenmis spermanin senkronizasyon protokolii ile kullanimi1
sonrasindaki basarisinin tespit edilmesi amaciyla secildi. Bu ¢alismaya da dahil edilen 302
siklik Holstayn cinsi siit¢ii inek dstrus siklusunun herhangi bir asamasinda Ovsynch
senkronizasyon protokoliine alindi. Ovsynch senkronizasyon protokoliine alinan ineklerin
cinsiyeti belirlenmis sperma ya da normal semen ile tohumlama 6ncesinde bir takim 6n se¢im
islemleri yapildi ki bunlar daha 6nceki ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler 11ginda
planlandi. Tohumlamalarin muhtemel ovulasyonun olacagi kornu uteriye yapilmasi gibi
fertiliteye olumlu etkisi olacag diisiiniilen uygulamalar yapilarak bunlarin CBS ile elde
edilecek gebelik oranlarini arttirmasi hedeflendi. Bu sebeple, tohumlama aninda preoviilator
folikiil ¢apinin 12-18 mm’ler (165) arasinda secilmesi, temiz ¢ara akintisinin gdzlenmesi
(166) ve kornu uteri igerisine tohumlama (167) gibi bir takim gebelik oranina olumlu etki
edecek se¢im islemleri uygulanmis olmasina ragmen CBS (%31.8) deki gebelik oran1 NS

(%40.9) ile karsilagtirildiginda gebelikte yaklasik %9’luk bir diisme egilimi saptandi
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(P=0.09). Bu ¢aligmada ve daha 6nce yapilan ¢aligmalarda (147, 152) kullanilan bir takim
secim kriterleri olmasina ragmen CBS ile fertilitenin etkilendigi saptandi. Ornegin,
Andersson ve ark. (152) yaptig1 ¢alismada dogal kizginlik tespiti yapilan ineklerde kornu uteri
icerisine yapilan tohumlamalarda CBS (2 x10 ® sperma/payet) ile %21 oraninda gebelik elde
edilirken NS’de (15 x10 ® sperma/payet) bu oran %46 bulunmustur. Gebelik oranlarin
arttirilmasi amaciyla payetler i¢erisinde bulunan spermanin dozunun arttilirilmasr ile ilgili
degisik ¢alismalar yapilmis olup dozun iki katina ¢ikartilmasinin da fertilite {izerine bir
etkisinin olmadigi belirtilmistir (147). DeJarnette ve ark. (147) gebelik oraninda %12’lik bir
diisiis saptamislardir. Etgi ineklerde yapilan bir ¢alismada ayni1 dozda CBS ve NS (2,5 x 10°)
ya da biraz daha yiiksek dozda NS (4 x 10°) kullanilmis. Sonug olarak NS’de yiiksek ya da
diisiik doz kullanilmasinin fark ettmedigi CBS ile elde edilen gebelik oraninin daha diisiik
oldugu saptanmistir (169). Sperma ayirma isleminin uzun ve maliyetli bir islem olmasindan
dolay1 CBS payetleri igerisindeki sperma dozunun normalden (2X10°) yiiksek kulanilmasinin
pratik olmayacagi yapilan ¢aligmalar sonucunda belirtilmistir (145, 147). Garner (168)
spermanin ayirma isleminde tabi tutuldugu degisen atmosferik basingta ultraviyole 1s1na
maruz kalma siirecinin, sulandirilmasinin ve santrifiije edilmesinin fertilize olma
kapasitesinde azalmaya neden oldugunu belirtmistir. Buna ek olarak, CBS kullaniminda
dikkat edilmesi gereken bagka bir noktanin da her boganin spermasinin bu ayirma islemi i¢in
uygun olmadigidir (13). Ayirma islemindeki negatif etkileri azaltmak amaciyla bu ¢aligmada
ayni bogaya ait CBS ve NS payetleri kullanildi. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalardan elde edilen
gebelik ortalamalarina gore siit¢ii ineklerde CBS kullanimi1 sonrasinda gebelik oranlarinda,
dogal kizginliklarinda tohumlanmis olsalar bile, %20-25’1ik bir diisiis olabilecegi belirtilmistir
(147, 151, 152). Bu ¢alismada ise %9’luk bir fark tespit edildi.

Bu ¢alismada saptanan 31. ve 62. giinler arasindaki fark embriyonik 6liimiin CBS’de
NS’dan daha fazla olmasindan kaynaklandig: tespit edildi. Calismadaki sonuglara benzer
sekilde Bodmer ve ark. (151)’da CBS ile yapilan tohumlamalar sonrasinda gebelik
kayiplarinda %17,2’lik bir artis oldugunu belirtmislerdir. Ote yandan, Seidel ve Garner (128)
diivelerde CBS tohumlamalari sonrasinda NS ile karsilastirdiklarinda embriyonik 6liimlerde
yalnizca %1-2 oraninda artig oldugunu ifade etmislerdir. Gebeliklerin kontrolii amaciyla 62.
giinde yapilan ultrasonografik muayene sonucunda CBS’nin (%25,7) gebelik oran1 NS’den
(%39,0) diisiik bulunmustur (P=0.01). 31. ve 62. giindeki gebelik oranlari karsilastirildiginda
CBS’nin (%19,2) embriyonik 6liim oraninin NS’dan (%4,8) istatistiki olarak da daha fazla
oldugu goriildii (P=0.02). Embriyonik 6liimlerde farkliliklar saptanmasina ragmen CBS

tohumlama kayitlarina dayanan ¢alismalar géstermistirki CBS’dan dogan buzagilar ile NS
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buzagilari arasinda, spermanin ayrilmasi isleminde boyanmasi ve bir takim siireglerden
gegmesine ragmen, her hangi bir fark saptanmamistir (10,161).

Ineklerde fertiliteyi olumsuz etkileyen dogum sayis1, sicaklik stresi, siit verimi ve
tohumlama sayis1 gibi faktorler mevcuttur (158, 160). Bu ¢aligmada da sperma tipi fark
etmeksizin dogum sayis1 ve mevsimin gebelik iizerine etkisi oldugu saptandi. Dejarnette ve
ark. (147) CBS ve NS kullanarak yaptig1 ¢alismada dogum sayisinin fertilite tizerine etkisinin
oldugunu ve ilk laktasyon (%30,4) ile ikinci laktasyondaki (%31,1) ineklerde gebelik oraninin
3. ve 4. laktasyondakilerden (%25,6) daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Benzer sekilde,
bu ¢aligmada da ilk laktasyondaki ineklerde gebelik oranlar1 (%47,6) ikinci ya da daha fazla
laktasyonda olanlardan (%28,4) daha yiiksek bulundu. Laktasyon sayilarina gére CBS
(%41,7’e karsin %25,0) ve NS’ de (%53,0’e karsin %31,8) karsilastirildiginda her ikisinde de
ilk laktasyondaki hayvanlardaki gebelik oranlar1 daha yiiksek bulundu. ikiden fazla
laktasyonu olan ineklerin ilk laktasyondakilere gore daha diisiik gebelik oranlarinin ve
embriyonik 6liimlerinin daha fazla olmasinin sebebi olarak artan siit verimi, enerji
dengesizlikleri, dogum sonrasi goriilen hastaliklar ve mastitis sayilabilir (170). Dogum
sayisina ilave olarak, serin mevsimde tohumlanan ineklerin gebe olma ihtimali sicak donemde
tohumlananlardan %66-73 daha fazladir. Sicaklik stresinin fertiliteyi olumsuz etkiledigi
birgok ¢alismada gosterilmistir (171, 172). De Rensis ve Scaramuzzi (171) yaptiklari
derlemede sicak mevsimde yapilan tohumlamalarin serin mevsimle karsilastirildiginda %20-
30 oraninda daha diisiik gebelik ile sonuclanacagini belirtmislerdir. Bu calismada da sicaklik
stresinin gebelik {izerine olan olumsuz etkileri her iki gruptada net bir sekilde goriilmektedir.
Cinsiyeti belirlenmis sperma ile serin donemde yapilan tohumlamalardan %38,1 gebelik elde
edilirken bu oran sicak donemde %19,6’1ara kadar diismektedir (P=0.01).

Sperma payetlerinin igerisinde diisiik dozda sperma olmasindan dolay1 bazi
aragtirmacilar gebelik oraninin etklendigini belirtmesine (139) ragmen bazi arastirmacilarda
dozun arttirilmasinin gebelik oranlari tizerine her hangi bir olumlu etkisi olmadigini (147)
belirtmistir. Yapilan calismada tohumlamalarin muhtemel ovulasyonun olacagi kornu uteriye
yapilmasi planlanarak diisiik dozda sperma kullanimin olumsuz etkisinin 6nlenmesi
diisiniildii. Cinsiyeti belirlenmis sprema ile sol kornu uteriye yapilan tohumlamalar
sonrasinda elde edilen gebelik oranlarinin sag kornu uteriyle karsilastirildiginda daha iyi
oldugu goriilmektedir (P=0,05). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda tohumlamalarin yapildigi
kornu uteriler arasindaki gebelik oranlari karsilastirilmamis olup bu ¢aligmada da gebelik
oranlarinda gozlenen farkin neden kaynakladigi net bir sekilde ortaya konulamamistir. Fakat
elde edilen veriler gostermistirki kornu uteriye yapilan tohumlamarinda fertiliteyi arttirici

yonde ciddi bir etkisi bulunmamaktadir.
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Sonug olarak, daha fertil inekler segilebilmesi ve gebelik oranlarinin daha iyi olmasi
amaciyla bir takim 6n se¢im islemleri yapilmasina ragmen siit¢ii ineklerde cinsiyeti
belirlenmis sperma kullanimi sonrasi elde edilen gebelik oraninin normal semene gore %9’luk
bir azalma egiliminde oldugu tespit edildi. Buna ragmen, Tiirkiye’de 6zellikle de biiytime
isteginde olan siit¢ii isletmelerde cinsiyeti belirlenmis spermanin siit¢li ineklerde de

kullanilabilecegi bu ¢alisma ile gosterilmektedir.
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EKLER

Kisaltma ve Tanimlama indeksi

CBS Cinsiyeti Belirlenmis Sperma
NS Normal Semen

CL Korpus Luteum

LH Luteinlestirici Hormon

PGF2q Prostaglandin Fzq

BMP-6 Kemik Morfogenetik Protein-6
GDF-9 Biiyiime ve Farklilisma Faktorii
BMP-15 Kemik Morfogenetik Protein-15
TGF Bl Transformik Growth Faktor f1
FSH Folikiiler Stimule Edici Hormon
IGF Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
VEGF Vaskiiler Endothel Biiyiime Faktorii

IGFBP-4 ve 5 insiilin Benzeri Biiyiime Hormonu Baglama Proteini 4 ve 5
PAPP-A Gebelige Ozgii Plazma Proteini-A

StAR Steroidogenic Acute Regulatory Protein

CYP11Al1  Cholesterol Side-Chain Cleavage Enzyme

GnRH Gonodatropin Salinim Hormonu

CARTPT Kokain Ve Anfitamin Diizenleyici Transkript
PGFM Prostaglandin F2o metaboliti

IFN-tau Interferon Tau

P4 Progesteron

DAPI 40-6-diamidino-2-phenylindole

VKS Vuciit Kondiisyon Skoru
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veriyorum.

[] Tezimden fotokopi gekilmesine izin vermiyorum.

Yayimlama izni

] Tezimin elektronik ortamda yayimlanmasina
izin veriyorum.

Tezimin elektronik ortamda yayimlanmasinin
ertelenmesini istiyorum.

1yil []
2yl []
3yl ]

[] Tezimin elektronik ortamda yayimlanmansa izin
vermiyorum.

Hazirlamis oldugum tezimin yukarda belirttigim hususlar dikkate alinarak, fikri milkiyet haklarim sakli

kalmak tizere Uludag Universitesi Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Daire Baskanhgi tarafindan hizmete

sunulmasina izin verdigimi beyan ederim.
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