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sokokok

Ozet

Bu calismada tdreme mevsimi disinda bulunan Tuj irki koyunlarda Testosteron antikoru, B-karoten ve E vitamini
uygulamalari ile ¢ogul gebeligin artirllmasi ve MDA (Malondialdehit) diizeylerinin azaltilmasi amaglanmistir. Testosteron
antikoru kastre edilmis Tuj irki bir koctan elde edildi. Calisma 29 adet koyunda 3 grup halinde yapildi. Grup I'deki
koyunlara (n=10) vaginal stingerlerin uygulanmasindan 1 hafta 6nce testosteron antikoru, B-karoten ve E vitamini
uygulandi. Grup II'deki (n=9) koyunlara testosteron antikoru uygulandi. Grup Ill"deki (n=10) koyunlar ise kontrol grubunu
olusturdu. Koyunlardaki 6strus oranlari; 1. Gruptaki koyunlarda %90.0, II. Gruptaki koyunlarda %88.9 ve lll. Gruptaki
koyunlarda %100.0 olarak belirlendi. Gebelik oranlari ise Grup I, Il ve lll'de sirasiyla %40.0, %33.3 ve %50.0 oraninda
belirlendi. Grup | ve Grup II'deki koyunlarda ¢ogul gebelik elde edilirken kontrol grubu koyunlarda ¢ogul gebelik elde
edilmedi. Gebe ve gebe olmayan tim koyunlarda vaginal stinger uygulamasindan 28 giin sonra plazma MDA diizey-
lerinin arttigi belirlendi ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Sonug olarak
testosteron antikoru, B-karoten ve E vitamini uygulamasinin ¢ogul gebelik goriilme oraninda artisa neden oldugu gorildu.
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The Effect of Administration of Testosterone Antibody, p-Carotene and
Uitamin E on Multiple Pregnancy and MDA (Malondialdehyde) in Tuj Breed
Sheep in Non-Breeding Season

Summary

In this study, we aimed an increase in multiple pregnancy and a decrease in MDA (Malondialdehyde) levels in Tuj
breed sheep which are in non-breeding season by administration of testosterone antibody, B-carotene and vitamin E.
Testosterone antibody was obtained from a castrated Tuj ram following injections of testosterone. Experiment was
carried out in 29 sheep divided into three groups. Group | (n=10) was administered testosterone antibody, B- carotene
and vitamin E one week prior to placement of vaginal sponges. Group Il (n=9) was administered testosterone antibody
alone and Group Il (n=10) was control group. Oestrus rates were detected as 90%, 88.9% and 100% in Groups |1l and
I, respectively. Pregnancy rates were found 40%, 33.3% and 50% in Groups |1l and Ill, respectively. Multiple
pregnancy was seen in Groups | and Il but not in control group. MDA levels were increased in all sheep regardless of
pregnancy on day 28 after vaginal sponge application, but no significant difference was detected between the
gropus((P>0.05). It was concluded that administration of testosterone antibody and B-carotene caused an increase in
multiple pregnancy rate in sheep.
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GIRiS

Dogu Anadolu Bolgesi, Kars ve cevresinde
yetistirilen Tuj irki koyunlar Ekim ve Kasim aylari
arasinda ostrus gostermekte olup, dol verimi
%91.1, kuzulama orani %1.55, laktasyon st veri-
mi ise 50-55 kg'dir 2.

Koyunlarda Gireme mevsiminde progestagenler,
prostaglandinler, GnRH ve PMSG gibi hormonlar
ostrus senkronizasyonu amaciyla kullaniimaktadir.
Bu hormonlar 6strusu geciktirip ovulasyonu bloke
ederek yada siklik corpus luteumu lize ederek go-
rev yaparlar. Ureme mevsimi disinda ise ovaryum-
lardaki fonksiyonel aktiviteyi uyarmak icin proges-
tagenler ve PMSG hormonlari siklikla uygulan-
maktadir #°. Progestagenlerden vaginal stingerler
pratik, uygulamasinin kolay olmasi ve yiksek
oranda basari elde edilmesi nedeniyle daha cok
tercih edilmektedir 7.

Koyunlarda aktif ve pasif immunizasyon ile
gonadal steroid hormonlar etkilenerek ovulasyon
oraninin artirlldigr bildirilmektedir '*"'. Aktif veya
pasif immunizasyon sonucu plazmadaki antikor
seviyesi artirilarak andstrus insidansinin dismesi
saglanmaktadir .

B-karoten genelde A-vitamininin 6n maddesi
olarak bilinmekle birlikte, yapilan ¢alismalar -
karoten’in provitamin olma 6zelliginin yaninda
dol verimini etkileyen faktorler arasinda yer aldi-
gin1 gostermistir. B-karoten’e baglh olarak follikul
kalitesinin, follikil buyuklGginin, intrafollikiler
17-B-6stradiol konsantrasyonunun degistigi belir-
lenmistir . Arastirmacilar B-karoten’in eksikli-
ginde; subostrus, ovulasyonda gecikme, disik
dolleme orani, gelismesi gecikmis ve kictk bo-
yutlu corpus luteum, siklus sirasinda ve gebeligin
ilk doneminde progesteron sentezinde azalma,
gebeligin ilk G¢ ayinda embriyonik ve fotal olim
oraninda artis gozlendigini bildirmislerdir **. Ya-
pilan bir calismada ovulasyonun sekillenmesinde
gerekli bir enzim olan kollegenaz enziminin B-ka-
roten eksikliginde yetersiz oldugu bildirilmektedir
. B-karoten ovaryum ve uterusun steroidojenik
hiicrelerini de oksidatif hasara karsi korur 7. Ayni
zamanda B-karoten kolesterol yan zincirini ayiran
enzim olan sitokrom P450’yi (CP450), malendi-
aldehit (MDA) gibi serbest oksijen radikalinin et-
kisinden koruyarak steroidogenezisi artirmaktadir.
B-karotenin progesteron sekresyonunu artirici

etkisinin antioksidan o6zelliginden kaynaklana-
bilecegi ileri strtilmektedir ™.

E vitamini, o, B, 8, y-tokoferol gibi cesitli yapi-
larda bulunmaktadir. Antioksidan aktivitesi en
yuiksek olan ise a-tokoferol’diir. E vitamininin bili-
nen en onemli ozelliklerinden biri antioksidan ol-
masi dolayisiyla doymamis yag asitlerinin otooksi-
dasyonunu onlemesidir. Bu vitamin intraselltler
membranlarin yapisini bozan peroksit ve hidro-
peroksitleri doyurarak peroksit radikallerinin olu-
sumunu oOnler. Cesitli hayvan ttrlerinde E vitamini
eksikligine bagli olarak disilerde, fotal rezorpsi-
yon, 6lt dogum, yavrularda gelisim geriligi, mus-
kiler distrofi, embriyoda vaskiler dejenerasyon,
erkeklerde testis atrofisi ve sterilite sekillenmek-
tedir %,

Bu calisma, tireme mevsimi disinda Fluorogeston
asetat iceren vaginal stingerler ve PMSG ile sen-
kronize edilen Tuj irki koyunlarda testosteron anti-
koru ile ovulasyon orani ve dolayisiyla cogul gebe-
lik oranini artirmak, B-karoten ve E vitamini uygu-
lamalari ile de 6strus orani ve cogul gebelik orani-
ni artirmak ve gebelik nedeniyle artan malondial-
dehit’in (MDA) plazma konsantrasyonunu dustr-
mek amaciyla yapilmustir.

MATERYAL ve METOT

Testosteron Antikorlarinin Elde Edilmesi

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesinde kas-
tre edilmis saghkl Tuj irki bir koca 3 hafta aralik-
larla 5 enjeksiyon yapildi. ilk enjeksiyonda 5 mg-
BSA Testosteron (SIGMA) 2.5 ml Comple Freund’s
Adjuvant (SIGMA) icerisinde karistirilarak sirt deri-
si icerisine farkli bolgelerden enjekte edildi. Enjek-
siyonlar 6ncesi serum testosteron diizeyi ve serum
antikor dizeylerinin belirlemesi amaciyla vena
jugularisten kan 6rnekleri alindi. ikinci enjeksiyon
ve diger enjeksiyonlar 3 mg BSA-Testosteron
Incomple Freund’s Adjuvant (SIGMA) icerisinde
yapildi. Uciincii enjeksiyon ve diger enjeksiyonlar
sonrasi 7. glinde antikor dtizeylerini belirlemek
icin kan ornekleri alindi. Alinan kanlar 3000 de-
virde 20 dakika santrifiij edilerek plazmalar c¢ika-
rildi ve olgtimler yapilincaya kadar -20°C’de sak-
landi. Testosteron ve testosteron antikor diizeyleri
ELISA yontemi ile belirlendi 2.



Hayvan materyali

Arastirma Kafkas Universitesi Veteriner Fakiil-
tesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Ciftliginde
bulunan Tuj irki koyunlarda yapildi. Bu ¢alismada,
mevsim disi donemindeki 3-5 yaslari arasindaki 29
adet Tuj irki koyun ve 6 adet Tuj irki ko¢ kulla-
nildr.

Metot

Calisma ilkbahar mevsiminde Mayis ayinda
yapildi. Grup I'deki koyunlara (n=10) vaginal stin-
gerlerin uygulanmasindan 1 hafta 6nce testosteron
antikoru, B-karoten ve E vitamini uygulandi. Grup
II"deki (n=9) koyunlara ise ayni glin yalnizca testo-
steron antikoru uygulandi. Grup Ill’deki (n=10)
koyunlar ise kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Koyunlara 1s1 ve 1sik streleri ile ilgili bir program
uygulanmadi. Arastirmadaki tim koyunlara ayni
bakim ve beslenme kosullari uygulandi. Koyun-
lardaki beslenme protokolt kapali barinaklarda
elden beslemeli sekilde yapildi. Calismada senkro-
nizasyon amaciyla 40 mg Cronolone (Fluorogeston
asetat) iceren vaginal stingerler (Chrono-gest
stinger, Intervet, Tiirkiye) 12 giin siireyle her (¢
gruba uygulandi ve siingerlerin ¢ikarildigi gtin 600
IU Chrono-gest (PMSG) IM yolla enjekte edildi.
Uygulamalardan sonra Ostrus gosteren koyunlar 6
adet arama kocu ile tespit edilerek kontrollti dogal
asim ile tohumlandi.

Antikor enjeksiyonu SC ve vitamin enjeksiyon-
lart IM olarak uygulandi. Antikor 1.5 IU standart
dozda (1/150 titre antiserum-10 pl), Dalmavital®
(1 ml’de 15 mg B-karoten ve 18.22 mg dl-a-toko-
ferol [Vitamin E]’e esdeger 20 mg dl-a-tokoferol
asetat, Vetas, istanbul, Tiirkiye) 0.5 ml/10 kg c.a.
dozunda IM yolla uygulandi. Gebelik tanisi agimi
takiben 30. giinde Pie Medikal 100 Falko Vet
Model portatif ultrasonografi kullanilarak 6.0-8.0
MHz linear prob ile transrektal yolla yapildi. Grup-
lardaki cogul gebelikler koyunlar dogum yaptiktan
sonra belirlendi.

Koyunlarda MDA diizeylerinin belirlenmesi
icin vaginal stinger uygulamasindan bir hafta
once, vaginal stinger uygulamasinin yapildigi gin
(0. gtin), vaginal stinger uygulamasindan 4, 12, 21
ve 28 giin sonra vena jugularisten EDTA’li tiiplere
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kan alindi. MDA diizeylerinin belirlenmesi Ohkawa
ve ark. # belirttigi spektrofotometrik yonteme gore
yapildi.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS
12.0 istatistik programinda ANOVA (Duncan), t-
test ve descriptes istatistik programlari ile yapildi.

BULGULAR

BSA-Testosteron antikor tretiminde, 3. enjek-
siyon sonrasi yapilan antiserum titre tayinlerinde
antikor dtizeyi 1:25 iken, daha sonraki uyarmalar-
da bu oranin artarak 1:50 ve 1:150 oldugu belir-
lendi. Uygulamalarda 1:150 titredeki (6.60 pl/ml)
antiserumlar kullanildi. Testosteron diizeyi ise
ortalama 0.54 ng/ml bulundu.

Koyunlardaki 6strus oranlari; I. Grupta %90.0
(9/10), Il. Grupta %88.9 (8/9) ve Ill. Grupta
%100.0 (10/10) olarak belirlendi. Koyunlarin ost-
rus gosterme zamanlari Tablp 1'de gosterilmistir.
Tum koyunlarin ortalama 6Ostrus gosterme zaman-
larinin vaginal stingerin ¢ikarilmasindan 51.8+11.1
saat sonra oldugu tespit edildi. Ostrus goériilme
zamanlari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
bir fark belirlenmedi (p>0.05).

Gruplar arasindaki gebelik oranlari I. Grupta
%40.0, 1. Grupta %33.3 ve Ill. Grupta %50.0
olarak belirlendi. Gruplarda gebelik oranlari
bakimindan istatistiksel yonden 6nemli bir fark
belirlenmedi (p>0.05). Gruplardaki ikizlik ve
ucuzlik oranlarinin degerlendirilmesi sonucu
Grup I'deki 3 koyunda ikizlik, 1 koyunda tcuzlik
belirlenirken, Grup IlI’deki 2 koyunda ikizlik 1
koyunda tekizlik belirlendi. Grup lll'te ise yalnizca
tekizlik tespit edildi (Tablo 1).

Yapilan calismada vaginal stinger uygulama-
sindan 21 gtin sonra uygulama gruplari ile kontrol
grubu arasinda ortalama plazma MDA degerle-
rinin p<0.05 ile istatistiksel anlamda 6nemli oldu-
gu belirlenmistir. Kontrol grubunda gebe ve gebe
olmayan koyunlar arasinda vaginal stinger uygula-
masindan 28 giin sonra plazma MDA dizeyle-
rinde istatistiksel bir fark belirlenmis (p<0.05),
diger zamanlarda ise 6nemli bir fark tespit edilme-
mistir (Tablo 2).
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Tablo 1. Gruplardaki 6strus orany, 6strus goriilme zamant ve gebelik orant
Table 1. Oestrus rates, oestrus time and pregnancy rates in groups

Gup O Oeigirime obell Geboi rag G Uuin Goguleberk
(Saat; XS) (%, n) (%, n) (%, n) (%, n) (%, n) (%, n)
Grup I (n:10) 90.0 (9/10) 51.4+6.1* 44.4 (4/9) 40.0 (4/10) 50.0 (2/4) 25.0 (1/4) 25.0 (1/4) 50.0 (2/4)
Grup II (n:9) 88.9 (8/9) 47.4+7 4* 37.5(3/8) 33.3(3/9) 33.3(1/3) 66.6 (2/3) 0.0 33.3(2/3)
Grup III (n:10) 100.0 (10/10) 55.8+15.9* 50.0 (5/10)  50.0 (5/10) 100 (5/5) 0.0 0.0 0.0
*»>0.05
Tablo 2. Gruplardaki plazma MDA diizeyleri (nmol/ml)
Table 2. Plasma MDA levels (nmol/ml) in groups
GrupI Grup II Grup III
Zaman Gebe Gebe degil  Ortalama Gebe Gebe degil  Ortalama Gebe Gebe degil  Ortalama

(X£S) (X£S) (X+£S) (X£S) (X£S) (X£S) (X£S) (X£S) (X£S)
1 hafta 6nce 3.22+0.2 3.43+0.3 3.35+0.3 2.66+0.5 2.68+0.3 3.54+0.3 23704 2.72+0.6 291+0.3
0. giin 3.48+0.8 3.62+0.3 3.57+0.5 3.51+0.1 343104 3.52+0.3 3,43+0.3 3.67+0.6 3.51+0.5
4. giin 2.74+0.5 2.55+0.3 2.62+04 2.66+0.5 2.69+0.3 2.64+0.4 237104 2.88+0.8 2.62+0.7
12. giin 3.62+0.1 3.97+0.5 3.85+0.5 4.16+0.6 3.59+0.6 3.86+0.6 4.33+0.7 3.96+0.6 4.10+0.7
21. giin 1.87+0.2 2.24+0.5 2210+0.4 249+0.6 2.11+05 a2.16+0.5 1.84+0.3 1.45+0.3 b1.67+0.4
28. giin 36605  3.66£04  3.66x04  353+04 386103  3.72#¢04  *3.29+03  *3.79+03  3.51:04

*p<0.05; abp<0.05
1181 sliresinin etkisine bagl olabilecegi dustnl-
TARTISMA ve SONUC mektedir.

Koyunlarda mevsim disi donemde tGremenin
kontrolti amaciyla daha ¢ok progestagenler ve
PMSG hormonlari kullanilmaktadir #>%2¢. Bu amag-
la yapilan bir ¢calismada Echtencamp ve ark.’, asim
sezonundaki ve anostrus donemindeki koyunlarda
%7100 oraninda ostrus belirlemislerdir. Ayni arasti-
ricilar, anostrus donemindeki gebelik oranini
(%76) treme mevsimindeki koyunlara (%100)
gore daha dustk oranda bulmuslardir. Anostrus
donemindeki Tuj irki koyunlarda yapilan bir calis-
mada MAP (Medroksiprogesteron asetat) iceren
vaginal stingerlerin uygulanmasi sonucu %60 ora-
ninda Ostrus, %30 oraninda gebelik elde edil-
mistir. Ayni ¢alismada MAP uygulamasina ilave
olarak PMSG enjeksiyonu ile 6strus (%80) ve ge-
belik (%70) oranlarinin artigi belirlenmistir. Kont-
rol grubundaki koyunlarda ise herhangibir sekstel
aktivite gorilmemistir 7. Calismamizda saptanan
ostris oranlarinin, Bekytrek *’in anostrus done-
mindeki Tuj koyunlarinda MAP ve PMSG uygula-
malari ile yaptigi calismadaki sonuglara gore daha
yuksek oldugu, buna karsin gebelik oranlarinin
daha dustk oldugu tespit edilmistir. Calismalar-
daki ostrus ve gebelik oranlari arasindaki bu degi-
sikliklerin koyunlarin beslenme durumlari ve giin

Pathiraja ve ark.2 koyunlarda yaptiklari calis-
mada antiéstrojen serumu enjeksiyonundan 0.5-
3.0 saat sonra FSH konsantrasyonunda sinirli bir
artis saglanirken, LH miktarinda belirgin bir artis
oldugunu ve ovulasyon oraninin artigini bildir-
mislerdir. Senkronize edilen ineklerde 1.5 standart
dozda ovine testosteron antiserumu uygulamala-
rinin bazi hayvanlarda ovulasyon oranini artirdigi
belirlenirken, bazi hayvanlarda ise ovulasyonu
bloke ettigi gorilmustir. Ayni calismada 4.5, 6 ve
7.5 IU standart dozda antitestosteron antiserumu
uygulamalarinin 1 ve 1.5 IU standart dozdaki uy-
gulamalara gore ovulasyon oranini artirdigini belir-
lemislerdir . Antitestosteron, antiostradiol, anti-
ostrojen antiserumlarinin ineklerde pasif immuni-
zasyonu saglandigi ve fertilite oranlarini artirdigi
belirtilmektedir *. Clayton ve ark.2 ineklerde yap-
tiklari calismada, koyun antitestosteron antiserumu
kullanilarak ovulasyon oranin artirildigini ancak
uygulama yollarinda farkli sonuclar alindigini bil-
dirmislerdir. Ozellikle derialti uygulamalarda, da-
mar i¢i ve kombine uygulamalara gore daha iyi so-
nuglar alindigini bildirmislerdir. Yapilan bu calis-
mada 1.5 IU standart dozda testosteron antise-
rumu (1/150 titrasyon-10 pl) uygulamalari sonu-



cunda Grup | ve Grup IlI'deki koyunlarda gebelik
oraninin kontrol grubu koyunlara gore daha dustk
oldugu belirlenmistir. Bu durum, Morris ve ark.’nin
belirttigi gibi uygulanan testosteron antiserumunun
standart dozlarinin disik olabilecegi seklinde
actklanabilir. Ayrica bu calismada ¢ogul gebelik-
lerin yalnizca Grup | ve Grup II'deki koyunlarda
belirlenmesi, testosteron antiserumu uygulamalari
ovulasyon oranini artirmaktadir seklindeki goris-
leri destekler niteliktedir &2,

Beta-karoten yoniinden yeterli diyetle beslenen
hayvanlarda ovulasyon, dstrus araligi ve corpus
luteumun normal seyrinde sekillendigi, B-karoten
yoniunden yetersiz rasyonla beslenen hayvanlarda
ise fertilite parametrelerinde aksakliklar oldugu
tespit edilmistir *'. Ayni sekilde, farkli dozlarda B-
karoten uygulamasinin hayvanlarda gebe kalma
oranini artirdigl saptanmistir *. Ozpmar ve ark.®
koyunlarda 20 giin araliklarla B-karoten enjeksi-
yonlarnin ilk tohumlamada gebe kalma oranini,
yavru verimini ve ikizlik oranini artirdigini belirle-
mislerdir. Ayni sekilde E vitamini eksikligine bagh
olarak fotal rezorpsiyon ve 6lt dogum sekillendigi
bildirilmektedir >*. Yapilan bu ¢alismada da yu-
karidaki arastiricilari destekler nitelikte B-karoten
ve E vitamini enjekte edilen koyunlarda (Grup I)
cogul gebeliklerin (%50) goreceli olarak artigi
saptanmistir.

Yapilan arastirmalarda B-karoten uygulama-
larinin toksik oksijen radikallerini azaltigi ve buna
bagl olarak plazma MDA diizeylerini etkiledigi
bildirilmektedir ***. Vitamin E’den yoksun rasyon-
larla beslenen koyunlarda plazma MDA diizeyinin
daha yiksek oldugu belirlenmis ancak bu artisin
istatistiksel bir farka yol agmadigi saptanmistir .
Gebelik sirasinda stres nedeniyle biyokimyasal
degisikliklere bagli olarak lipid peroksidasyon
urtint olan plazma MDA’nin artigi bircok arastirici
tarafindan bildirilmektedir ¥*. Arastiricilar MDA
diizeyinin gebeligin ikinci ve tglinct doneminden
sonra yukseldigini saptamiglardir **. Baska bir
calismada ise gebeligin ilerlemesi ile plazma MDA
dizeylerinde azalma tespit edilmistir *. Yapilan
bu calismada ise gruplardaki gebe koyunlarda
plazma MDA dizeyleri arasinda istatistiksel bir
fark olmadigi gortulmastir. Tum gruplardaki gebe
koyunlarda plazma MDA dizeyinin belirlendigi
ilk uygulamaya gore son uygulamalarda belirgin
bir artis gorilmis ve bu artisin gebeligin ilerle-
mesine bagli oldugu distntlmustir. Gruplarda
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vaginal stingerlerin cikarilmasindan 21 giin sonra
ortalama plazma MDA degerleri arasinda istatis-
tiksel bir fark belirlenmis, Grup IllI'deki koyunlarda
plazma MDA dizeylerinin daha dusik oldugu
gortlmdasttr. Bu durum Uotila ve ark.’nin £ belirt-
tigi sonuclar ile uyum icerisindedir. Grup lllI’de
vaginal stingerlerin cikarilmasindan 28 giin sonra
gebe koyunlarda plazma MDA seviyelerinin gebe
olmayan koyunlara gore daha dustik oldugu belir-
lenmis ve istatistiksel bir fark bulunmustur (p<0.05).
Bu durum yine Uotila ve ark.’nin # belirttigi gibi
gebeligin ilerlemesiyle plazma MDA diizeylerinde
disus goraltr bulgusunu desteklemektedir.

Sonug olarak bu calismada Greme mevsimi
disindaki donemde senkronize edilen Tuj irki ko-
yunlarda testosteron antikoru, B-karoten ve E
vitamini uygulamalari ile cogul gebelikler elde
edilmis ancak bunun istenilen diizeyde olmadigi
gorulmdastir. Plazma MDA dizeylerinde ise 6-
nemli degisiklikler olmadigi belirlenmistir. Bu so-
nuclar, daha fazla sayida koyunda multidisipliner
bir yaklasimla daha ayrintili calismalara gereksi-
nim oldugunu ortaya koymaktadir.
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