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PROLIFIK SAKIZ KOYUNLARINDA OSTRUS SIKLUSUNDA
PLAZMA FSH VE LH DUZEYLERI !

Plasma FSH and LH Concentrations During the Estrus Cycle of
Prolific Sakiz Sheep
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OZET

Bu ¢aligmada, Sakiz koyunlarninda gonadotropin (FSH,LH) konsant-rasyonlari ile ¢ok yavru verimi arasindaki iligkiyi
aragtirmak amaclanmisgtir.

Arastirmada, daha dnceki kayitlarda tek, ikiz, ti¢liz, dordiiz dogum yaptig: tespit edilen 16 prolifik Sakiz koyunu ve
kontrol olarak 10 Akkaraman koyunu kullamldi. Ciftlesme sezonu basinda koyunlar progesteron ihtiva eden vaginal
siinger ile 14 giin siireyle sinkronize edildi. Stinger ¢ikarimini takip eden ikinci siklus baginda koyunlarin jugular venine
sd\suul slklusun 0.(Ostrus). 9. ve 16. giinlerinde katater takildi ve 6 saat siire ile her 15 dakikada bir kan alindi. Plazma
progesteron, LH ve FSH konsantrasyonlari ¢ift antikorlu enzim immuntest yontemi ile analiz edildi.

Degerlendirmeler sonucu gruplar arasindaki LH ve FSH konsantras-yonlar1 yoniinden énemli bir fark bulunmadi
(p>0.5).

Anahtar Sozciikler : Prolifik, Sakiz Koyunu, FSH, LH.

SUMMARY

In this study, it was aimed to investigate a possible relationship between gonadotrophin (FSH, LH) concentrations and
prolificacy in Sakiz sheep.

Sixteen prolific Sakiz sheep having litter size, according to previous records, of 1,2,3.4 and 10 Akkaraman sheep as
control were used in the study. At the beginning of the breeding season, ewes were synchronized by insertion of pro-
gesterone impregnated vaginal sponges for 14 days. Following the first estrus cycle after sponge removal, the ewes were
bled via the jugular cannulae at 15 minute intervals for the duration of 6 hr on days 0 (estrus), 9 and 16 of the second est-

rus cycle.
ymeimmunoassay.

Plasma progesterone, LH and FSH concentrations were determined using double antibody enz-

No significant differences (p>0.5) in gonadotrophin concentrations were found between groups.
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GIRIS

Koyun yetistiriciliginde iiretimi artirmak
ana hedeflerden birisidir ve ovulasyon sayisi
koyunlarda biitiin iireme potansiyelinin en
onemli kismidir. Koyunlardaki yavru sayisi
hem genetik hem de ¢evresel faktorlerle kontrol
edilir (1).

Domestik koyun irklarinin cogunun yav-
rulama basina bir veya iki yavrusu olurken,
bazi nadir irklarin Booroola Merin, Cambridge,
D'Man Romanov, Finnish ve Landrace'da ii¢
veya daha fazladir. Yavru sayisinmi artirmak
icin ayni 1rk icerisinde yapilan caligmalar so-
nucu ¢ok yavas ilerlemeler kaydedilmistir.

Ciinkii yavru sayisinin heritabilitesi diistiktiir.
Ovulasyon sayist ve dolayisiyla yavru sayisini
etkileyen major genlerin (veya mutasyonlarin)
kesfi bilim adamlar1 arasinda ¢ok biiyiik ilgi
uyandirmistir (2). Ovulasyon sayisini artirmak
icin kullanilan en klasik yontem yiiksek de-
recede prolifik wrklarla ¢apraz melezleme yap-
maktir. Booroola irkinda kesfedilen tek bir gen
(F geni, fekundite geni) bu tiir yetistiricilikte
yeni ufuklar agmigtir(6). Booroola me-
rinoslarinda boyle bir genin varligi ilk defa
1980 yilinda ortaya atilmistir(1). O zamandan
beri, koyunlardaki tiremeyi etkileyen diger mu-
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tasyonlarin aragtirilmasi yogunluk kazanmistir
(3,4).

Davis et al.(3) Booroola'da ovulasyon
say1s1 acisindan 3 farkli genotip
tanimlamiglardir. Ovulasyon sayisi > 5 olanlar
(FF), 3-4 olanlar (F+), 1-2 olanlar (++). Bu so-
nuglar, tekrarlanan en az 3 gozlem sonucu elde
edilmistir. Booroola da fekundite geni (FecB)
tagiyict ve tasiyict olmayanlar arasinda ovu-
lasyon sayis1 bakimindan biiyiik farkliliklar ol-
masmna karsilik, sorumlu fizyolojik olaylar
aydinliga kavusturulamamistir(5). Goriiniiste
her iki genotipin de es gorildigi bil-
dirilmektedir. Ciinkii 6strus siklusu uzunluklar
(16-18 giin), Ostrus aktivitesi siiresi (yaklagik
33 saat), ostrusun goziikmesi ile ovulasyon
oncesi ilk LH piki arasindaki siire (8-11 saat)
ve ovulasyon oncesi LH pikinin siiresi ayni ola-
rak tespit edilmis, yine disilerde mevsimsel
Ostrus aktivitesinin siiresi olarak bir fark
gozlenmemistir. Bununla beraber, hipotalamik-
pituiter-ovaryum iligkisi ile ilgili yapilan yogun
caligmalar sonucu FecB geni agisindan
farkliliklar ~ tesbit  edilmistir(6-11).  Bu
farkliliklar hormon sentezi, muhafazasi ve
salimim diizeyinde ortaya ¢cikmistir. Ayrica ge-
lisen ovulasyon follikiillerinin fonksiyonunda
ve morfolojisinde de bu fark gozlenmistir
(10,12,13).

Koyunlarda >2mm c¢apl follikiillerin
biiytimesi akut olarak gonadotropinlere baglidir
(14-16). Bununla beraber, farkli irklarda ovu-
lasyon yapan ovaryum folikiillerine hangi mik-
tarda gonadotropinlerin katkida bulundugu
aciklik kazanmamustir ve cesitli sonuglar bil-
dirilmektedir. LH'nin ovulasyon sayisini kont-
rol etmede yer almadigina (17) dair genel bir fi-
kir birligine ragmen, prolifik ve prolifik ol-
mayan koyunlarda FSH konsantrasyonlarinda
fark bildirilmektedir. Lokal kontrollarina goére
prolifik D'Man (9) ve Booroola'da (6) follikiiler
fazda daha yiiksek FSH konsantrasyonlari bil-
dirilmistir. Tersine, diger prolifik irklarda
FSH'nin  boyle bir istinligiine rast-
lanmamustir. Prolifik Romanov ile non-prolifik
Ile de France (18); prolifik Finn ile prolifik ol-
mayan Suffolk irklar1 arasinda oldugu gibi
(19).. -

Son ¢aligmalar koyunlardaki ovulasyon
sayisinin, erken follikiiler fazda, FSH kon-
santrasyonlarimin  kisa siireli yiikselmesiyle
artirilabilecegini gostermistir (20). Booroola
merinoslarindaki ¢aligmalarda, F geninin muh-
temelen bu yolla fonksiyon gosterdigi ileri
stirtilmektedir.
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Bu ¢aligmada iilkemizde yetistirilen Sakiz
koyunlarinda ¢oklu dogum &zelliginin hormon
parametreleriyle olan iligkisinin arastiriimasi
amaglandi. Bu baglamda daha onceki yavru
sayis1 kayitlarina gore siniflandirilan Sakiz ko-
yunlar1 ve Akkaramanlar arasinda FSH ve LH
yoniinden bir fark olup olmadig: aragtirildi.

MATERYAL ve METOT
Saha Calismasi

TIGEM Kumkale Tarim isletmesi
Miidiirliigii'nde (Canakkale) bulunan 1,2,3.4
yavru doguran 3-5 yaglarindaki Sakiz ko-
yunlarindan 4'er tane segilerek toplam 16 hay-
vanda caligilmistir. Hayvanlardan kan alimini
kolaylastirmak i¢in Haziran ayinda tiim ko-
yunlara Medroxyprogesterone acetat (MPA) ih-
tiva eden vaginal siinger takildi ve 14 giin sonra
siingerler ¢ikarildi. Siinger ¢ikarimini takip
eden ikinci siklus baginda koyunlarin jugular
venine seksiiel siklusun 1.,9. ve 16. giinlerinde
kateter takildi ve 6 saat siire ile her 15 dakikada
bir kan alindi. Ayrica kan alimma giinde bir
kez olmak iizere iki siklus siiresince devam
edildi. Alinan kanlar hemen santrifiije edilerek
plazmalar1 -20 0C'de saklandi. Kontrol grubu
olarak 10 adet Akkaraman koyununda da Sakiz
koyunlarindaki kan alma islemi uygulandi.

OVINE LH (oLH) HORMONUNUN
EIA ILE TAYINI

oLH (NIADDK-oLH-1-2) ve oLH an-
tiserumu (NIADDK-anti-oLH-1) National Hor-
mone and Pituitary Program, National Institute
of Diabetes and Digestive and Kindey Diseases
USA'dan (NIDDK) saglandi.

. oLH
Isaretlenmesi

Hormonunun Biotinle

320 mikrogram oLH, 250 mikrolitre PBS
pH 7.5 iginde ¢oziildi ve 90 mikrogram D-
Biotinyl-aminocaproic asit N-hydroxy-
succimidine ester (20 mikrolitre N, N-
dimethylformamide iginde) ile reaksiyona so-
kuldu. Reaksiyona 4 h oda 1sisinda devam edil-
di ve reaksiyon 0.1 mg glycin ile durduruldu.
Oda 1s1sinda 4 h'lik bir inkiibasyondan sonra
karigima 1.0 mg Bovine Serum Albumin
(BSA) ilave edildi ve karigim 1 giin +40C'de
dialize edildi. Dialize edilen biotinyl-oLH kon-
jugati alikotlara ayrilarak -70 0C'de depolandi.
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Testin Yapihis

Mikrotitrasyon plaklari kuyu bagma 1.2
mikrogram olacak sekilde anti-tavsan IgG-keci
IgG ile +4 0C'de bir gece inkiibe edildi. Plak
daha sonra % 0.1 albumin ihtiva eden fosfat
tampon ile 60 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi.
Anti tavsan IgG-keci IgG ile kaplanan plaklara
20 mikrogram ornek veya standart (50-1.56 ng
LH/ml), 100 mikrolitre oLH antiserumu
(1:250.000 oraninda fosfat tampon ile diliie
edildi) pipetlendi ve plak 2 giin + 4 0C'de
inkiibe edildi. Tekrar igerigi bosaltilan plaga 20
ng/100 mikrolitre streptavidin-peroxidase kon-
jugati konuldu ve plak + 4 0C'de 20 dk inkiibe
edildi. Bu inkiibasyondan sonra plak 4 kere
yikandi ve plaga 150 mikrolitre/kuyu substrat
(%1 H202, % 0.6 3,3, 55- tet-
ramethylbenzidine) konuldu ve reaksiyon 40
dk. sonra 4 N H2SO4 ile durdurularak olusan
renk 450 nm'de fotometrede okundu.

OVINE FSH (oFSH) HORMONUNUN
EIA ILE TAYINI

oFSH (USDA-oFSH-19-SISFP-2), oFSH
antiserumu (NIDDK-anti-oFSH-1) ve oFSH re-
feransi1 (NIDDK-oFSH-RP-1) National Hor-
mone and Pituitary Program, National Institute
of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
USA'dan (NIDDK) elde edildi. oFSH hormonu
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oLH-EIA'daki aym yontemle isaretlendi ve saf-
lagtirild.

oFSH hormonunun EIA ile tayininde oLH-
EIA'daki ayni yontem uygulandi. Bu testte
oFSH antiserumu 1:20.000 diliisyonda ve bi-
otinyl-oFSH 60 ng/kuyu olarak kullanildr.

PROGESTERONUN EIA ILE TAYINI

Serumda progesteron diizeyleri mik-
rotitrasyon plak EIA yontemi ile Prakash et al.
(21)'mn bildirdigi yonteme gore analiz edildi.

BULGULAR

Sakiz koyunlarinmn (tekli, ikiz, ligiiz ve
dordiiz dogum yapan) ve Akkaraman Kko-
yunlarmin = ostrus  siklusunun 0,9 ve 16.
giinlerinde 6 saat siire ile her 15 dakikada bir
toplanan 24 plazma o6rnegindeki FSH ve LH
diizeyleri Sekil 1,2,3,4 ve 5'de gosterilmektedir.
FSH ve LH yoniinden gozle goriinen bazi bi-
reysel farkliliklar bulunmakla birlikte ortalama
degerler arasinda, Tablo 1'de goriildiigii gibi is-
tatistiksel ~olarak o6nemli bir fark bu-
lunmamugtir. )

ESH ve LH konsantrasyonlarinin EIA ile
tayinlerinde testlerin kontrolleri yapilmis, de-
neyici ve deneylerarasi varyasyon katsayilari
Tablo 2 ve 3'de, sensitivite degerleri Tablo 4'de
gosterilmektedir.

Tablo 1: Akkaraman ve Sakiz Koyunlarinin Siklusun 0., 9. ve 16. giinlerindeki FSH ve LH degerlerinin dnem kontrolii

Siklus Giinii Hormon t Serbestlik Derecesi P
0 oFSH 0.577 118 P>0.5
0 oLH 0.637 118 P>0.5
9 oFSH 0.337 118 P>0.5
9 oLH 0.442 118 P>0.5
16 oFSH 0.724 118 P>0.5
16 oLH 0.200 118 P>0.5

Tablo 2: Hormon testlerinin (EIA) deneyi¢i varyasyon katsayilar

Hormon n X (ng/ml) CV %
Progesteron 18 0.49 12.6
Progesteron 18 6.4 7.8
oLH 25 3.6 9.7
oLH 26 25.8 12.6




188

Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg. GUVEN, OZSAR, SABAN, CELEBI,
Cilt: 2 Say1:2 Sayfa 185-192 1996 COYAN, BUDANIR, MEYER

Tablo 3: Hormon testlerinin (EIA) deneyleraras: varyasyon katsayilari

Hormon n X (ng/ml) CV %
Progesteron 15 1.1 9.3
Progesteron 15 52 5.8
oLH 21 6.3 134
oLH 24 327 6.7
oFSH 22 9.8 13.8
oFSH 23 55.7 9.7
E: 17-Beta 15 0.038 17.3
E: 17-Beta 14 0.228 . 147

Tablo 2: Hormon testlerinin (EIA) deneyi¢i varyasyon katsayilari

Hormon ' Hassasiyeti
Progesteron 0.25 pg/kuyu
E: 17-Beta 0.20 pg/kuyu
oFSH 31.0 pg/lkuyu
oLH 31.0 pg/kuyu
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Sekil 1. Akkaraman koyunun seksiiel siklusun 0. giin (A), 9. giin (B) ve 16. giin (C)'lerinde
6 saat siire ile her 15 dakikada bir toplanan 24 adet plazma 6rnegindeki FSH ve LH diizeyleri
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Sekil 2. Tek yavru doguran Sakiz koyunun sekstiel siklusun 0. giin (A), 9. giin (B) ve 16. giin (C)'lerinde 6 saat siire
ile her 15 dakikada bir toplanan 24 adet plazma 6rnegindeki FSH ve LH diizeyleri
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Broek alima sayis:
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Sekil 3. ikiz dogum yapan Sakiz koyunun seksiiel siklusun 0. giin (A), 9. giin (B) ve 16. giin (C)'lerinde 6 saat siire
ile her 15 dakikada bir toplanan 24 adet plazma 6rnegindeki FSH ve LH diizeyleri
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Yrnek alma sayis:

Sekil 4. Ugiiz dogum yapan Sakiz koyunun sekstiel siklusun 0. giin (A), 9. giin (B) ve 16. giin (C)'lerinde 6 saat siire
ile her 15 dakikada bir toplanan 24 adet plazma 6rnegindeki FSH ve LH diizeyleri
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Sekil 5. Dordiiz dogum yapan Sakiz koyunun seksiiel siklusun 0. giin (A), 9. giin (B) ve 16. giin (C)'lerinde 6 saat
stire ile her 15 dakikada bir toplanan 24 adet plazma 6rnegindeki FSH ve LH diizeyleri
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TARTISMA ve SONUC

Ovulasyon sayisinin gonadotropin kon-
santrasyonlariyla kontrol edildigi ve go-
nadotropinlere kargi ovaryum sensitivitesi bil-

dirilmektedir (8,18). Baziprofilik koyun
irklarinda yiksek  ganadotropin  kon-
santrasyonlari gosterilmistir(6,9,10).

Calismamizda ¢oklu dogum yapan Sakiz ko-
yunlarinda, Akkaraman'a gore daha yiiksek go-
nadotropin konsantrasyonlari
gosterilememistir. Bu yonlii farkliliklar gesitli
bildiriler arasinda da celiskili sonuglar ortaya
cikarmisgtir. McNatty ve ark.(10)
cahigmalarinda ortalama FSH ve LH
diizeylerini Booroola F geni tastyanlarda (FF)
tagimayanlara (++) gore daha yiiksek bul-
mugstur. Bu ortalama degerlerdeki gene - 6zgii
farkliliklar anostrusta, luteal fazda ve klop-
rostenol ile indiiklenen foliikiiler fazda dikkate
deger olarak bildirilmigtir. Plazma FSH ve
LH'daki bu farkliliklar sik araliklarla kan
almma durumunda ve bunlarin ortalamalari
alindiginda elde edilmistir. Fakat hayvanlar bi-
reysel olarak ele alindiginda her hayvanda ayni
sonu¢ gozlenmemigtir. Robertson ve ark.(7)
Ostrusun 3. giiniinde pituiter FSH miktarmi Bo-
oroola merinoslarda, kontrol merinoslara gore
onemli derecede yiiksek bulmustur. Driancourt
ve ark. (8), prolifik Romanov ile prolifik ol-
mayan Ile de France irkinda ovulasyon yapan
folikiillerin farklilagmasi ve ovulasyon sayisi
acisindan c¢aligmalarda bulunmusglar ve so-
nucta gonadotripin konsantrasyonlari ile ovu-

lasyon i¢in biiytik folikiillerin  geligmesi
arasinda lineer bir iligki  olmadigini bil-
dirmislerdir.

Montgomery ve ark.(l), F geni tastyict Bo-
oroola'da tagimayanlara gore FSH ve LH kon-
santrasyonlarmin daha yiiksek olma egilimi ol-
masia ragmen, bu farkliliklarim her zaman is-
tatistiksel ~ olarak o6nemli olmadigmi ileri
sirmiislerdir. Ovulasyon oncesi FSH kon-
saantrasyonlari Booroola merinoslarda
kargilagtirilmigtir (20). 2-3 yashlarda bir fark
gozlenmezken 8 yaslilarda kontrollere gore da-
ha yiiksek FSH konsantrasyonlart elde edil-
mistir. Buna karsilik, ortalama ovulasyon
sayist 1.7 olan Galway, 3.6 olan finnish Land-
race ve 4.9 olan Finnish Landrace irklarinda fo-
likiiler faz FSH konsantrasyonlart da olciilmiis
ve ovulasyon sayist acisindan bir fark bu-
lunmamistir. Scaramuzzi ve Radford (22), Bo-
oroola ve kontrol merinoslarda 0Ostrus sik-
lusunun 2,9 ve 16. giinlerinde ortalama LH kon-
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santrasyonlar1 ve puls araliklari acisindan bir
fark bulamamisglardir. Bindon ve ark. (6), ovu-
lasyon sayisinin, ovulasyon Oncesi periyotta,
LH'nin salgilanma modelinden bagimsiz ol-
dugunu ileri siirmiiglerdir. Booroola ve kontrol
merinoslarda normal siklusun 15. giiniinden
baglayarak takip eden siklusun 3. giiniine kadar
toplanan 3 saatlik plazma 6rneklerinde (2,3 ve 8
yash hayvanlarda) ovulasyon ¢ncesi FSH ve
LH salimmmlarinin  yiiksekligi  biitiin  ge-
notiplerde, kontrollerde ve farkli yag grup-
larinda benzer bulunmustur.

Sonu¢ olarak diyebiliriz ki Go-
nadotropin  konsantrasyonlarindaki kantitatif
farklibklar  prolifik irklarda, prolifik ol-
mayanlara gore yiiksek ovulasyon sayisina
katkida bulunmazlar. Baz1 profilik ve profilik
olmayan rklarda  gonadotropin kon-
santrasyonlar1 arasindaki farkliliklar, yiiksek
ovulasyon sayisina neden olmaktan ziyade,
farkli sayida ovulasyon yapan follikiillerin et-
kisinden dolay1 olabilir. Bununla beraber ko-
yunlarda ovulasyon sayisini kontrol eden me-
kanizma koyun foliikiiler sivisinda bazi ovar-
yum fonksiyon diizenleyicilerinin (inhibin gibi)
kesfine ragmen, halan tam bir aciklik ka-
zanmamistir. Bu konuyla ilgili olarak, dértten
fazla yavrulayan sakiz koyunlarinida kap-
sayacak sekilde daha ¢ok sayidan hayvan
tizerinde ¢alisma yapilmasi 6nerilebilir.
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