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Koyunlarda Gebelik iliskili Glikoproteinler (PAGs) Ile Gebelik Teshisi
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1. TURKCE OZET

Amagc: Gebelik ile iliskili glikoproteinler (PAGs) koyunlari da kapsayan
ruminantlarda gebelikte trofoblastik hticrelerden koken alan iki ¢ekirdekli hicreler
tarafindan dretilmektedir. Sunulan bu calismada koyunlarda erken gebelik ve tim
gebelik boyunca kan plazmasindaki PAGs konsantrasyonunun belirlenmesi
amacland.

Gereg ve Yontem: Calisma icin toplam 16 bas gebe koyun kullanildi. Birinci
calisma (gebelik boyunca PAGs profilinin izlenmesi) igin 8 bas koyundan gebeligin
0, 55, 85, 113 ve 145. giinlerinde kan plazmas: topland:. ikinci calisma (erken
gebelikteki PAGs profilinin belirlenmesi) igin ise gebeligin 18, 21, 25, 28 ve 35.
gunlerinde kan plazma drnekleri toplandi. Elde edilen plazma 6rneklerinde PAGs
degerleri ticari (Sheep Pregnancy Associated Glycoproteins) ELISA Kiti ile dlculdi.

Bulgular: Sonuglar degerlendirildiginde gebeligin 0. gununde plazmada
bazal seviyede PAGs oldugu tespit edilmistir (14,99+1,63 ng/ml). Birinci ¢alismada
gebeligin 0. glnd ile kiyaslandiginda; gebeligin 55, 85, 113 ve 145. gunlerindeki
degerleri arasinda istatistiki olarak énemli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). ikinci
caligmada ise gebeligin 35. guninde plazma PAGs degerinin 18. gin ile
kiyaslandiginda dnemli 6lglide arttig: tespit edilmistir (p<0,05).

Sonug: Elde edilen sonuclar degerlendiginde koyunlarda gebelik boyunca
plazma PAGs dlzeyinin surekli artan bir profil cizdigi gortulmektedir. Yine bu
sonuclara gore calismada kullanilan PAGs Kiti ile en erken 35. glinde gebelik teshisi

yapilabilecegi sylenebilir.

Anahtar Sozcukler: gebelik ile iliskili glikoproteinler (PAGSs), gebelik,
ELISA, koyun, gebelik teshisi
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2. INGILiZCE OZET (ABSTRACT)

Aim: Pregnancy-associated glycoproteins (PAGS) are produced by embryonic
binuclear trophoblast cells during pregnancy in ruminants, including ewes. The
present study aimed to determine the PAGs concentration in blood plasma during
early pregnancy and throughout pregnancy in ewes.

Material and Method: For this purpose; sixteen pregnant sheep were used.
For the first study (PAGs profile monitoring during pregnancy), blood plasma
samples were collected on days of 0, 55, 85, 113 and 145 during pregnancy in ewes
(n=8). For the second study (determination of PAGs profile in early pregnancy),
blood plasma samples were collected on days of 18, 21, 25, 28 and 35 during the
early pregnancy in ewes (n=8). The plasma PAGs concentrations were measured by
commercial ELISA Kit.

Results: There was a basal PAGs concentration on the Oth day of pregnancy
(14,99 % 1,63). In the first study, there was also a statistically significant difference
on plasma PAGs concentration on days of 55, 85, 113, 145 in pregnancy, compared
to the day (p <0, 05). In the second study, it was determined that the plasma PAGs
concentration significantly increased on the 35th day of pregnancy compared to the
18th day (p <0, 05).

Conclusion: According to these results, the plasma PAGs concentrations are
elevated during pregnancy in sheep. Moreover, it could be concluded that PAGs Kit
used for the present study could diagnose pregnancy as early as at 35 days after
mating in ewes.

Key Words: Pregnancy-associated glycoproteins (PAGS), pregnancy,

ELISA, ewes, pregnancy diagnosis



1. GIRIS VE AMAC

Hayvancilik isletmelerinde sirt devamliliginin saglanabilmesi ve elde edilen
ekonomik kazang agisindan dol verimi (yavru elde edilmesi) olduk¢a Gnemlidir.
Koyun yetistiriciliginde dol veriminin optimal dizeyde tutulabilmesi igin sirtdeki
her koyunun her yil dogum yapmas: gereklidir. Koyunlarin ineklerde oldugu gibi
laktasyon ve yiksek st verimi stresinde olmamalar: reproduktif verimliligin
surddrdlmesinde 6nemli bir avantaj olusturmaktadir. Ancak tlkemizin de yer aldig:
kuzey yarim kurede yetistirilen koyun wklarmin blyik bir ¢ogunlugu mevsimsel
polidstrik hayvanlar olmasi nedeniyle koyunlar bir Greme sezonu iginde siirl sayida
oOstrus siklusuna sahiptirler. Ayrica yetistiricilerin bilingli olmamalari, koyunculugun
ektansif sartlarda yapilmasi nedeniyle bakim-besleme sartlarinin yetersiz olmasi vb.
faktorler de  reproduktif  verimliligin  surddrilmesinde  olumsuzluklar
olusturabilmektedir.

Gunlmuzde koyunculuk isletmelerinin cogunda sitcl inek isletmelerinin
aksine Ostris ve gebelik kontroli yapilmadigindan fertilite parametrelerini
degerlendirmek zorlasmaktadir. Ancak hem koyunlarda Uremenin mevsimsel
karakterli olmas: hem de dol veriminin optimal diizeyde tutulabilmesi icin 0zellikle
entansif yetistiricilik yapilan isletmelerde, kogun degerli ve sayismin az oldugu
strtlerde, bilimsel calismalarda ve suni tohumlama, embriyo transferi gibi
biyoteknolojik uygulamalarda gebeligin mimkin olan en kisa stirede tespit edilmesi
oldukca Onemlidir. Erken gebelik tanisi ile gebe olmayan koyunlarin belirlenerek
tekrar tohumlanmalart mimkiin olmaktadir. Ayrica herhangi bir problem nedeniyle
infertil olan koyunlarin ireme sezonu igerisinde tedavi edilmeleri ve tohumlanmalar:
icin de bir firsat olusturulmaktadir. Bu uygulamalar kisirlik nedeniyle kesim ya da
satis yoluyla siriiden uzaklastirilacak koyun sayisinin ve kisir koyunlarin beslenmesi
yoluyla olusacak ekonomik kayiplarin da azaltilmasina imkén saglamaktadir.

Ayrica gebe ve gebe olmayan koyunlarin ayrilmasi; besleme stratejilerinin
olusturulmasi, koyun ve kuzularin asillanmasi, kuzularin sttten kesilmesi, Grtnlerin
pazarlamasi gibi isler yoninden siru idaresini kolaylastirmaktadir (1, 2).

Koyunlarda gebelik tanis1t amaciyla pek ¢ok yontem (abdominal palpasyon,

ultrasonografi, gebelik spesifik protein B, gebelik iliskili glikoprotein, fotal

3



elektrokardiyogram, vaginal smear, vaginal biyopsi, servikal mukus kaynatma testi,
radyografi, progesteron analizi vb.) gelistirilmistir. Ancak glnimuizde bu
yontemlerden sadece birkagi erken gebelik tespiti amaciyla kullanilabilmektedir.
Gelistirilen yontemlerin  bircogunun ekonomik, pratik ve saha sartlarinda
uygulanabilir olmamasi, erken dénemde sonu¢ vermemesi, dogruluk oraninin diisiik
olmasi, anne ve yavruya zararl etkilerinin bulunmasi, deneyimli laboratuvar elemani
ve/veya donanmimli laboratuvara ihtiya¢ duyulmasi gibi sebeplerden dolay:
kullaniimamaktadir (3,4). Koyunculukta kullanilacak olan gebelik tan1 yonteminin;
kolay uygulanabilir, tekrar edilebilir, distik maliyetli, non-invaziv, sonuclarinin
guvenilir ve uygulayict saghigr acisindan en az diizeyde risk olusturmas: gereklidir
(2).

Ozet olarak, hayvansal uretime onemli dizeyde Kkatkis1i olan koyun
yetistiriciliginde erken gebelik tanisinin dnemi son yillarda daha da artmistir ve bu
konuda yeni caligmalarin yapilmas: gereklidir. Sunulan bu tez caligmasinda
koyunlarda gebeligin erken doneminde (18, 21, 25, 28 ve 35. glnler) ve gebelik
boyunca (0, 55, 85, 113 ve 145. glnler) gebelik spesifik protein ailesine ait olan
gebelik ile iliskili glikoproteinlerin (PAGs) seviyesi Enzym Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) yontemi ile ticari kit kullanilarak arastirilmistr.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Koyunlarda Erken Gebeligin Fizyolojisi

Fertilizasyon ile baslayip doguma kadar olan gebelik suresi, koyunlarda
ortalama 150 gundir. Bu sure¢ konseptusun yapisi, fonksiyonlari ve maternal
ortamla olan baglantilarina gore U¢ ayri donemde incelenmekte ve su sekilde
tanimlanmaktadir (5);

1) Blastogenezis donemi; erken embriyonal donem olarak ta tanimlanan bu
strec fertilizasyondan gebeligin maternal kabuline kadar olan (implantasyon éncesi)
donemi (fertilizasyonun gerceklesmesinden sonra ki 12. gline kadar olan donemdir)
kapsamaktadir.

2) Embriyonal dénem; gebeligin maternal kabulliniin ve embriyonun uterusa
implantasyonunun tamamlandigi ve gebelik stresince yavrunun korunmas: ve
beslenmesi icin gerekli maternal kan akisini saglayacak olan plasentasyonun
baslangicini igeren, gebeligin olusumu ve devamlilig1 agisindan ¢ok énemli olaylarin
gerceklestigi 34. gune kadar olan suregtir.

3) Fotal donem; embriyonal donemi izleyen yavrunun devamli gelisme

gOsterdigi doguma kadar olan surectir.

2.1.1. Blastogenezis donemi

Cogu memeli canhda oldugu gibi koyunlarda da fertilizasyon ampulla
bolgesinde gerceklesmekte olup, 8-16 hucreli morula doneminde embriyo uterusa
ulasir.  Embriyonun zona pellucida disina ¢ikisi (hatching ) ise koyunlarda
tohumlama sonrast 8. gunde oldugu bildirilmistir. Blastosit zona pellucidadan
ciktiktan sonra inner cell mass hticreler; hipoblast ve epiblast olmak tzere ¢ift kath
disk olustururlar. Bu disk olustugunda embriyo ovoid sekildedir, 11. giinden sonra ip
(flament) gibi uzar. Plasentasyon 15. giinden sonra baslar. Uzayan konseptus hem

gebe olan kornuya hem de gebe olmayan kornuya ulasir (6, 7).



2.2. Gebeligin Maternal Kabulu

Gebeligin maternal kabuli; embriyo, uterus ve korpus luteum arasinda
gerceklesen embriyonun varligini anneye bildirmesi ve luteolizisin durdurulmasi ile
progesteron sentez ve salinimmin sdrekliligini saglayan korpus luteumun émrindn
uzatilmasi ile sonuglanan fizyolojik bir stregtir (8).

Siklik koyunlarda, 6stris siklusunun son glinlerinde ovaryumda gelismekte
olan follikillerden salgilanan Ostrojen, endometriyumda oksitosin reseptorlerinin
artisina neden olur. Hipofiz arka lobu ve korpus luteumdan salinan oksitosin,
endometriyumdan pulsatil Prostoglandin F2 Alfa (PGF2a) salinimini stimiile eder.
Oksitosin reseptorlerinin sayisindaki artigla gerceklesen sinerjik etkilesimle PGF2a
salmimi daha fazla ve sik araliklarla gergeklesir (9). Uterus venasindan ovaryum
arterine aktarilan PGF,a CL’nin fonksiyonel ve yapisal regresyonuna neden olur ve
plazma progesteron dlizeyi bazal seviyelere geriler. Gebelik durumunda ise embriyo
fertilizasyon sonrasi1 3-4. giinlerde uterusa ulasir. Inner cell mass ve trofoektoderm
hicrelerinden tesekkil olan yap1 7. gunde blastosist (konseptus) asamasina gelir.
Blastosist 8. guniinde yukarida ifade edildigi gibi kendisini c¢evreleyen zona
pellusidadan kurtulur (hatching) ve endometriyumla ilk temas: gerceklesir. Bu
asamada gebeligin strdurulebilmesi igin luteolizisin engellenmesi ve progesteron
dizeyinin yuksek kalmasi gerekmektedir. Ruminantlarda gebeligin maternal
kabulunun gebeligin 12-24. gunleri arasinda trofoblastik hiucrelerden salgilanan ve
interferon-tau (IFN-t) ad: verilen bir sitokin tarafindan baslatildigi yapilan birgok
calisma ile gosterilmistir (10,11). Interferon-tau, anti-luteolitik etkisini ostradiol
reseptorlerini baskilayarak oksitosin reseptorlerinin artigina mani olmak suretiyle
olusturmaktadir (12). interferon-tau, anti-luteolitik etkinin yani sira konseptusun
uzamasi, gelismesi ve implantasyonu icin gerekli olan uterusun reseptivitesinde
duzenleyici etkileri olan endometriyumdaki bazi genlerin ekspresyonunu da

duzenleyici bir etkiye de sahiptir (13).



2.2.1. implantasyon

Implantasyon; embriyonun ekstra embriyonik keseleri olusturacak olan
trofoektoderm hicreleri araciligiyla endometriyuma tutunmasi, uygun sekilde
endometriyum ile karsi karsiya gelmesi (oryante olmasi) ve gelisiminin
devamliliginin  saglanmasidir. Koyunlarda gebeligin 12, giliniinde baslayan
implantasyon yavas gelisen bir sure¢ olup ve yaklasik gebeligin 22. glnunde
tamamlanmaktadir (14, 15). implantasyonun olusma zaman tiiriin gebelik siiresi ile
iliskili degildir. Implantasyonun gerceklesmesi icin éncelikle mononiikleer trofoblast
hicrelerinin endometriyal luminal hiicrelere yapigsmas: gerekmektedir (15). Bu iKi
tabakanin kaynagmasiyla endometriyumun luminal yizeyini doéseyen epitelyum
hicrelerinin monontikleer trofoblastik hiicreler ile adezyonu ve luminal epitelyumda
binukleer hiicrelerin birleserek sinsityum ad: verilen ¢ok c¢ekirdekli biyik hicreler
olusmaktadir (6).

Koyunlarinda dahil oldugu ruminantlarda implantasyon olayi; sirasiyla 1)
blastosist’in zona pellusidadan kurtulmasi, 2) blastosist’in endometriyum ile ilk
temasiyla kornu uteriye longitudinal yerlesmesi 3) trofoektoderm hicreleri ile
luminal suferfisiyal glandular epitelyumun karsilagsmasi, 4) blastosist’in  bu
tabakalara adezyonu ve 5) smirh endometriyal invazyon seklinde (Sekil 1)
gerceklesmektedir (16).

Implantasyon, plasentanin formasyonuyla sonuglanan gebelik boyunca
embriyonik ve fotal gelismeyi destekleyen bir olusumdur. Embriyo uterus
endometriyumuna temas etmeden 6nce (zona pellusidadan kurtulmadan 6nce) uterus
bezlerinden sekrete edilen ve histotrof ad: verilen (uterus sitt) karisimla difuzyon
yoluyla beslenmektedir. Histotrof embriyonun gelisimi i¢in yetersiz kaldigi durumda

implantasyon ve plasentasyon baslamaktadir (17).
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Sekil 1. Ruminantlarda implantasyon (16)

2.2.2. Plasentasyon

Plasenta, yavruya ait koryon ve anneye ait uterus mukozas: arasinda gebelikte
gelisen ekstra embriyonal gecici bir dokudur. Iceriden disarrya dogru amniyon,
allontois ve koryon seklinde siralanan (¢ katmandan olusan plasenta gebelik
siresince yavrunun beslenmesi ve gelisimi i¢in dolasim, bosaltim, solunum gibi ana
fonksiyonlarin yaninda immdanolojik bariyer ve hormonal Uretim gibi ¢ok dnemli
fonksiyonlar: gerceklestirmektedir. Implantasyonun baslangiciyla beraber uterus
mukozas: ve koryonun farkli katmanlarinin kombinasyonuyla olusmaya baslayan bu
doku kompleksi memeli turlerine 6zgl anatomik, histolojik ve jinekolojik farkliliklar
gostermekte ve bu farkliliklarina iliskin olarak farkl sekillerde smiflandirilmaktadir.

Implantasyonla birlikte plasenta sekillenmeye baslar. Igten disa dogru
amniyon, allantois ve koryon olmak (zere (i¢ ayri1 zardan olusur. Yavru zarlari ayri
ayr1 veya belli kombinasyonlar halinde plasenta olusumunda yer alirlar ve plasenta
olusumunda yer alan yavru zarina gore farklilik gosteren ¢ temel tip (koryonik,
koryoallantoik plasentasyon gibi) plasentayr meydana getirirler (3, 18).

Kiguk ruminantlarda plasenta tarafindan salgilanan en dnemli hormonlar

progesteron, 6strojenler ve plasental laktojenlerdir (19).



Koyunlarda plasentom ¢api1 10-50 mm olup fettis basina 20-70 adet arasinda
degismektedir (19). Ruminantlarda koryon (Uzerindeki villuslar belli odaklarda
topluluk halinde bulunurlar ve bu odaklar kotiledon olarak isimlendirilir. Koyunda
sayilar1 80-100 civarindadir. Plasentomlarin fotal kismi kotiledonlar, maternal kismi
ise karunkulalardir. Karunkulalarin bulundugu boélge implantasyon alanlaridir.
Implantasyon siirecinde endometriyal yiizeyde derin karunkular kriptler sekillenir,
fotal koryoallantoisin kotiledoner villilerine ¢ok miktarda dallanarak girmektedir.
Plasentomlarin ¢ap1 konseptus gelistikce artmaktadir. Uterusun luminal capinin
gelismesiyle birlikte karunkular kriptlerin derinlikleri de artmakta, 6zellikle
karunkulalar da vaskilarizasyon artmaktadir (4).

Kiguk ruminantlarda plasenta desiduali plasentalar ile adesidual tip
plasentalar arasinda yer alr ve bu nedenle intermedia tip plasentadan s6z edilebilir.
Histolojik yonden sindesmokoryal, morfolojik ydnden villi koryalislerin
yerlesmesine gore lokal plasentadir. Villi koryalisler yuvarlak veya oval kiimeler
halinde lokalize olmuslardir. Bu yapilardan dolay: kotiledoner plasenta sinifina
girerler. Bunlar endometriyumda karunkulalar ile birleserek plasentom adi verilen
yapilari olustururlar (4).

Sonug¢ olarak, koyunlarda implantasyon asim sonrasi 15-16. gunlerde

baslamakta plasentasyon ise 50-60. guinler arasinda tamamlanmaktadir (20).

2.3. Koyun Gebelik Tespitinde Kullanilan Guncel Tam Ydntemleri

Asim veya tohumlama sonras: hayvanin dogum yapmasi en basit ve en kesin
test olmakla birlikte artan dinya nufusunun ihtiyaglarmin kit kaynaklardan
karsilanabilmesinin gerekliligi gebeligin mumkin oldugu kadar erken teshisini
zorunlu kilmaktadir (21). Ko¢ veya tekenin suru igerisinde serbest dolastig
isletmelerde erken gebelik tanisi 6Gnemsenmeyebilir. Ancak modern yetistiricilikte,
kontrollt Uremenin yapildig: strtilerde, sezon dis1 uygulamalarda, kogun kiymetli ve
sayica yetersiz oldugu durumlarda ve suni tohumlama uygulamalarinda erken gebelik

tanis1 blyik 6nem tasimaktadir (3).



Koyunlarda erken gebeligin tanis1 gebe hayvanlarin kesiminin énlenmesi ve
gebelik stresince uygun gida rasyonlari uygulanarak yavru dogum agirliginin normal
olmasinin saglanmasi yoniinden 6nemlidir (22).

Gunumuzde evcil ciftlik hayvanlari icin zaman igerisinde gelistirilen
dogrudan veya dolayli gebelik teshisi amaciyla kullanilan c¢esitli yontemler

bulunmaktadir.

2.3.1. Ultrasonografi

Bu alan ile ilgili olarak koyunlarda gebelik tanis1 yoniinden ilk bilimsel
calismanin 1966 yilinda yayinlandig: goriilmektedir. Onceleri gebelik tanis1 A-Mode
ya da Doppler sistem olarak uygulanmistir. Daha sonra ise B-Mode ultrason
1980’lerde kullaniimaya baslanmigtir (23).

B-model, dokulardan geriye donen ses dalga yankilarin zemini genellikle
siyah olan bir ekran (CRT, katot ray tip ekrani) Uzerinde 1s1k noktalar1 seklinde
gosterilmesidir. Koyunlarda ultrasonografik muayene transrektal ve transabdominal
yolla yapilir. Gebelik tanisi, canlilik muayenesi, fotal say1 ve yas tahmininde hizl,
guvenilir ve pratik bir yontemdir (24). Gebeligin 17-19. gininden itibaren
transrektal olarak yapilan gebelik tanisi, 25. guninden itibaren embriyo sayimi, 30.
gununden itibaren ise transabdominal yoldan muayeneler yapilabilmektedir (2, 25,
26, 27).

Ultrasonla bakildiginda konseptusun etrafinda kese seklinde sivi birikimi
sirkuler-yuvarlak ya da biraz uzamis olarak (anekoik-siyah) gorulir ve uterus
dokusundan ayrilir. Yaklasik her bir kesenin ¢api birkag mm’dir. Birden fazla
anekoik alan olmasi gebe olduguna yorumlanabilir. Fakat hidrometra gibi durumlar
gebelik ile karstirilabilir. Gumimuz teknolojisi ile uterus igerisindeki sivi birikimi
gebeligin 14-20. gunleri arasinda transrektal teknik kullanilarak deneyimli bir
operator tarafinda teshis edilebilecegi bildirilmesine ragmen siv1 birikimi en kolay ve
pratik olarak 21. glinde goéralir. Yine ayn: sekilde embriyonun transrektal yolla 18.
ginde olabilecegi bildirilmistir (28). Embriyonik kalp atimlar: ilk olarak 18-23.
gunler arasinda gorilebilecegi gozlemlenebilir. Plasentomlar gebeligin  26-28.

gunlerinde gorilebilir, tam goriintl ise 35. giinde olur (23).
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Gergek zamanli B-Mode ultrasonografinin; basit ve guvenilir oldugu, non
invaziv gorintt elde etmek igin fazla beklemeye ihtiya¢c duyulmadigi, hayvan ve
operatdre herhangi bir zararmin olmadig: bildirilmistir. Ilk zamanlarda erken gebelik
tanist icin kullanilan bu teknik guiniimiizde dogum sonrasi problemlerin (gti¢ dogum,
kuzu ve embriyonik 6limler) anlasiimasz icin kullaniimaya baslamistir. Ozellikle 30.
gune kadar yanlhs pozitif sonucu etkileyen durumlar (embriyonik ve fétal 6limler)
olabilir. Transrektal muayene i¢in mikrokonveks ya da linear prob, abdominal
muayene icin ise konveks ya da mikrokonveks prob tercih edilir (23).

2.3.2. Endokrinolojik Muayeneler

2.3.2.1. Sut Progesteron Analizi

Asimdan sonra 18. glinde yapilan sut progesteron analizinde dogruluk orani
%92-100 arasinda degismektedir (12). Asimdan sonraki 22-26. gulnlerde 10
ng/mI’nin Uzerinde olmasi gebelik yoniinden pozitif olarak degerlendirilmektedir.
Gebe olanlar1 dogru belirleme oran1 %86, gebe olmayanlar: dogru belirleme orani
%100 olarak bildirilmektedir (1). Sutte bulunan 0zel proteinlerin daha ylksek
seviyede olmasi gebe olan hayvanlarin tanisinda dogruluk oranmin disuk ¢ikmasinin

nedeni olarak bildirilmektedir (4).

2.3.2.2. Plazma Progesteron Analizi

Plazma progesteron dizeyinin belirlenmesi koyunlarda asimdan sonraki 17-
18. ginlerde, kecilerde ise 18-22. gulnlerde enzim immunoassay (EIA), radio
immunoassay (RIA) ve enzim linked immuno sorbent assay (ELISA) yontemleri
kullanilarak yapilmaktadir. Bu testler kullanilarak asimdan sonraki 17-18. gunlerde
gebe olmayan koyunlarda %100, gebe hayvanlarda %85-100 oraninda dogru tani
konulabilmektedir. Progesteron dizeyinin  belirlenmesinin  diger muayene
yontemlerini destekleyen guvenilir bir yontem oldugu, ancak erken embriyonik

olimlerin  her zaman dustnilmesi gerektigi  belirtilmektedir. Progesteron
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analizlerinin maliyetinin yuksek olmasi, fazla zaman almasi, donanimli bir
laboratuvara gereksinim gostermesi ve tekli-coklu gebeliklerin ayirt edilmesindeki
dogrulugunun disuk olmas: yontemin dezavantajlari olarak kabul edilmektedir (3,
12, 24, 29).

2.3.3. Koryonik Somatotropin veya Plasental Laktojen(PL)

Memenin gelisimi ve laktasyondan sorumlu olan koryonik somatotropin
gebeligin 55. guntnden sonra kanda 6nemli derecede artig gostermektedir. Gebeligin
64. guninde PL’nin RIA yontemi ile 6lgllmesiyle gebe hayvanlarda %97, gebe
olmayan hayvanlarda %100 dogrulukta sonug elde edilmistir (2, 12).

2.3.4. Gebelik le iligkili Proteinlerin Degerlendirilmesi

Bu proteinler gebeligin implantasyon asamasinda (koyunlarda 14, ineklerde
18. gunden itibaren) trofoblasttan koken alan iki cekirdekli dev hicrelerden
uretilirler. Bu hticreler gebelik boyunca plasentadaki hicrelerin %20’sini olustururlar

ve gebelik boyunca surekli yenilenmektedirler.

Cift Cekirdekli hiicrelerin (BNGC) plasentadaki gdci

Bazal membran

F&étal
{(Chorion)

Maternal
(epitelyum)

Bazal membran

" . Pty

MaternaTDolaglm.

Sekil 2. Cift cekirdekli hicrelerin gorinumi (9)
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Bu hiicreler Sekil 2°de goruldugt gibi embriyodan kéken alip endometriyuma
goc ederler. Bu hicreler ruminantlara 6zgt Gebelik Spesifik Protein B (PSPB) veya
diger ad:1 gebelik iligkili glikoproteinler (PAGs) uretirler. Gebelik spesifik protein B
(PSPB) ilk olarak inek plasentasinda bulunmus olup bu protein fotal trofoektodermin
bintkleat hucrelerinden salinan ashinda bir gebelikle iligkili glikoproteindir. RIA
yontemi ile miktar dlgiimleri gergeklestirilebilir. Bu protein gebelik siresince aktiftir.
PSPB’nin fizyolojik roliiniin baslangicta PGF,a’y1 uyararak korpus luteumun (CL)
devamini saglamak olarak dustnilmis fakat giinimuizde IFN-t’nun bu roli oldugu
bilinmekte olup PSPB’nin bundan daha baska fonksiyonlarinin olabilecegi
sanilmaktadir. Willard ve ark. (30) tarafindan Koyun Gebelik Spesifik Protein B
(ovPSPB)’ye kars1 RIA kiti gelistirilmistir. Tohumlama sonras: gebeligin 19-20.
gunlerinde PSPB tespit edilebilmektedir. Bu PSPB gebelikte 30. giine kadar artmakta
ve duzeyi 10,8+0,4 ng/ml dizeyine ulasmaktadir. Dogum sonrasi hizla periferal
dolasimdan elimine edilirler ve periferal kandaki konsantrasyonlar: postpartum 3.
hafta icerisinde belirlenebilen diizeyin altina iner. Koyunlarda inek Gebelik Spesifik
Protein B (boPSPB) test kiti ile gebeligin 26-106. ginleri arasinda gebe olanlarda
%100 ve gebe olmayanlarda %83 oraninda kesin gebelik tanis: yapilabilinir. PSPB
konsantrasyonu sayisal olarak 6lgiilemez, ¢unkl koyun antijenleri sadece boPSPB
antikorlariyla tam olmayan ters reaksiyonlar gosterir. PSPB konsantrasyonlari
fettstin cinsiyeti tarafindan etkilenmemektedir. Gebeligin 50 ve 100. gunleri arasinda
PSPB konsantrasyonlar: plasental dogum agirligiyla pozitif orantilidir (12, 29, 31,
32).

Sasser ve ark. (34) tarafindan gebe ineklerin kanindaki proteinleri
tamimladiklar: zaman yapilmistir. izole ettikleri protein “gebelige 6zgii protein B” ya
da “PSPB” olarak adlandirilmistir. PSPB, plasenta tarafindan Gretilen PAGs ailesinin
uyesidir. Biyokimyasal bakis agisiyla, PSPB ile boPAGs-1 ayni seydir (35).
Gunimuzde ¢ok az calisma PAGs molekullerinin gebeligin devaminda ve immun
modulasyonunda rolu oldugunu bildirmesine ragmen PAGs’in gebelik Uzerine
fonksiyonlar1 halen bilinmemektedir (21). Yapilan bir calismada PAGs’larin plasenta
bariyerini gecip fotal kan dolasimina da girdigi bu yonuyle de yeni doganda ve fotal
yasamda da rollerinin olabilecegi iddia edilmistir. Ozellikle erken postnatal periyotta

neonatal sirktlasyondaki PAGs’larin pasif transfer immunitesinin de roliiniin oldugu
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sanmlmaktadir (36). Gebelik proteinlerinin yapist ruminant turleri arasinda
korunmustur. inek ve koyun PAGS’larmin yapis: yaklasik %70 oraninda benzerlik
gosterir. Bu yoniyle inek PAGs’1 ve PSPB 6lgim yontemleri koyun PAGS’larinin
tespitinin yapilmasina izin verir (29). Ruminantlarda gebelik sirasindaki PAGs profili
wrk, alt tdr, fetts sayisi, dogum agirligi, annenin beslenme durumu cevre sartlar: ve
kullanilan 6lgim yonteminden de etkilenir (37, 38).

PAGs ile ilgili glncel bilgiler 1s1ginda glinimuzde 30’dan farki alt tirtnin
tespit edildigi ve ilk tespit edilen molekilin PSPB oldugu dikkate alindiginda
koyunlarda gebelik boyunca trofoblastin iki c¢ekirdekli hicreleri tarafindan birgok
glikoproteinlerin sentezlendigi soylenebilir (33). PAGs’lar aspartik proteinaz ailesine
aittir. Aspartik proteinaz ailesi ruminantlarda farkli derecelerde glikosilasyon yapan
10 antijenik protein igerir. Bu glikoproteinlerin bircogu enzim aktivitelerine sahip
degildir. Molekdler agirliklari1 43-67 kDA’dwr. Foto maternal sinsityum sekillendigi,
cift cekirdekli trofoblast hicrelerinin endometriyuma gogtugu plasentasyonun
basladig1 donemde kanda belirlenebilir. Merinos koyunlarinda kanda asimdan sonra
3. haftada 30 koyunun 20’sinde, 4. haftada ise butiin koyunlarda tespit etmislerdir.
Gebeligin 3-9. haftasindan itibaren gebelik glikoproteinleri diizeyinde artis daha
yavastir (2). Farkli tip koyun irklarinda plazma PAGs profili gebeligin 9.-17.
haftalar1 arasinda degisken oldugu, gebeligin 17. haftasindan doguma kadar olan
strede ise tum wklarda arttig: bildirilmistir. Postpartum 4. haftada PAGs diizeyi hizl
bir sekilde bazal seviyeye iner (49).

Sunulan bu tez calismasinda yukaridaki bilgiler 1siginda ticari bir koyun PAG
ELISA Olglim kitinin koyunlarda erken gebelik tanisinda kullanilabilirligi, tim
gebelik boyunca kan plazmasindaki PAGs konsantrasyonun belirlenmesi, elde edilen
sonuclarin  klinik  veteriner  hekimlerin  bilgisine sunulmasi ve sahada
kullanilabilirligin belirlenmesi amacglandi. Bu yoni ile elde edilen sonuglarin

koyunlarda erken gebelik tespitinde bu kitin kullanilabilirligi de test edildi.
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan g¢alisma igin canli hayvan materyali kullanilmamis olup, ¢alismada
Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji laboratuvarinda (-80 °C)

saklanan, dnceden toplanmig gebe koyun kan plazmalar: kullaniimistir.

3.1. Cahsmadaki kan 6rneklerin kullanildig1 gebe koyunlarda yapilmis islemler

Cahsma iki asamada tamamland: ve hayvan materyali olarak gebeligi
dogumla teyit edilen hayvanlar arasindan toplam 16 bas gebe konya merinosu irki
koyun secilip kullanildi. Birinci ¢alisma (gebelik boyunca PAGs profilinin
izlenmesi) icin 8 bas koyundan gebeligin 0, 55, 85, 113 ve 145. ginlerinde kan
plazmasi topland:. ikinci calisma icin ise gebeligin 18, 21, 25, 28 ve 35. giinlerinde
kan plazma drnekleri toplandi. Ayrica negatif kontrol amaci ile 2 adet (kog ve kuzu)
kan plazmasi kullanildi. Calismadaki koyunlar klinik olarak saglikli, 2-5 yaslh ve en
az bir dogum yapmis olanlardan secildi. Hayvanlara isletmede rutin olarak uygulanan
bakim besleme ve yoOnetim sartlar1 uygulandi. Koyunlar gundizleri merada
otlatilirken geceleri kapal: agillarda tutuldu. Mera otlatilmasina ilave olarak treme
sezonu boyunca karma yemden koyun basina 300 gr verildi. Koyunlarin
ciftlestirilmesinde de ayni irk damizlik koglar kullanildi. Koyunlar dogal Ostriiste
ciftlestirildi. Koyunlarin Ostrisleri arama koclari ile tespit edildi. Arama kocu
atladiginda koyunun hareketsiz durmasi ostris tespitinde kriter olarak kullanildi.
Arama koclar1 ile 6striste oldugu belirlenen koyunlar bireysel bolmelerde ayni irktan
damizlik koglarla ¢iftlestirildi ve c¢iftlestirme gind, gebelik glndndn tespiti i¢in O.
gun olarak kabul edildi.

Cahsmada kullanilan tim koyunlarin gebelikleri ciftlestirme sonrasi 18.
gunde transrektal yolla yapilan ultrasonografi ile tespit edildi. Ultrasonografik
muayenede 5-7.5 Mhz linear prob donanimli B-mode real time ultrason cihazi
(Scanner 480 Vet, Pie Data Medical, Maastrich, Netherlands) kullanildi. Cihazin
probu muayene sirasinda kornu uterilerilerin taramasmin daha kolay yapilabilmesi
icin 3 cm ¢apinda 64 cm uzunlugunda silindirik muayene cubuguna yerlestirildi.

Muayene 0Ozel olarak tasarlanmis muayene masasinda yapildi. Koyun muayene
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masasina sirt Gstli yatirildi. On ve arka bacaklari muayene masasmin dikey
cubuklarina baglanarak koyunun zapti-rapti gerceklestirildi. Muayene masasinin
koyunun bas ve govde kismmin geldigi taraftaki ayaklarinin alt kismina 10-15 cm
yuksekligindeki tahta takozlar yerlestirilerek abdominal organlarin etkisiyle
reprodiktif organlarin pelvis bosluguna rektumun tstine toplulasmas: saglandi. Bu
uygulamalarla kornu uterilerin tamammin taramas: ic¢in uygun bir dizenek
olusturuldu. Bu hazirliklardan sonra Oncelikle lateks eldiven ve kayganlastirici
amacl ultrason jeli ile kullanilarak isaret ve orta parmak araciligiyla rektumdaki
digsk1 parcaciklart geriye cekilerek nazikce bosaltildi. Rektumun bosaltiimasindan
sonra probun vyerlestirildigi muayene cubugu ultrason jeli ile kayganlastirildi ve
muayene c¢ubugu probun tarama yuzi yukari gelecek sekilde yarim dairesel
hareketlerle rektuma yerlestirildi. Ilk olarak idrar kesesinin gorintilenmesi
amaglandi. Idrar kesesinin smurlarinin belirlenmesinden sonra kesenin kranio-
ventarilinde konumlanan kornu uterilerin lumenleri, muayene gubugu araciligiyla
probun tarama yuzi soldan-saga veya sagdan-sola yonlendirilerek tarandi. Kornu
uteri lumeninde embriyonik vezikil icerisinde embriyonun izlenmesiyle gebelik
tanis1 yapildi. Gebeliklerin devamlilig: sirasiyla 25. ve 35. giinlerde yapilan ikinci ve
Uclinct transrektal ultrasonografik muayene ile teyit edildi. Gebelikler, kuzu
dogumlari ile teyit edildi.

Calismadaki battn koyunlarin vena jugularisinden Na-EDTA iceren vakumlu
kan tlplerine alinan kan 6rnegi 3000 devir/dakika’da 20 dakika santrifiij edilip, -80

°C’ de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2. Kitin Cahsma Proseduru ve Laboratuvar Cahsmasi

Sunulan ¢alismada Sheep Pregnanacy Associated Glycoproteins (PAGSs) Elisa
kiti (cat MBS750306 MyBioSource, Southern California, San Diego USA)
kullanilmigtir. Bu kit koyun PAGs’ min tespiti i¢in 1,5 saatlik solid-faz ELISA
Olciimi olarak dizayn edilmistir. PAGs ELISA kiti iceriginde monoklonal anti-PAGs
antikorunu ve bir PAGs-HRP (Horseradish Peroxidase) konjugatmi icermektedir.
Kitin ¢alisma protokolu geregi 6rnek ve sulandirma tamponu 1 saat boyunca dnceden

kaplanmis ELISA pleyti iginde (kuyucugu) inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
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kuyucuklar bosaltilip 5 kere yikandi. Kuyucuklar daha sonra HRP enzimi igin uygun
substrat (Enzim-alt madde) ile inkibe edildi. Enzim-alt madde reaksiyonun son
uriind, mavi renge donusen bir kompleks olusturur. Son olarak, durdurucu bir
solusyon, reaksiyonu durdurmak igin eklenir ve bu da son Urinu sari renge
dondstirdr. Rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak mikroplak bir okuyucuda
450 nm’de Olculir. Rengin yogunlugu, PAGs konsantrasyonuyla orantilidir,
baglanan tarafta 6rneklerdeki PAGs ve PAGs-HRP konjugat1 anti-PAGs antikoru
icin yarisir. Alanlarin sayist sinirli oldugu igin, ne kadar ¢ok alan drneklerdeki PAGs
ile ele gecirildiyse o kadar az alan bagli PAGs-HRP konjugat: i¢in kalir. Rengin
yogunlugunu standart konsantrasyon ile iliskilendirmek icin standart bir egri
cizilmigtir. Her 6rnekteki PAGs konsantrasyonu bu egriyle degerlendirilir.

3.2.1. Kitin Icerigi

Butln saglanan tlpler 2-8 °C arasinda depolanmistir. Etiketteki son kullanma

tarihi dikkate alinmis olup materyaller Tablo 1 de gosterilmistir.

Tablo 1. Materyaller

MATERYAL ACIKLAMA MIKTAR
MIKTOTITTER PLAKA 96 kuyucuk stripwell
ENZIM KONJUGATI 6.0 ml 1 kiglk sise
STANDART A 0 ng/ml 1 kliguk sise
STANDART B 5 ng/ml 1 kiiguk sise
STANDART C 10 ng/ml 1 kugik sise
STANDART D 25 ng/ml 1 kugik sise
STANDART E 50 ng/ml 1 kugik sise
STANDART F 100 ng/ml 1 kiiglk sise
ALT MADDE A 6 ml 1 kiiglk sise
ALT MADDE B 6 ml 1 kuguk sise
DURDURUCU SOLUSYON 6 ml 1 kucik sise
DENGE SOLUSYONU 3ml 1 kiiglk sise
YIKAMA SOLUSYONU(100 x) 10 ml 1 kiglk sise
KiT KULLANMA TALIMATI 1 adet
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Gerekli olan diger materyal ve araclar asagida belirtilmistir.

1. Duyarhlik pipetleri ve tek kullanimlik pipetler, 10-1000 pl (mikrolitre)’lik
genis deneyler icin ¢cok kanall: pipetler tercih edilir.

100 ml ve 1 litre kademeli silindirler.

Distile ya da deiyonize su.

Ornekleri seyreltmek icin tiipler.

Emici kagtlar.

450 nm’deki emilimi 6lgebilen mikroplak okuyucular.

3000 x g yapabilen santrifuj.

Mikroplak yikayici ya da yikama sisesi

Inkiibator (37 °C)

10. Veri analizi ve grafik yazilimu.

© © N o U &~ DN

3.3. Laboratuvar Cahsmasi:

Cahsmaya baslamadan o©nce yukarida ayrintili ifade edilen bdtun kit
bilesenleri ve ahnan plazma ornekleri oda sicakhgina getirildi (20-25 °C). Daha
sonra 990 ml deiyonize su ile 10 ml solisyonu konsantrasyonu (100x) sulandirilip
1000 ml yikama solisyonu (1x) elde edildi. Daha sonra kuyucuklarin Gzerine
standartlar ve plazma ornekleri eklendi. Bu islemi takiben kuyucuklara 50 pl eslenik
eklenerek 37 °C’de inkiibator icerisinde 1 saat inkiibasyona birakildi. Ornekler
inklibatorlerden alinarak otomatik yikayici ile yikama solusyonu ile 5 defa yikandi.
Daha sonra 50 pl alt 6rnek A, 50 pl alt 6rnek B bitun tuplere, bosluk igeren
kuyucuklar dahil eklendi. Kuyucuklarin tstt kaplanip 10-15 dakika 37 “C’de tekrar
inklibasyona birakildi. Bu islem sonrasinda kuyucuklar igerisinde 50 pl durdurucu
sollisyonu buttn tlplere, bosluk iceren tlp dahil eklendi ve bu da son Grinid Resim
1’de goraldagt gibi sar1 renge donustirdd. Tapler iyice Kkaristirildi. Vakit
kaybetmeden kuyucuklar mikroplak okuyucu (ELISA reader) kullanarak optik
yogunlugu (O.D.) 450 nm’ye hizlica okundu.
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Resim 1. Plaka ve mikro kuyucuklarin ¢alisma sonrasi géruniimi

3.4. Sonuclann Hesaplanmasi:

Sekil 3’te gosterilen standart egri orneklerin miktarin1 hesaplamak igin
kullanild. Once, bitiin standart ve 6rnekler icin tekrarlanmis 6lgtimlerin ortalamalari
ahndi. Sonu¢ yorumlanmadan 6nce butin O.D. degerleri bosluk kontrolinin
ortalama degerinden ¢ikarildi. Butiin standartlar icin ortalama O.D.’ler horizontal
eksene (x), butlin konsantrasyonlar vertikal eksene (y) gelecek sekilde bir egri
olusturun ve egriyi 4 parametreli (4-PL) lojistik curve-fit ya da logit-log dogrusal
regresyon egrisi olusturmak igin statistik yazilimi1 kullanarak c¢izildi. Veri,
konsantrasyonun logaritmasi, O.D.’nin logaritmasina kars: ¢izilerek dogrusallastirildi

ve en uygun dogru regresyon analizine gore kararlastirildi.
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Sekil 3. Standart Egri

3.5. istatistiksel Metod ve Analiz

Calismanin verileri tekrarlayan Olgiimler icin tek yonli varyans analizi

(ANOVA) kullanilarak SPSS programi ile analiz edildi. Degerler arasinda ikili

karsilastirmalar icin ise posthoc tukey Karsilastirilmas: yapildi. Verilerin normal

dagilim gosterip gostermedigi test edildi. Sonuglar her bir grup icin ortalama deger

arti/eksi standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel nem p<0,05’e gore 6nemli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma 1

Sunulan calismadaki koyunlarin tamami tekli dogum gerceklestirmis olup
asim sezonu icinde 8 bas gebe koyundan gebelik boyunca (0, 55, 85, 113 ve 145.
gunlerde) toplanan plazma oOrneklerinden koyun PAGs ELISA Kkiti ile elde edilen

sonuclar sekil 4°te gosterilmistir.
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Sekil 4. Gebelik suresince gorulen plazma PAGs degerleri

Asim gind (0. gunde) plazma PAGs degerinin 14,99+1,63 ng/ml oldugu
gorulmustir. Gebeligin 55. gununde ortalama PAGs degerinin 33,83+5,62 ng/ml, 85.
guninde 46,82+5,12 ng/ml, 113. glnlinde 49,77+3,70 ng/ml, 145. glninde
73,14+6,77 ng/ml olarak 6lgctlmustir. Bu Olglimlerin sonuglart degerlendirildiginde
gebeligin 0. giintinde bile 6lcim yapilan Kitle belirli bir oranda bazal seviyede PAGs
dizeyinin o6lctldigu tespit edilmistir (14,99+1,63 ng/ml). Gebeligin 0. gini ile
kiyaslandiginda gebeligin 55. glnundeki deger ile arasinda istatistiki olarak dnemli
bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Yine ani sekilde gebeligin 85, 113, 145.
gunlerindeki plazma PAGs degeri 0. gun plazma PAGs degerine kiyasla énemli
Olclde arttig1 gozlenmistir (p<0,05). Gebeligin 145. glndeki plazma PAGs degerinin
gebelik icindeki 55, 85 ve 113. ginlerdeki plazma PAGs degerlerine oranla da

istatistiksel olarak 6nemli derecede yuksek oldugu gorialmastir (p<0,05).
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4.2. Cahsma 2

Sunulan caligmadaki koyunlarin tamami tekiz dogum gerceklestirmis olup
asim sezonu iginde 8 bas gebe koyundan erken gebelik boyunca (18, 21, 25, 28 ve
35. glnler) toplanan plazma 6rneklerinden koyun PAGs ELISA kiti ile elde edilen
sonuclar Sekil 2°de gosterilmistir. Bu sonuclara gore ortalama PAGs degerleri Sekil
5’te goruldagu gibi 18. gunde 13,04+1,43 ng/ml, 21. glinde 14,07 £1,15 ng/ml, 25.
gunde 15,13£1,77 ng/ml, 28. ginde 20,06£3,68 ng/ml, 35. gunde ise 23,09+4,08
ng/ml olarak 6lgilmastar.
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Sekil 5. Gebeligin erken doneminde gorilen plazma PAGs degerleri

Gebeligin 18. giinu ile kiyaslandiginda plazma PAGs degerinin 21, 25, 28. glnlerde
yukselme egiliminde olmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli olmadig:
gOzlenmistir. Gebeligin 35. gununde ise 18. gin ile kiyaslandiginda plazma PAGs
degerinin 6nemli Olcude arttig: tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica gebeligin 35. guni
ile kiyaslandiginda 25 ve 28. ginlerdeki plazma PAGs degerlerinin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig: tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Koyunlarda erken gebelik doneminde olusan olaylarin daha detayh
incelenmesini saglayan gunimiz molekiler yontemlerinin hizla gelismesi erken
gebelik teshisi i¢in bilinen Kklinik yontemlerin disinda, yeni laboratuvar
yontemlerinin kullanilmasina ve gelistirilmesine yol agmaktadir. Ozellikle gebelik ile
iligkili gen ve/veya gebelik spesifik proteinlerin kanda arastirilmas: oldukga populer
konular olup bu alanda ginimuzde bir¢ok calisma yapildigi gorulmektedir (21, 41).
Sunulan bu tez ¢alismasi kapsaminda da gebelik iliskili glikoproteinlerin (PAGS)
koyun plazmasinda gebelik boyunca degerleri incelenmistir.

Periferal kanda embriyo ve/veya plasenta kaynakli biyomarkirlarin tespit
edilmesi minimal invaziv girisimle 6érnekleme yapilmas: mimkin oldugundan erken
gebelik tanis1 igin oldukga o6nemlidir. Bu biyomarkirlarin tespiti erken gebelik
tanisiyla birlikte bu molekullerin embriyo/plasenta kaynakli olmalari nedeniyle
gebeligin gidisatnin izlenmesini de mumkin kilmaktadir (6, 15). Koyunlarda
ginimuizde molekiler olarak gebeligin tespit edilmesinde kullanilan diger bir
yontem embriyonik IFN-t’nun periferal beyaz kan hicrelerinde ekspresyonun
belirlenmesidir. Bu molekil endometriyal oksitosin ve 6strojen alfa reseptor alfayi
baskilayarak endometriyumdan gebeligin devamlilig1 icin kritik PGF,a sekresyonunu
durdurur (6, 15). Embriyonik IFN-t’nun bu 0zelliginin disinda anti-proliferatif ve
immunmodulolator oldugu, endometriyumda cesitli genlerin ekspresyon profillerini
degistirdigi bildirilmistir. Bu genler 1FN-t tarafindan uyarilan genler olarak (ISGs)
isimlendirilmistir (39). Daha sonraki ¢aligmalarda ISGs ekspresyon profilinin sadece
endometriyumda degil, CL ve periferal kan I6kositlerinde de gebelige bagl degistigi
cesitli hayvan turlerinde gosterilmistir. Ozellikle periferal kanda IFN-t tespit
edilememesine ragmen 1SGs ekspresyonlarin I6kositlerde tespit edilmesi arastiricilar
bu teknigin koyun ve ineklerin erken gebelik tespitinde kullanilabilirligini
arastrmaya itmistir. Yankey ve ark. (40) tarafindan koyun periferal kan
I6kositlerinde 1SGs’lerden biri olan MX geni ve proteininin ekspresyonunun
gebeligin 15. guntnden itibaren arttigr gozlemlenmistir. Daha sonraki ¢alismalarda
benzer sekilde ineklerde 18. guindeki ISGs ekspresyon profilinin siklik hayvanlara

oranla dnemli 6lglde degistigini bildirilmektedir. Glincel olarak yine Kdse ve ark.
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(41) gebe koyunlarin kan periferal l6kositlerinin  ISG15 ve MX1 gen
ekspresyonlarinin sirasi ile yaklasik 40 kat ve 8 kat arttigin1 belirlemislerdir. Benzer
sekilde Kiyma ve ark. (28) ultrasonografiye gore kan PBLs hicrelerinde 1SG15
artisinin ¢ok daha erken gebelik tespitinde dogru bir sekilde kullanilabilecegini ifade
etmektedirler. Bu bilgiler erken gebeligin kandaki ISGs ekspresyonundaki degisimle
tespit edilecegini gostermektedir. Fakat 0Ozellikle teknigin  mRNA kandaki
I6kositlerde artisin1 gostermeye yonelik oldugu g6z o6nine alindiginda mRNA
molekulinin olduk¢a hassas olmasi (is1 degisimlerinde etkilenmesi vs) ve
laboratuvar tekniginin zaman almasi ( tum asamalar dahil yaklasik yarim giin) gibi
dezavantajlar1 vardir. Buna alternatif olarak gelistirilen, sunulan tezde de kullanilan
PAGs’larin periferal kan serum veya plazmasinda tespit edilmesi erken gebeligin
tespitinde cok daha kolaylikla uygulanabilecegini gOstermektedir. Fakat 1SGs’da
oldugu gibi PAGs’in tespiti yine c¢esitli laboratuvar ekipmanlarina ihtiyac
duymaktadir. Sunulan bu tez ¢calismasinda da PAGs’in ISGs genlerinin tespitine gore
baslica avantajlari; kan serumundan tespit edilebiliyor olmasi, mMRNA’ya oranla daha
stabil olduklarindan kanin bekletme kosullarinda +4 C bile bekletilebilecegi, antikor
antijen reaksiyonun varliginin renk tespit edilmesi esasina dayanan spektrofotometrik
Olcim, mRNA’daki mRNA gen dizeyindeki artiginin gostergesi olan cyle of
trheshold degerindeki (Ct, esik dongusu) artisin komplike matematik hesaplarla
belirlenmesine oranla ¢cok daha kolay olmas: olarak dikkati gekmistir.

Koyunlar igin saha sartlarinda en yaygin gebelik yontemi ise elle palpasyon
ve transrektal/transabdominal ultrasonografidir. Bu iki yontemden elle palpasyon
oldukca ge¢ bir donemde (90 - 130. gunler), transrektal ultrasonografi (embriyonik
vezikulln gorulmesi ile 18. ginde) ve transabdominal olarak (35. glinde)
yapilabilmektedir (4). Fakat bu yontemlerin baslica dezavantajlari elle palpasyonun
oldukca gec¢ bir donemde yapilmasi, ultrasonografi uygulamalar: ile ilgili olarak ta
bir sirideki koyun sayisimin fazlaligi, maliyeti yiksek ultrasonografi cihazi
gerekliligi, transrektal ultrasonografinin zahmetli ve muayene hazirliginin zaman
gerektirmesi dezavantajlar1 olarak g0sterilmistir.  Ayrica bu uygulamalarin
yapilabilmesi igin tecriibeli veteriner hekimlere olan ihtiyag koyun ve ineklerde
erken gebeliklerin tespiti icin farkl: alternatif gebelik teshis yontemlerini arastirmaya

sevk etmistir (21). Sunulan bu tez calismasi kapsaminda koyunlarda
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transrektal/transabdominal ultrasonografiye alternatif olabilecek gebelik ile iliskili
glikoproteinleri 6lgcen bir ticari kit ile gebeliklerin tespit edilmesi kullanilabilir mi
sorusuna yamt aranmistir. Ayrica koyunlarda gebelik boyunca gebelik ile iligkili
glikoproteinlerin profili belirlenmistir.

Bu ama¢ kapsaminda 2 grup halinde toplam 16 adet gebe koyundan ilk grup
olarak gebeligin 18, 21, 25, 28 ve 35. ginlerinde, ikinci grup olarak ise 0, 55, 85, 113
ve 145. glinlerde 2 c¢alisma olarak kan plazmas: ornekleri toplanmigtir.  Alinan
ornekler -80 °C’ de saklanmis, koyunlarin gebelikleri dogum yapmalar1 ile ayrica
teyit edilmistir. Elde edilen plazma Orneklerinden Sheep Pregnanacy Associated
Glycoproteins (PAGs) (cat MBS750306 MyBioSource, Southern California, San
Diego USA) ELISA ticari kiti kullanilarak plazma PAGs profili 6lgtilmustir. Analiz
sirasinda testin pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri plazma 6rnekleri ile beraber
islenerek testin guvenilirlik araligi ve test sirasinda olasi hatal pozitif ve negatif
sonuclarin olusmas: engellenmistir. Kullanilan test koyunlarda PAGs yapisina karsi
monoklonal teknoloji ile dretilen antikorlarin ELISA platelerine yapistirilmasi
esasina dayanir. Bu teknige gore plazmada var olan PAGs molekdilerinin ilgili
antikorlara baglanmasi, bu baglanmasmin sekonder isaretleri antikorlar ile
tamamlamip ortama ilgili substrat verilmesi (renk degisimini saglayan) durumunda
aciga cikaracagi renk degisiklerinin kolometrik olarak spektrofotometrede (elisa
reader cihazi) 450 nm dalga boyunda 6lculmesi esasina dayanmistir. Sunulan bu tez
calismas: kapsaminda plazma 6rnekleri yukarida ifade edildigi sekilde olgtlmustur.
Pozitif ve negatif kontroller testin ifade ettigi aralikta bulunmustur. Koyunlardan elde
edilen plazma orneklerinde 0. giinden itibaren PAGs profilinin plazmada bazal bir
degere sahip oldugu saptanmistir. Bu deger ortalama 14,99+1,63 ng/ml’dir. Bu
proteinlerin gebelik spesifik olmasindan dolay: siklik hayvanlarda bulunmadig: var
sayilmaktadir. Fakat sunulan cahismada 0. gun (siklik olarak kabul edilebilir)
plazmada belli bir miktarin zerinde olmasindan dolayr bu kullanilan ticari kitin
plazmada bazi proteinlere baglandigi ve bu sekilde bazal bir seviye olarak kabul
edilen aralikta renk degisimine neden oldugundan spektrofotometrik olarak
okundugunu isaret etmektedir. Bu deger sunulan tez igin bazal aktivite olarak kabul
edilmistir. Benzer sekilde VVandaele ve ark. (42) ortalama PAGs konsantrasyonlarinin

gebe olmayan koyunlarda yuksek (2-4 ng/ml) oldugunu bildirmiglerdir (Suffolk ve
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Texel koyunlarinda 4 ng/ml). EI Amiri ve ark. (43) benzer sekilde suni tohumlama
yapilan gtinlerde ortalama PAGs konsantrasyonlarmin 0,6 ng/ml’den daha ylksek
oldugunu ifade etmektedirler (44). Yine giincel bir ¢alisgmada gebe ineklerde 24.
ginde 3,5 ng/ml Olclilen PAGs degerinin gebe olmayan ineklerde 1 ng/ml olarak
Olgtldigunin gosterilmesi (45) PAGs Olctimlerinde hem ELISA hem de RIA’da belli
bir oranda backround okumasi oldugunun isareti olarak degerlendirilebilir.

Vandaele ve ark. (42) tarafindan radioimmuno assay (RIA) ile yapilan
OVPAGs testinde gebelik teshisi icin minimum degerin 6 ng/ml Uzerinde olmasi
gerektigi ifade edilmisti. Ayrica ovPAGs konsantrasyonu 25. gunde 15 ng/ml’ye, 35.
ginde 20-40 ng/ml’ye ulasmistir (46). Sunulan ¢alismada ELISA ile Olctlen koyun
PAGSs’1 igin bu degerin 35. gunde 23,09 ng/ml oldugu saptanmigtir. Elde edilen
plazma PAGs degerleri sunulan calisma ile benzer oldugu soylenebilir.

Onceki cahsmalarda Karen ve ark. (2) koyunlarda RIA ile PAGs
ekspresyonun en erken 3. haftada %66,7 dogruluk oraniyla 4. haftadan sonra ise
%2100 dogruluk oraninda tespit edilebilecegi bildirilmistir. Diger bir ¢alismada ise
RIA ile 25. ginde %98 oraninda gebelik teshisi yapilabildigi gosterilmistir (46).
Barbato ve ark. (44) ise RIA-SrPool kit 18. giinde %95, 24. giinde %100 dogruluk
oraniyla teshis yapilabildigini bildirmektedir. Sigir ELISA kiti ile laboratuvarimizda
tamamlanan bir bitirme tezinde ise koyunlarda 49. giinden sonra dogru gebelik tespiti
yapilabilecegi ifade edilmektedir (48). Sunulan bu calismada ise koyun spesifik
PAGs ELISA Kkiti ile 35. giinde gebeliklerin %100 dogru teshis edilebilecegi
saptanmistir. RIA’nin, ELISA yontemine gore oldukca hassas bir yontem olmasindan
dolayr RIA’nin, ELISA’ya oranla koyunlarda ¢ok daha erken gebelik tespitinde
kullanilabilecegi soylenebilir. Fakat RIA 0zelikle testin dl¢cimlerin yapilmasi igin
radyoaktif maddeler kullaniimas: gerektiginden ELISA’ya gore testi uygulayicilari
acisindan 6nemli riskler igerdigi soylenebilir.

Sigir ve koyunlarda PAGs’1 kodlayan 30’dan fazla gen tespit edilmistir. Bu
yonu ile birden fazla PAGs molekill oldugu sOylenebilir. Ticari olarak wretilen
kitteki PAGs molekulinin cesidi ve hassasiyeti de yukarida agiklanan giin
farkliliklarinin bir nedeni olabilir. Benzer sekilde Barbato ve ark. (44), gebeligin
farkli zaman ve periyotlarinda koyun plasentasinda 11 adet farkli gen bdlgesini
kodlayan cDNA (ovPAGs-1 ve ovPAGs-11) bolgesi identifiye ettiklerini ve
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caligmada erken gebelik teshisi igin koyun PAGs tespitinde ilk defa farkl
antiserumlarin  toplanmas: (havuz yapilarak) ile farkli PAGs-RIA sistemi
gelistirdiklerini ifade etmislerdir (44).

Sunulan bu tez caligmas: kapsaminda 0, 18, 21, 25, 28, 35, 55, 85, 113 ve
145. gin bakildigindan kan plazma PAGs degerinin gebelik boyunca artis egilimde
oldugu gozlenmistir. Bu tez calismasina benzer olarak Roberts ve ark. (46) yaptigi
caligmada gebe koyunlarda PAGs1’in diizenli olarak 30-120. glnler arasinda arttigmi
ifade etmektedirler. Fakat onceki bazi ¢alismalar gebelik spesifik protein B’nin hem
koyun hem de ineklerde bifazik (6nce artma, sonra azalma, tekrar artma) oldugu
ifade edilmektedir (37, 47). Bu durumun sunulan PAGs c¢alismalari icin gegerli
olmadig1 soylenebilir. Ayrica PAGs ile progesteron konsantrasyonu arasinda pozitif
bir iliskinin varhg: saptanmasina ragmen yukarida ifade edildigi gibi PSPB bifazik
olmasindan dolay: bu iliski PSPB icin tespit edilememektedir. Bu yonu ile plazma
progesteron ile PAGs’in arasindaki bu iliski ileride yapilacak caligmalar icin
plasental ve fotal fonksiyonlarin saglik durumlarmin incelenmesinde 6nemli bir
markir olabilir (46).
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6. SONUC

Calismadan elde edilen sonuglar incelendiginde asagidaki sonuglara
ulasilmigtir.

Buna gore;

1- Sunulan tez ¢alismas: kapsaminda koyunlarin birinci ve ikinci ¢aligmadaki
plazma PAGs degerleri incelendiginde plazma PAGs degerinin gebelik boyunca artis
egilimde oldugu soylenebilir.

2- Caligilan ticari ELISA kiti ile 0. glinde PAGs olctimiinde belirli bir deger
elde edilmesi gebe olmayan koyunlarda ¢alisan kitin bir bazal seviyesinin olabilecegi
akildan ¢ikarilmamalidir.

3- Tum gebelige ait veriler incelendiginde gebeligin 55. gintinde 0. giine
oranla dnemli 6lgude bir PAGs artiginin oldugu séylenebilir.

4- Yine benzer sekilde artigin 85 ve 113. guinlerde benzer oldugu fakat 145.
gunde onceki glinlere oranla ¢ok daha arttigi gorilmustr.

5- Ikinci calismadan elde edilen PAGs verileri incelendiginde ise koyunlarda
istatistiki olarak bazal degerden farkl: olarak gebelik tespitinde bu Kitin 35. glinden
once artmadigi saptanmistir. Yine bu sonuglara gore erken gebelik tanisi icin
caligmada kullanilan PAGs Kiti ile en erken 35. giinde gebelik teshisi yapilabilecegi

soylenebilir.
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