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OZET

AKKARAMAN VE PIRLAK IRKI KOYUNLARDA SERUM
ANTIMULLERIAN HORMON SEVIYELERI iLE KOYUN BASINA DUSEN
KUZU SAYISI ARASINDAKI ILISKININ iINCELENMESI

Yetistiricilikte kullanilacak olan koyunlarin fertilite ~durumlarinin  tahmin
edilebilmesi, hayvan vyetistiriciligini daha karli hale getirebilmek ic¢in Onem
tagimaktadir. Bu baglamda ovaryum rezervinin belirlenmesi, ¢iftlik hayvanlarinin dél
verimleri hakkinda bilgi verebilme potansiyeline sahiptir. Baz1 ¢aligmalarda, saglikli
ve gelismekte olan folikiiller tarafindan iiretilebildigi bilinen antimiillerian hormon
konsantrasyonlar1 ile morfolojik olarak saglikli folikiiller arasinda pozitif bir iliski
oldugu bildirilmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak yapilan bu ¢aligmada, Pirlak ve
Akkaraman koyunlarinda serum AMH seviyeleri ile koyun basina diisen kuzu sayisi
arasindaki iliski incelenmistir. Bu amagla, serum AMH seviyelerini belirlemek i¢in
iireme mevsimi Oncesinde, 40 bas Pirlak ve 40 bas Akkaraman koyunundan kan
ornegi toplanmigtir. Serum AMH seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Dogum yapan koyunlarin sayisi, dogum tipi (tekiz, ikiz, iiciiz),
kuzularin cinsiyetleri, dogum kolaylig1 gibi veriler kaydedilmigtir. Yapilan
caligmada; Pirlak koyunlarinin serum AMH degerlerinin (51.29 - (9.8 -180.12)
pg/ml), Akkaraman koyunlarinin serum AMH degerlerinden (20.66 - (10.49 - 49.97)
pg/ml) istatistiksel olarak yiiksek oldugu (p<0.01) ve Pirlak koyunlarinda ¢ogul
gebeligi bulunan koyunlarin, tek yavru doguran koyunlara oranla istatistiksel olarak
daha yiiksek serum AMH seviyesine sahip oldugu belirlenmistir (p<0.05). Sonug
olarak Pirlak koyunlarinda c¢ogul gebe kalma ihtimali yiiksek hayvanlarin
secilmesinde serum AMH diizeyinin bir belirte¢ olabilme potansiyeline sahip oldugu

kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Antimiilerian Hormon, Fertilite, Koyun



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN SERUM
ANTIMULLERIAN HORMONE LEVEL AND THE LAMB NUMBER IN
AKKARAMAN AND PIRLAK SHEEP

Estimating the fertility status of the sheep to be used in breeding is essential to make
more profitable animal sheep breeding. In this context, the determination of ovarian
reserve has the potential to give information about the fertility of livestock. In some
studies have been reported that there was a positive relationship between
antimullerian hormone concentrations and morphologically healthy follicles known
to be produced by healthy and developing follicles. In this study based on this
information, the relationship between serum AMH levels and lamb number per sheep
in Pirlak and Akkaraman sheep breeds were investigated. To determine the serum
AMH levels, blood samples from 40 heads of Pirlak and 40 heads of Akkaraman
sheep that had lambed at least once, were collected before breeding season. Serum
AMH levels were analyzed using the ELISA method. The number of ewes lambed,
the numbers of lambs born, lambing type (single, twin or triplet), sex of lambs, as
well as lambing ease, were recorded. In the study; serum AMH values of Pirlak
sheep (51.29 - (9.8 -180.12) pg/ml) were found higher than serum AMH values of
Akkaraman sheep (20.66 - (10.49 - 49.97) pg/ml) (p<0.01) and, serum AMH values
of Pirlak sheep with triplet or twin lambs were found higher than Pirlak sheep with
single lamb (p<0.05). As a result, it was concluded that serum AMH level has the

potential to be a marker in the selection of animals with multiple pregnancies.

Keywords: Antimullerian Hormone, Fertility, Sheep
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1. GIRIS

Koyun yetistiriciliginde verimi ve karlihig: arttirmak i¢in son yillarda ¢ok
cesitli caligmalar ve uygulamalar gelistirilmistir. Koyun yetistiriciliginde karlilik
temelde hayvan sayisina, et, siit ve yapagi verimlerine baglidir. Bu sebeple koyun
yetistiriciliginde asil iizerinde durulmasi gereken konu, iireme faaliyetlerinin

optimum diizeyde tutulmasidir (Kaya, 2017).

D6l verimi, bir lireme sezonu sonunda ana¢ koyunlardan elde edilen toplam
yavru sayisini ifade eden bir terimdir (Esen ve Bozkurt, 2001). Kiigiikbas
hayvanlarda dol veriminin daha verimli bir sekilde devam edebilmesi i¢in; verimleri
yiiksek hayvanlarin sec¢ilmesi, ¢iftlestirmeler dogal yollarla yapiliyorsa kog¢ ve koyun
oraninin uygun sekilde ayarlanmasi, yetistirilecek bdlgeye uygun hayvan irkinin
secilmesi, yeni dogan kuzularin bakimlari, koruyucu hekimlik uygulamalarinin
zamaninda yapilmasi, tireme mevsiminde dogru besleme uygulamalarinin yapilmasi

gerekmektedir (Petrovic ve ark., 2012).

Yetistirmeye alinacak olan hayvanlarin se¢ilmesi sirasinda, yasamlarinin
ileriki donemlerindeki dol verimi durumlari hakkinda da 6ngorii sahibi olabilmek
gerekmektedir. Bu amagla ovaryum rezervlerinin belirlenmesi biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Ovaryum rezervinin belirlenmesi ile birgok reproduktif veri
olusturulabilmektedir. Ornegin insanlarda folikiiler rezerv, menapoza girme
zamaninin belirlenmesi agisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir (Hansen ve ark., 2011).
Ayni durum evcil ¢iftlik hayvanlari i¢in s6z konusu degildir. Cilinkii bu hayvanlar
ireme faaliyetleri henliz bitmeden ekonomik Omiirlerini tamamlarlar ve
yetistiricilikten c¢ikartilirlar. Ancak; ovaryum rezervinin Dbelirlenmesi ¢iftlik
hayvanlarinin hayatlarinin ileriki donemlerindeki do6l verimleri hakkinda bilgi
verebilme potansiyeline sahip olmasindan dolayr 6nem tasgimaktadir. Ozellikle
ineklerde ovaryum rezervinin tespit edilmesinin, o inegin gelecek yasamindaki
fertilite durumunu tahminde 6nemli bir kriter oldugu ortaya konulmustur (Evans ve

ark., 2010, 2012; Ireland ve ark., 2011). Aym sekilde koyunlarda da ovaryum



rezervlerinin tahmin edilmeye calisildig1 arastirmalar yapilmaktadir (Lahoz et al.,

2012).

Koyunlar da diger memeli hayvanlar gibi belirli bir sayida folikiiler rezerv ile
dogarlar. Bu rezervde yer alan primordial folikiil sayis1 54.000 ile 1.000.000 arasinda
cok yiiksek bir varyasyona sahiptir (McNatty ve ark., 1995). Bu varyasyonun;
genetik faktorler ve annenin gebelik sirasindaki beslenmesi ile yakindan iligkili

oldugunu bildirilmektedir (Kotsampasi ve ark., 2009; McNatty ve ark., 1995).

Yapilan bilimsel arastirmalarda ovaryum rezervini degerlendirmek i¢in ¢ok
sayida test ve belirteg tanimlanmistir. Ovaryum rezervinin belirlenmesi igin
uygulanan testler; statik ve dinamik testler olarak gruplandirilmaktadir. Statik testler;
yas, serum bazal follikiil uyarict hormon (FSH), bazal liiteinlestirici hormon (LH) ve
FSH orani, 6stradiol (E2), inhibin-B ve antimiillerian hormon (AMH) seviyelerinin
belirlenmesini temel almaktadir. Ayrica; ultrasonografik olarak ovaryum hacminin
Ol¢iilmesi, antral folikiil sayisinin belirlenmesi (AFS), ovaryum stromasinin kan
akiminin Sl¢lilmesi ve ovaryum biyopsisi de statik testler icerisinde yer almaktadir.
Dinamik testler ise; klomifen sitrat testi (CCCT), GnRH agonist stimulasyon testi
(GAST) ve eksojen FSH ovaryum rezerv testleridir (EFORT) (Mutlu, 2009;
Yenigeri, 2011).

Insanlarda disi fotuslarda gebeligin 20. haftasinda oosit sayismin maksimum
seviyeye ulastig1 ve dogumda 1-2 milyona, pubertasta 300.000-500.000’¢e, 37 yasinda
25.000°e, menopozda ise ortalama 1.000 seviyelerine diistiigii belirlenmistir
(Babayeva, 2017). Bu sayi; ineklerde dogumda ortalama 130.000, kopeklerde
700.000, koyunlarda ise 54.000 ile 1.000.000 arasinda degismektedir (Hyttel, 2010).

Kiiciikbas hayvan yetistiriciliginde ovaryum rezervinin belirlenmesi igin
kullanilan FSH, LH, E2 ve inhibin-B 6l¢timleri gibi hormonal testler; AFS, ovaryum
hacim Ol¢iimleri ve ovaryum stromal kan akiminin belirlenmesi gibi ultrasonografik
yontemler heniiz tam olarak standardize edilip kullanima girememistir (Broekmans
ve ark., 2006; Iwase ve ark., 2010; Kara, 2016; Maheshwari ve ark., 2006; Yenigeri
ve ark., 2017).



2. GENEL BILGILER
2.1. Koyunlarda Ureme Fizyolojisi

Koyunlar mevsimsel iireyen polidstrik hayvanlardir (Bozkurt ve ark., 2017;
Kaya, 2017). Y1ilin sadece belirli bir doneminde sekstiel olarak aktif olurlar ve lireme
sezonu sona erinceye kadar birbirini izleyen sikluslar gosterirler (Kaya, 2017).
Cografi olarak Tiirkiye’nin de ig¢inde bulundugu kuzey yarim kiirede koyunlar,
giinlerin kisalmaya bagladig1 aylarda sekstiel olarak aktif iken, giinlerin uzamaya
basladigr donemlerde inaktif olmaktadirlar (Cengiz ve Colak, 2017; Karakas Alkan
ve ark., 2017). Bu baglamda Tiirkiye’de giinlerin kisalmaya basladigi Temmuz-
Agustos aylarinda koyunlar i¢in iireme mevsimi baglar ve Kasim-Aralik aylarina
kadar devam eder (Kaya, 2017). Genel olarak Eyliil-Kasim aylar1 ¢iftlesme icin en
ideal aylardir (Akcapinar, 1994). Bu donemde diizenli araliklarla Ostrus sikluslar
olusur ve bu sikluslar; ovaryumlarda ovum olusumunu, gebelik i¢in uterusun
hazirlanmasini, kocun kabul edilmesini, ¢iftlesmeyi ve ovulasyonu kapsar (Kaya,

2017).

2.1.1. Pubertas

Koyunlarda pubertas ile birlikte ovaryum aktivitesi baglar (Foster ve ark.,
1985). Seksiiel gelisim; prepubertal, pubertal ve postpubertal olarak donemlere
ayrilabilir (Kaya, 2017). Illman iklim kusagindaki bir¢ok kuzu i¢in prepubertal
donem ortalama olarak 8 (7-12) aydir (Oyedipe ve ark., 1986; Ryan ve ark., 1991).
Prepubertal donem iizerine; genetik Ozellikler, hipotalamus, hipofiz ve
ovaryumlardaki gelismeler ve bunlar arasindaki etkilesimler gibi i¢ faktorler ayrica
ik, yas, mevsim, canli agirlik, bakim ve besleme gibi dig faktorler etkilidir (Keisler,
1998; Kinder ve ark., 1995). Bircok disi kuzu pubertasa, ortalama ergin agirliginin
%350-70’ine ulasinca erigsmektedir ve bu veri, viicut agirliginin pubertasa ulasmak
icin temel unsur oldugunu gostermektedir (Dyrmundsson, 1973). Ayrica bu durum
ikiz dogan kuzularin tekiz olan kuzulara oranla daha ge¢ pubertasa ulagmasini da

aciklamaktadir (Keisler, 1998; Southam ve ark., 1971). Yetersiz bakim ve besleme,



enerji ve protein eksikliginde pubertasa ulagsma yasi gecikmektedir (Canoglu ve

Saribay, 2014).

Dogum sezonunda erken dogan kuzular, izleyen iireme sezonunda 6-8
aylikken pubertasa ulasabilirler. Ancak dogum sezonunun sonuna dogru dogan
kuzular izleyen ilireme sezonunda degil bir sonraki lireme sezonunda pubertasa
ulasabilirler (Arthur ve ark., 1989; Gordon, 1997; Jainudeen ve ark., 2000; Morrow,
1986).

Pubertas i¢in uygun yas, canli agirlik ve mevsime gelindigi zaman gonadal
steroidlerin baskilayict etkisi azalmaya baglar ve hipotalamus aktive olur. Bdylece
seksiiel faaliyetleri baglatan gonadotropinlerin hipofiz 6n lobundan salgilanmasiyla
gonadal faaliyetler baslamaktadir (Jainudeen ve ark., 2000; Keisler, 1998; Morrow,
1986).

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) ve LH’nin pulsatil saliniminin,
prepubertal donemden ilk Ostrusun gerceklesmesine kadar gecen donemdeki rolii
biiyiiktiir (Kinder ve ark., 1995). Ilk ovulasyonun olusumunda, pulsatil LH
salimiminin frekans ve salgilanma miktarlar1 artmaktadir (Karsch, 1984; Kaya ve
ark., 2005). Prepubertal donemde LH’nin pulsatil salinimi ile GnRH’nin salinimi
birbirine benzerlik gosterirken, FSH i¢in bu durum gecerli degildir (Farnworth,
1995). GnRH’nin etkisiyle FSH ve LH prepubertal donemin sonunda birlikte
salgilanarak ovulasyonun gerceklesmesine neden olurlar (Huffman ve ark., 1987;
Karsch ve ark., 1997; Kinder ve ark., 1995). Ayrica LH nin pulsatil saliniminda her
bir salinim 30-120 dakika siirerken, FSH’da her bir salinim ortalama 4 giinde

olusmaktadir (Bartlewski 1999a, 1999b; Karsch, 1984, 1992, 1997).

Dogumdan sonra biiyiiyen folikiillerden az miktarlarda salinan E2, GnRH ve
dolayli olarak da LH saliimu iizerine negatif etki gostermektedir (Kinder ve ark.,
1995). Daha sonra bu negatif etki giderek azalmakta ve boylelikle LH pulslarinin
artmasina neden olmaktadir (Huffman ve ark.,, 1987). Artan LH pulslar1 da
ovaryumdan daha fazla E2 salgilanmasina yol agmaktadir ve artan E2 salgist bu

donemde LH {izerinde pozitif etki yapmaya baglamaktadir. Bu pozitif etki ile LH



pulslar1 prepubertal donem sonunda iyice artmakta ve bdylece E2 saliniminin
maksimum seviyelere ¢ikmasina sebep olmaktadir (Huffman ve ark., 1987; Kinder
ve ark., 1995). E2 saliniminin belirli bir esik degeri ge¢gmesi sonucunda preovulator
LH salinimi olusmakta ve LH saliniminda goriilen bu yiikselme sonucu ilk ovulasyon
sekillenmektedir (Huffman ve ark., 1987; Karsch ve ark.,, 1992, 1997). Ilk
ovulasyona genellikle sakin bir Ostrus eslik etmektedir. Bir sonraki siklusta olusacak

olan ovulasyon ise klinik dstrus belirtileri ile birlikte olusmaktadir (Hafez, 1987).

2.1.2. Seksiiel Siklusun Hormonal Mekanizmasi

Koyunlarda seksiiel siklus basit olarak; GnRH {ireten hipotalamus, FSH, LH
ve oksitosin iireten hipofiz, E2 ve inhibin iireten Graaf folikiilii, progesteron ve
oksitosin iireten korpus luteum (CL) ve prostaglandin F, (PGF2,) lireten uterus
endometriyumu arasinda gergeklesen etkilesimler sonucu olugmaktadir (Scaramuzzi
ve ark., 1993). Karsilikli olarak hormonal olaylarin gergeklestigi bu yapiya
hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseni ad1 verilmektedir (Kaya, 2017).

Folikiillerin gelisimi ve olgunlagmasi, steroid sentezi, ovulasyon ve CL
olusumu birincil olarak hipofizden salinan gonadotropinler tarafindan kontrol edilir.
Gonadotropinlerin salinimlart ise; folikiiler hormonlar (inhibin, aktivin, follistatin),
ovaryum steroidleri ve diger norotransmitter ve ndromodiilatorler gibi i¢ faktorler ve
fotoperiyot, feromonlar, beslenme durumu ve stres gibi dis faktorlere baglidir

(Rawlings ve Bartlewski, 2007).

Mevsime baglt reprodiiktif aktivite temelde fotoperiyot tarafindan
diizenlenmektedir (Forcada ve ark., 2006; Ungerfedl ve ark., 2004). Fotoperiyot
iireme sezonunun baglamasi lizerine olan etkisini, GnRH saliniminda degisime neden
olan melatonin hormonunun salimimini uyararak gerceklestirmektedir (Kaya, 2017,
Lehman ve ark., 1997; Malpaux ve ark., 1992). Goziin retina tabakasinda bulunan
fotoreseptorler araciligiyla algilanan 151k, hipotalamusun  suprakiasmatik
niikleuslarina sinirsel fotoperiyodik bilgi aktaricilar tarafindan iletilir (Ortavant ve
ark., 1985). Isik uyariminin iletilmesinde gorevli olan superior servikal ganglionlar,

epifiz bezi fonksiyonlarimin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (Ortavant ve ark.,



1985). Epifiz bezi, 151k ve karanlik ile ilgili bilgileri hormonal sinyallere
donitistiirerek melatonin {iretilmesini saglayan fonksiyonel bir endokrin bezdir.
Melatonin, epifiz tarafindan kan dolasimina yalnizca gece salgilanmaktadir
(Chemineau ve ark., 1992; Ortavant ve ark.,1988). Kiiclikbas hayvanlarda gecelerin
uzamastyla birlikte artan miktarda salinmaya baglayan melatonin hormonu,
gonadotropin salinimini uyararak ovaryum aktivitesini baslatmaktadir (Lincoln,
1992). Melatonin etkisiyle salinan GnRH’nm, LH salinim sikliginda meydana
getirdigi artis kuzularda pubertasin baglamasiyla ilgili kontrol mekanizmalarinin
diizenlenmesinde baslica rolii oynamaktadir (Huffman ve ark., 1987; Karsch ve ark.,

1993).

Folikiiler gelisme koyunlarda iireme mevsiminde ve andstrus doneminde
dalgalar halinde olusmaktadir (Bartlewski ve ark., 1999¢; Driancourt, 2001; Ginther
ve ark., 1995). Folikiiler dalgalar, Ostrus siklusu boyunca genellikle birbirini
izleyerek li¢ veya dort kez meydana gelmektedir (Evans, 2003, 2003a; Seekallu ve
ark., 2010; Simoes ve ark., 2006). FSH nin serum diizeylerindeki periyodik artislari
ile dalgalarin ortaya ¢ikis1 yakindan iligkilidir. Folikiiler dalga olusumunun hemen
oncesinde serum FSH diizeyinde gecici bir artis gergeklesmektedir. Folikiiler
dalgalarin ortaya ¢ikisi, E2’nin plazmadaki yiikselisi ile ayni zamana denk
gelmektedir. Antral folikiillerdeki biliylimenin baglamas1 ilk olarak FSH’nin
kontroliindeyken, takip eden folikiiler gelisim ve gerileme FSH salinimindaki
dalgalanmalardan bagimsizdir (Bartlewski ve ark., 1999¢; Duggavathi ve ark., 2003).
Her bir folikiiler dalga 1-4 folikiilden olusmaktadir (Bartlewski ve ark., 1999c;
Ginther ve Kot, 1994). Folikiiler dalgalarin siiresi ise 4.5 - 6 giin arasinda
stirmektedir (Bister ve ark., 1999). Folikiiler dalgalarin ilk ikisi CL varliginda ve
yiiksek progesteron konsantrasyonu bulunan luteal donemde, diger dalgalar ise luteal
regresyon ve diisiik progesteron konsantrasyonu varligi ile seyreden folikiiler
donemde meydana gelmektedir. Luteal donemde olusan dominant folikiiller atreziye
olurken folikiiler donemde olusan dominant folikiillerden biri veya birden fazlasinda

ovulasyon olusur (Bister ve ark., 1999; Evans ve ark., 2000).

Preovulatér donemde olusan serum E2 ve LH seviyelerindeki yiikselme

ovulasyonun meydana gelmesinde rol oynamaktadir. Folikiiler donemde gelisen



dominant folikiil ile dolasima salinan E2 hormonunun miktar1 artmakta ve bu da LH
salmim frekansinin artmasina sebep olmaktadir. LH salinim sikliginin artmasi,
dominant folikiilden daha fazla E2 {iretilmesini saglamaktadir. Ovulasyonun
gerceklesmesi igin gerekli preovulator LH yiikselmesi, E2 seviyesinin esik degere
ulagsmast sonucu olugmakta ve bu preovulatér LH yilikselmesi koyunlarda
ovulasyondan yaklasik 14 saat 6nce meydana gelmektedir (Chemineau ve ark., 1992;
Fatet ve ark., 2011; Morrow, 1986; Rawlings ve ark., 1984; Yilmaz, 1999;). Kanda
E2 ve LH seviyesi dominant folikiiliin ovule olmasiyla diisiis gostermektedir.
Folikiilii saran granuloza ve teka hiicreleri, LH nin etkisiyle liiteinizasyona ve
hipertrofiye ugrayarak CL’yi olusturmaktadirlar (Canoglu ve Saribay, 2014;
Niswender ve ark., 2000). CL’nin ¢ap1, ovulasyon sonrasi 3-4. giinlerde 6-8 mm, 6
giin sonra ise maksimum biiyiikliikk olan 11-14 mm’ye ulagsmaktadir (Bartlewski ve

ark., 1999).

CL olusumunu takiben koyunlarda yaklasik 12-14 giin siiren ve siklusun en
uzun donemini olusturan luteal donem baglamaktadir (Kaya, 2017). Koyunlarda CL,
ovulasyondan 3 giin sonra progesteron hormonu salgilamaya baglar (Baird, 1992;
Baril ve ark., 1993, 1993a). Siklusun 9-13. giinlerinde progesteron en yiiksek
seviyesine ¢ikmaktadir. Bu donemde pulsatil LH salinim1 da yiiksek miktarda salinan
progesteron etkisiyle baskilanmaktadir. Bu sebeple CL’nin regresyonundan énce LH

puls frekansi diisiik seviyelerdedir (Baril ve ark., 1993, 1993a; Karsch ve ark., 1992).

Ostrus belirtilerinin  sekillenmesi, preovulatér E2 pikinin olusmasiyla
meydana gelmektedir. Folikiiler donemin en kisa evresi olan Ostrus 24-36 saat kadar
siirmektedir. Bu siire irka, yasa, ¢evre 1sisina, strese, beslenme ve bakim sartlarina
gore degisim gostermektedir. Bu donemde koyun c¢iftlesmeyi kabul etmektedir
(Yilmaz, 1999).

Koyunlarda gebelik siiresi yaklagik olarak 150 giindiir. Postpartum dénemde
ortalama 60 (20-70) giin seksiiel aktivite goriilmemektedir. Koyunlarin ¢ogu dogum
sonrast bir sonraki ilireme sezonuna kadar siiren (3-8 ay siiren) mevsimsel bir

anostrus donemine girmektedirler (Alagam, 1990).



Koyunlarda gebeligin sekillenmemesi durumunda siklusun 9-14. giinleri
arasinda uterus endometriyumundan PGF,, salinmaktadir (Baril ve ark., 1993, 1993a;
Mann ve ark., 2001). PGF, etkisiyle endometriyumda oksitosin reseptorleri
olusmaya baglar (Mann ve ark., 2001). Uterus tarafindan iiretilen PGF,,, CL’nin
regrese olmasina neden olur (Einer-Jensen ve Hunter, 2005; Krzymowski, 1992).
Siklusun son giiniinde progesteron diizeyi, CL regresyonuna bagl olarak en diisiik
seviyesine geriler (Baril ve ark., 1993, 1993a; Bartlewski 1999b; Oyedipe ve ark.,
1986). Progesteronun baskilayict etkisinin ortadan kalkmasi sonucunda siklus tekrar

baslar (Baril ve ark., 1993, 1993a; Karsch ve ark., 1992; Pollot ve Croston, 1993).

2.1.3. Ostrus ve Ostrus Siklusu

Pubertasa erigsmis disi hayvanlarin belli fizyolojik ve davranissal belirtiler
gostererek erkegi kabul etme durumuna 6strus denilmektedir (Kaya, 2017). Ostrus
siklusu ise iki Ostrus arasinda gegen siirede meydana gelen fizyolojik olaylar1 ifade

etmektedir (Coyan 1994; Yilmaz, 1999).

Koyunlarda 6strus siklusu genel olarak 17 (14-21) giin stirmektedir (Baril ve
ark., 1993a; Bastan ve Kiiplilii, 1995; Ucar ve ark., 2017). Cevresel faktorler,
beslenme, hastalik, 1s1 gibi stres faktorleri ve {ireme sezonunun donemi, Ostrus
siklusunun  uzunlugunu etkileyebilmektedir.  Sikluslar  {ireme sezonunun
baslangicinda ve sonunda daha kisa veya uzun sekillenebilmektedir. Koyunlar i¢in en
ideal gebe kalma zamaninin lireme sezonundaki {igiincii veya dordiincii siklus oldugu

belirtilmektedir (Kaya, 2017).

Ostrus siklusunun kontrolii baslica hipotalamus, hipofiz, ovaryum ve
uterustan salinan hormonlarin birbirleri ile olan etkilesimleri ile saglanmaktadir. Bu
etkilesim pozitif ve negatif geri bildirim etkileri ile olusur ve bdylelikle hormonlarin

salinimlar1 kontrol edilmektedir (Karsch ve ark., 1993).

Koyunlarda 6strus siklusu luteal donem (metostrus ve didstrus) ve folikiiler

donem (prodstrus ve Ostrus) olarak ikiye ayrilmaktadir (Coyan, 1994).



Prodstrus evresi ortalama 2-3 giin siirer ve pek belirgin olmayan bu evrede
folikiiler gelisim goriilmektedir (Canoglu ve Saribay, 2014; Hamilton ve Harrison,
1951). Bu evrede; FSH, LH ve E2 hormonlarinin etkisiyle vulva ve vaginada
ciftlesmeye yonelik; serviks ve tuba uterinada ise ovum ve spermatozoonlarin
taginmasina yonelik degisimler sekillenmektedir (Hamilton ve Harrison, 1951). Bu
evrenin sonuna dogru koyunlarda koca yaklasma ve arkasini donme, skrotumu

koklama, kuyruk sallama gibi hareketler goriilebilir (Canoglu ve Saribay, 2014).

Ostrus evresi disinin erkegi kabul ettigi evredir. Yaklagik olarak koyunlarda
24-36 saat siirmektedir (Fatet ve ark., 2011; Greyling, 2000; Kaya ve ark., 2005;
Ozyurtlu ve Macun, 2005). Koyunlarda preovulatdr LH piki ile dstrus arasindaki siire
ortalama olarak 4-11 saattir (Fatet ve ark., 2011; Greyling, 2000; Kaya ve ark.,
2005). Bu siire yiiksek verimli koyun irklarinda daha uzun seyretmektedir (Kaya,
2017). Ovulasyon, Ostrus evresinin sonuna dogru kendiliginden sekillenmektedir
(Alagam ve ark. 2001; Kilboz ve Karaca, 2010; Ucar ve ark., 2017) ve her siklusta
ortalama 2-3 oosit ovule olmaktadir (Alagam ve ark. 2001; Kilboz ve Karaca, 2010).

Ostrus evresinin siiresi; irka, sezonun dénemine, kogun varligmma ve yasa
bagl olarak degismektedir (Bartlewski ve ark., 1999; Canoglu ve Saribay, 2014).
Koyunlarda 6strus evresinde huzursuzluk, vulvada ddem ve vaginadan hafif akinti
goriilebilmektedir. Bu belirtilere ragmen koyunlarda 6strus belirtileri ¢ok belirgin
degildir ve ortamda koc yoksa Ostrus evresini belirlemek zor olmaktadir. Ostrus
evresinde FSH seviyesinde diisis, LH ve E2 seviyelerinde artis goriilmektedir.
Progesteron seviyesi ise 1 ng/ml’nin altinda inerek bazal seviyesine diismekte ve bu
deger Ostrus evresinin belirlenmesinde bir kriter olarak kullanilabilmektedir

(Bartlewski ve ark., 1999).

Metdstrus evresi ortalama olarak 2 giin stirmektedir. Bu evre, ovulasyon
sonras1 luteinlesen hiicrelerden olusan CL ve bu gecici fonksiyonel cisimden
progesteron hormonunun salgilanmasi ile karakterizedir. Progesteron hormonunun
yeni sikluslarin baslamasini baskilama ve uterusu gebelige hazirlama fonksiyonlari

bulunmaktadir (Kaya, 2017).



Diostrus evresi siklusun en uzun evresidir. Gebelik sekillenmemis ise 10-12
giin kadar devam eder (Canoglu ve Saribay, 2014; Kaya, 2017). Koyunlar gebe
kalmadiklar1 siirece ilireme sezonu boyunca ortalama olarak 6-9 kez Ostrus

gostermektedirler (Alagam, 2010).

Andstrus evresi dinlenme donemi olarak da nitelendirilmektedir. Bu evre
kuzey yarim kiirede giinlerin uzamaya basladig1 kis sonundan yaz ortasina kadar
stirmektedir. Andstrus siiresi; irka, bakim ve beslenme durumuna, laktasyon, iklim ve
cografi bolgeye gore degisebilmektedir (Barrett, 2007; Gordon, 1997; O’Callaghan,
1999). Bu donemde folikiiller gelisebilir ancak Ostrus ve ovulasyon meydana gelmez

(Canoglu ve Saribay, 2014).

2.2. Anti-Miillerian Hormon ve Gorevleri

Embriyonik gelisim sirasinda paramezonefrik kanal ilk kez Alman fizyolog
Johannes Miiller tarafindan tanimlanmis ve Miiller kanali adi verilmistir (Akdag,
2013). Memelilerde fotal gelisimin en 6nemli donemlerinden birisi Miillerian ve
Wolf kanallarindan {ireme sisteminin meydana geldigi donemdir (Akdag, 2013). Bu
cinsiyet farklilasmasinda ki gelisim erkek embriyolarda Anti-Miillerian Hormon
(AMH), testosteron ve insiilin benzeri biliylime faktorii 3 (IGF-3) tarafindan kontrol
edilir (Griffin ve Ojeda, 2004). AMH sekresyonu, erkek fotusun sertoli hiicrelerinde
embriyogenezis ile birlikte baslayip yasam boyu devam etmektedir (Teixeria ve ark.,
2001). AMH, erkek fotlisiin gelisiminde Miillerian kanallarinin gerilemesini ve
Leyding hiicrelerinde iiretilen testosteron ile erkek iireme sisteminin (Wolf kanalinin)
gelismesini saglar (Demir, 2013; Duru ve ark., 2008; Ingraham ve ark., 2000; Jost,
1970; Rey ve Grinspon, 2011). Diside ise AMH yoklugunda Miillerian kanallari
embriyogenezis doneminde ovidukt, serviks, uterus ve vaginanin {ist bdliimiine
doniismekte ve folikiiler gelisimin erken evrelerinin dnlenmesinde rol oynamaktadir
(Sekil 2.2.1) (Demir, 2013; Duru ve ark., 2008; Rey, 2005; Sariyildiz, 2010; Weenen
ve ark., 2004). Ayrica AMH’nin gonadal fonksiyonlarin diizenlenmesi, testislerin
skrotum igine inmesi, fotal akciger gelisimi ve tiimdral bliylimenin baskilanmasi gibi
baska bir¢ok gorevleri de bulunmaktadir (Donahoe ve ark., 1977; Lane ve Donahoe,

1998).
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TGF-f ailesinin bir iiyesi olan ve dimerik glikoprotein yapida olan AMH,
Miillerian engelleyici madde (Miillerian inhibiting substans, MIS) olarak da
isimlendirilmektedir (Behringer ve ark., 1994; David ve Andrew, 1994; Demir, 2013;
Evkuran ve ark., 2013; Josso ve ark., 2001; Monniaux ve ark., 2011). AMH disiilfit
baglartyla bagli 70 kilodalton (kDa) molekiil agirligindaki iki monomerden olusup,
molekiil agirligi 140 kDa olan homodimerik bir glikoproteindir (Bruce ve ark., 2012;
Demir, 2013; Kumar ve ark., 2010). Yapilan arastirmalarda AMH’nin baliklarda,
kuslarda, siiriingenlerde, keseli hayvanlarda ve memelilerde bulundugu belirlenmistir

(Sartyildiz, 2010).

AMH, gonad ve Miillerian kanallarindaki etkilerini tip 1 (AMH R-I) ve tip 2
(AMH R-II) reseptorlerine baglanarak meydana getirmektedir (Behringer ve ark.,
1994; La Marca ve Volpe, 2006; Wilson ve ark., 1993). AMH R-I Miillerian kanal
regresyonunda aktif rol oynamazken, hedef hiicre sinyalizasyonunda sinyal reseptorii
olarak rol almaktadir (Behringer ve ark., 1994). Yapilan arastirmalarda AMHR-I’in
ozellikleri ve islevi tam olarak aydinlatilamamigtir (Celtemen 2009). Miillerian kanal
epitelyumuna bitisik mezensimde lokalize olan AMH R-II’nin ise ligand baglamadan

sorumlu oldugu bildirilmektedir (Behringer ve ark., 1994).

XX xy —e |AMH

I Maulleriyan Kanah l
% Wolf Kanali

.-p q.:)) Over | Testis
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Fallop Tupleri
Vas Deferans

Uterus ve Vagina Seminal
Vezikal
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Sekil 2.1. AMH seksiiel farklilagmadaki rolii (Rey, 2005).
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Yapilan caligmalar, fotal hayattan sonra da AMH’ nin fizyolojik olarak bircok
onemli islevi oldugunu ortaya koymustur. Bu islevlerin belirlenmesi i¢in yapilan
aragtirmalarda; AMH’nin kadinlarda, sigirlarda ve koyunlarda; saglikli, biiyiiyen
preantral ve antral folikiillerin granuloza hiicreleri tarafindan iiretildigi belirlenmistir
(Bézard ve ark., 1987; La Marca ve Volpe, 2006; Takahashi ve ark., 1986; Vigier ve
ark., 1984; Weenen ve ark., 2004). AMH nin, folikiillerin ilk se¢ildigi andan itibaren
salinmaya basladigi (McGee ve Hsueh, 2000), preantral ve kiigiik antral folikiillerde
ekspresyon diizeylerinin ise en yliksek seviyelere ulastigi belirlenmistir. Folikiiler
geligim siirecinin devaminda ise; segilen ve FSH’ye bagimli preovulator folikiillerde
ekspresyonlarinin  azaldigi, primordiyal ve atretik folikiillerde ise eksprese
edilmedikleri belirlenmistir (Celik ve Yildirim, 2010; Mossa ve ark., 2017;). Her ne
kadar 2-5 mm'lik antral folikiiller yiiksek graniiloza hiicre sayisinin bir yansimasi
olarak daha fazla AMH fiiretebilirlerse de daha kiiclik boyutlu folikiiller, daha biiytik
sayilarina dayanarak serum AMH seviyesine onemli Ol¢iide katkida bulunmaktadirlar
(Van Rooij ve ark., 2002). AMH, gelisim sirasinda folikiillerin FSH’ya duyarliligini
azaltarak, primordiyal folikiillerin biiylime havuzuna dogru aktiflesmesini baskilayan
bir fonksiyon gdstermektedir (Celik ve Yildirim, 2010; Themmen, 2005). Bu nedenle
AMH, gelisen folikiil havuzunda baz1 folikiillerin gelismesi ve bunun yaninda diger
folikiillerin gelisimlerinin durmasi ile iliskilendirilmektedir (Matur ve Solmaz,
2010). Fotal donemin bitmesinden sonra yeni primordiyal folikiiller olusmamaktadir
(Themmen, 2005). AMH yoklugunda, folikiiller, FSH tarafindan daha hizli bir
oranda secilmekte ve daha fazla folikiil gelisme evresine girmektedir. Bu durum
ovaryumlarda bulunan primordiyal folikiillerin gen¢ yasta tliikenmesine neden
olmaktadir (Durlinger ve ark., 1999; Sartyildiz, 2010). Yapilan bir arastirmada,
ovaryumlarinda AMH tespit edilemeyen kiz ¢ocuklarinda 13 yasinda primordial
folikiillerinin hemen hemen hepsinin tilkendigi ve sonu¢ olarak ovaryumlarinda
biiyliyecek hi¢ folikiil kalmadig1 tespit edilmistir (Durlinger ve ark., 2002a). Benzer
sekilde farelerde AMH’nin FSH ile uyarilan folikiiler biiyiimeyi in vivo ve in vitro
ortamlarda inhibe ettigi belirlenmistir (Durlinger ve ark., 1999). Durlinger ve
arkadaslar1 farelerde yaptiklar1 c¢alismada ovaryum AMH'sinin primordiyal
folikiillerin biiyiliyen folikiil havuzuna girmesini 6nledigini veya inhibe ettigini ifade

etmislerdir (Durlinger ve ark., 1999). Bu nedenle ovaryumlarda folikiil biiylimesinin

12



diizenlenmesinde AMH’nin 6nemli roller oynadig: diisiiniilmektedir (Pelletier ve El-

Alfy, 2000; Weenen ve ark., 2004).

AMH'in folikiil gelisimindeki olasi roliinii arastirmak i¢in, AMH eksprese
etmeyen farelerde folikiil dinamigi incelenmistir (Behringer ve ark., 1994;
Themmen, 2005). Dort aylik yasta bulunan ve AMH eksprese etmeyen farelerin
ovaryumlarinda, primordiyal folikiillerin sayisinda azalma ile birlikte neredeyse ii¢
kat daha fazla biiyliyen folikiiller oldugu belirlenmistir (Durlinger ve ark., 1999).
Biiyiiyen folikiillerin sayisi, Ostrus siklusunun baglamasindan yaklasik 25 giin 6nce
belirlenmeye baslamigtir. AHM eksprese etmeyen farelerde, heniiz 13 aylik
yastayken primordiyal folikiil havuzunun tiikkendigi belirlenmistir (Themmen, 2005).
Yapilan baska bir calismada icinde AMH bulunan in vitro ortamda, AMH
bulunmayan fare ovaryumu birakilmis ve iki giin sonra yapilan incelemede biiyiiyen
folikiil sayisinin %50 azaldigi tespit edilmistir (Durlinger ve ark., 2002). Bu
sonuclar AMH'nin folikiil secilimi {izerinde inhibitér etkisinin olabilecegini
gostermektedir (Themmen, 2005). AMH’nin bu etkileri; primordiyal folikiillerin,
folikiil havuzuna almmasimi engelleyen parakrin etkisi ile ve FSH'nin biiyiiyen
folikiiller iizerindeki etkilerini de zayiflatmasi ile olmaktadir (Themmen, 2005).
Ayrica in vitro olarak yapilan bir arastirmada, AMH’nin graniiloza hiicrelerinin
aromataz aktivitesini ve FSH’ya bagimli LH reseptorii ekspresyonunu baskiladigi da

belirlenmistir (di Clemente ve ark., 1994).

Sigirlarda dogumu takip eden ilk aylarda serum AMH seviyesinin yiikseldigi
ve pubertas ile birlikte diistiigii belirlenmistir (Batista ve ark., 2016; Monniaux ve
ark., 2010). Koyunlarda ise durumun farkli oldugu, serum AMH seviyesinde goriilen
yiikkselme ve sonrasindaki azalmanin pubertas ile iliskilendirilemeyecegi ortaya
konmustur (Lahoz ve ark., 2014; Torres-Rovira ve ark., 2016). Diger taraftan
sigirlarda (Ireland ve ark., 2011; Rico ve ark., 2009; Souza ve ark., 2015) ve
kisraklarda (Claes ve ark., 2015) serum AMH seviyesinin 0Ostrus siklusunun

giinlerine gore herhangi bir degisim sergilemedigi de ortaya konulmustur.

Bu bilgiler 15181nda AMH, ovaryumlar iizerine iki farkli yolla etki ederek

reproduktif faaliyetlerde diizenleyici bir rol oynamaktadir. Bu etkilerden birincisi

13



primordiyal folikiil rezervinde bulunan folikiillerin biiylimesini baskilayarak,
folikiillerin erken tiikenmesini Onlemek, ikincisi ise prenatal ve kiiclik antral
folikiillerin FSH’ye karsi olan duyarlhiliklarinin azalmasimi saglayarak folikiil
gelisimini modiile etmektir (Dewailly ve ark., 2014; Durlinger ve ark., 2001;
Gruijters ve ark., 2003; Sirsikar ve ark., 2016).

AMH sahip oldugu bu etkilerinden dolay ¢esitli amaglar i¢in kullanilabilme
potansiyeli olan bir hormondur. AMH, sadece saglikli biiylimekte olan folikiiller
tarafindan iretilebildigi icin (Mossa ve ark., 2017), serum AMH konsantrasyonlari
ile ovaryumlarda bulunan morfolojik olarak saglikli folikiillerin sayis1 ve ovaryum
folikiil rezervi arasinda pozitif bir iligki vardir (La Marca A ve Volpe, 2006; Sirsikar
ve ark., 2016). Bu iliskiden yola ¢ikarak insanlarda bir¢cok reprodiiktif durumun
aragtirilmasinda  kullanilabilmektedir. Ornegin; ovaryum rezervinin aragtirilmasi,
menopozun belirlenmesi, kemoterapi ve radyasyon tedavisinde ovaryum
fonksiyonlarmin takip edilmesi, ovaryum disfonksiyonunun belirlenmesi, polikistik
ovaryumlarin ve granuloza hiicre tiimorlerinin tanist gibi bircok alanda
kullanilabilmektedir (Dewailly ve ark., 2014; Lin ve ark., 2011; Sirsikar ve ark.,
2016). Veteriner reprodiiksiyon alaninda ise; kopek ve kedilerde ovariohisterektomi
operasyonu sonrasinda iatrojenik olarak sekillenebilecek olan ovaryum remnant
sendromun (Lahoz ve ark., 2012) ve sertoli hiicre tiimorlerinin teshisinde (Holst ve
Dreimanis, 2015), ineklerde siiperovulasyon yanitinin tahmin edilmesinde
(Monniaux ve ark., 2010; Rico ve ark., 2009), kisraklarda folikiil aspirasyonu
programlarinda kullanilacak olan kisraklarin belirlenmesinde (Vernunft ve ark.,
2011) ovaryum tiimorleri veya kriptorsidizm teshisinde (Ball ve ark., 2008, 2013;
Monniaux ve ark., 2013), prepubertal donemde yetistirmede kullanilacak olan
koyunlarin belirlenmesinde (Lahoz ve ark., 2012) kullanilabilmektedir. Kisraklarda,
prepubertal yasta AMH konsantrasyonunun belirlenmesi ergenlik sonrasi AMH ve
AFS'nin 6ngoriilmesini saglar (Scarlet ve ark., 2018). Antral ve kiiciik antral
folikiillerin graniilosa hiicrelerinin bir iiriinii olan AMH’nin, yasl kisraklarda AFS ile
arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu belirtilmistir (Claes ve ark., 2015). Ayrica

maymunlarda yapilan bir calismada AMH ile ovaryum rezervi arasindaki iligkinin,
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kadinlarda gozlenen pozitif iliski ile benzer oldugu bildirilmistir (Appt ve ark.,
2009).

2.3. Dolasimdaki AMH Konsantrasyonuna Etki Eden Faktorler

2.3.1. Yas

Insanlarda primordiyal folikiillerin sayisinin yasla birlikte azaldigi ve
menapozda neredeyse tiikendigi belirlenmistir (Sirsikar ve ark., 2016). Ayrica serum
AMH seviyesinin de menstriiel siklus baslangicindan menopoza kadar giderek
azaldig1 ve menapozda tespit edilemez seviyelere indigi bildirilmektedir (Teixeria ve
ark., 2001). Bu nedenle AMH kadinlarda ovaryum yaslanmasinin belirlenmesinde en
onemli klinik gosterge olarak kullanilmaktadir (Nelson ve ark., 2012). Yaglanma ile
birlikte fareler ve insanlarda, serum AMH konsantrasyonlarindaki azalma ile
primordiyal folikiil sayisindaki diisiis arasinda pozitif iliski oldugu bulunmustur
(Kevenaar ve ark., 2006; Piltonen ve ark., 2005). Ciftlik hayvanlarinda bu tilkenme
durumu gerceklesmeden siiriiden c¢ikartildiklar1 i¢in; AMH ¢iftlik hayvanlarinda

belirtilen amacla kullanilmamaktadir.
2.3.2. Hayvanmn irki

Farkli sigir irklarinda AMH konsantrasyonlarinin ve ovaryum rezervinin
boyutu arasinda herhangi bir korelasyon bildirilmemistir (Mossa ve ark., 2017).
Bununla birlikte yapilan bazi ¢alismalarda, et¢i sigir irklar ile karsilastirildiginda
stit¢ii s181r 1rklarinda serum AMH konsantrasyonlariin ve folikiil sayilarinin daha
diisiik olabilecegi saptanmistir (Mossa ve ark., 2017). Yapilan bir aragtirmada
yetiskin et¢i (Angus ve Charolais) diivelerin siit¢ii diivelere (Holstein ve Jersey)
oranla daha yiiksek AMH konsantrasyonlarina sahip olduklar1 bildirilmistir (Lahoz
ve ark., 2012; Pfeiffer ve ark., 2014). Ayrica, Nelore zebu et¢i sigirlarinin, Holstein
diivelerinden daha biiyiik bir ovaryum antral follikiil popiilasyonuna ve daha yiiksek
serum AMH konsantrasyonlarina sahip olduklari1 belirlenmistir (Batista ve ark.,
2014). Yapilan diger bir caligmada ise; Holstein ve Jersey irki diiveler arasinda

serum AMH konsantrasyonlar1 arasinda bir fark bulunamamistir (Pfeiffer ve ark.,
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2014). Siit¢ii rklar arasinda yapilan bir ¢aligmada ise farklit AMH konsantrasyonlari
bildirilmis, en yiiksek AMH konsantrasyonlarina Jersey irklarinin sahip oldugu, bunu
melez irklarin (Holstein x Jersey) takip ettigi ve en diisiik AMH konsantrasyonlarina
ise Holstein 1rki sigirlarda rastlanildigr bildirilmistir (Ribeiro ve ark., 2014). Ayrica
stit¢ii Gyr zebu diivelerinin, Murrah manda ve Holstein diivelere kiyasla daha fazla
AMH konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir (Baldrighi ve ark., 2014). Bu
nedenlerle hayvan irklarinin AMH seviyeleri iizerinde ki etkisinin olup olmadigi

heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Mossa ve ark., 2017).

Pubertas yas1, diivelerin lireme etkinligi i¢in onemli bir belirleyici faktordiir
(Perry, 2016). Pubertasa erken yasta erisen diivelerin (<10 ay), gec erisen diivelere
gore daha diisiik maliyetle tiredikleri bildirilmistir (Wehrman ve ark., 1996). Plazma
AMH, dogum sonras1 déonemde pubertasa kadar diivelerde karakteristik bir profil
izler ve pubertastan sonra periferik AMH seviyeleri stabildir (El-Sheikh ve ark.,
2017). Genel plazma AMH konsantrasyonlari, erken pubertasa erisen grupta, gec
erisen gruba gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (EI-Sheikh ve ark., 2017). Erken
prepubertal yastaki plazma AMH seviyesinin, erken pubertal ve postpubertal AMH
diizeyleri i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegi ifade edilmistir. Dogum sonrasi 16.
haftadaki plazma AMH seviyeleri pubertas sonras1 4. ve pubertas sonrasi 6. hafta ile
pozitif korelasyon gostermistir. Bu bulgu, dogum sonrasi 16. haftadaki plazma AMH
seviyesinin inegin gelecekteki fertilitesini tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir. Diivelerin gelecekteki fertilitesinin erken tahmini, siiriiye eklenecek
diive maliyetlerinin diigiiriilmesinde ve az verimli diivelerin erkenden siiriiden

cikartilabilmesine olanak vermektedir (El-Sheikh ve ark., 2017).
2.3.3. Beslenme diizeyi ve hastaliklar

Insan, sigir ve koyunlarda fotusun gelisimini dogrudan etkileyen etmenlerin
en Onemlilerinden biri annenin beslenme durumudur (El Hajj ve ark.,, 2014;
Gluckman ve Hanson, 2004; McMillen ve ark., 2008; Mossa ve ark., 2015). Ornegin,
sigirlarda, rasyonlarda %60 kadar yapilan kisitlamalarin, yavrularda ovaryum
rezervi, saglikli folikiil ve oosit sayist gibi 6nemli degerler iizerinde kalici etkileri

oldugu belirlenmistir. Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda gebeliklerinin ilk {i¢ aylik
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doneminde rasyonlarinda kisitlama yapilan ineklerden dogan disi buzagilarda,
ovaryum rezervinin azaldigi (Mossa ve ark., 2013), 4 aylik yastan 1.8 yasina kadar
serum AMH konsantrasyonlariin diisiik oldugu, 7 haftalik yastan 1.6 yasina kadar
antral folikiil sayisinin azaldig1 ve FSH serum seviyesinde artis belirlenmistir (Burns
ve ark., 2005; Ireland ve ark., 2007; Jimenez-Krassel ve ark., 2009; Mossa ve ark.,
2010). Ancak; rasyon kisitlamasi yapilan bu ineklerden dogan diivelerin, kisitlama
yaptlmamis ineklerden dogan diivelerle karsilagtirildiginda benzer dogum
agirliklarina sahip olduklari, dogum sonrasi bilyiime oranlar1 ve pubertas yaslarinin
da benzer oldugu belirlenmistir (Mossa ve ark., 2013). Bu durum, gebelik sirasinda
olusan fotal ovaryum rezervinin, gebeligin ilk {i¢ aylik doneminde annenin beslenme

durumundan yiiksek oranda etkilendigini gostermektedir (Mossa ve ark., 2017).

Yapilan bagka bir calismada gebeligin ikinci {i¢ aylik doneminde rasyon
kisitlamast yapilan ineklerden dogan diivelerde saglikli antral folikiil sayisinin
azaldig1 belirlenmistir (Sullivan ve ark., 2010). Sicanlarda yapilan bir arastirmada ise
yiiksek yag igeren rasyonlarla beslenen siganlardan dogan disi yavrular ile normal
beslenen sicanlardan dogan disi yavrular karsilastirildiginda, yiiksek yag iceren
rasyon ile beslenenlerin yavrularinda daha fazla miktarda primordiyal folikiil

belirlenmistir (Tsoulis ve ark., 2016).

Bu caligmalar, fotal yasam boyunca annenin beslenmesinde olusabilecek olan
dengesizliklerin  ovaryum  gelisiminin  bozulmasina neden olabilecegini

gostermektedir (Mossa ve ark., 2017).

Siit ineklerinde gebelik ve laktasyonun eszamanli olmasindan dolay1 mastitis
gibi yangisal durumlar fotal gelisim iizerine olumsuz etkiler gosterebilirler (Mossa ve
ark., 2017). Bu durum ovaryum gelisimini de olumsuz etkileyebilmektedir. Ornegin
yapilan bir aragtirmada, yiiksek somatik hiicre sayisina sahip kronik mastitisli
ineklerden dogan diivelerde diisiik AMH konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Caraviello
ve ark., 2005; Ireland ve ark., 2011). Bu sonuglar gebelik sirasinda olusan kronik
mastitislerin sadece siit liretimini bozmakla kalmayip ayni zamanda dogacak olan
disi yavrularin iireme potansiyeli iizerine de uzun siireli olumsuz bir etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir (Mossa ve ark., 2017).
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Sonu¢ olarak, fotal yasamda ovaryum rezervlerinin olugsmasi sirasinda
ozellikle beslenme dengesizliklerinin, hastalik ve emzirme gibi farkli faktorlerin
etkili oldugu, bu etkilerin de serum AMH seviyelerinin belirlenmesiyle takip

edilebilecegi diistiniilmektedir (Mossa ve ark., 2017).

2.4. Fertilitenin Gostergesi Olarak AMH’nin Kullanimi

Serum AMH konsantrasyonlar1 iizerinde yapilan arastirmalarda; ineklerde
(Ireland ve ark., 2008; Jimenez-Krassel ve ark., 2015; Ribeiro ve ark., 2014),
farelerde (Kevenaar ve ark., 2006) ve kadinlarda saglikli biiyiliyen folikiil sayilar ile
serum AMH seviyeleri arasinda pozitif iliski oldugu ortaya konulmustur (La Marca
ve Volpe, 2006). Ayrica folikiiler dalgalar ile AMH iligkisinin arastirildigt bir
caligmada da folikiiler dalgalanma sirasinda antral folikiil sayis1 orta (16-24 folikiil)
ve yliksek (25< folikiil) olan diivelerde, diisiik olan (<15 folikiil) diivelere oranla 2
ile 6 kat fazla AMH konsantrasyonu belirlenmistir (Mossa ve ark., 2017).

Koyunlarda yapilan bir arastirmada, koyunlarin ilk ¢iftlesmelerinde gebe
kalma oranlarimin belirlenebilmesi i¢in AMH’nin bir kriter olarak kullanilip
kullanilamayacag1 arastirilmistir. Calisma sonunda bu amagla kullanilabilecek
plazma AMH konsantrasyonunun esik degeri 97 pg/mL olarak bulunmustur. Bu
AMH konsantrasyonunun, gebeligin sekillenebilmesi icin %68.2 (15/22) ve gebelik
basarisizliklarinin belirlenebilmesi i¢in ise %72.2 (39/54) oraninda bir duyarliliga

sahip oldugu ortaya koymustur (Lahoz ve ark., 2012).

Ciftlik hayvanlarinin ovaryumlarda morfolojik olarak saglikli ne kadar folikiil
oldugunun belirlenmesi, yetistiricilikte fertilitesi yiiksek hayvanlarin segilmesinde
kullanilabilecek olan kriterlerden birisidir. Bir koyunun iireme potansiyelini 6n
gormek i¢in; folikiiler dalgalar sirasinda biiyiiyen antral folikiil sayilar1 ile aralarinda
giiclii pozitif bir iliski bulunan AMH bir belirte¢ olarak kullanilabilir (Mossa ve ark.,
2017). AMH’nin ineklerde saglikli folikiillerin ve oositlerin, gonadotropine duyarl
folikiillerin giivenilir bir belirteci ve siit hayvanlarinda uzun 6miir ve fertilitenin bir

gostergesidir (Baruselli ve ark., 2015; Soquila ve ark., 2017).
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Prepubertal koyunlarda yapilan ve serum AMH konsantrasyonlarinin
incelendigi bir arastirmada; ilk ciftlesmeden sonra gebe kalan koyunlarda, ikinci
ciftlesmeden sonra gebe kalan ya da gebe kalmayan koyunlara oranla daha yiiksek
AMH seviyeleri tespit edilmistir (Lahoz ve ark., 2012). Yapilan bagka bir caligmada,
AMH plazma seviyeleri ile toplam folikiil sayilar1 ve eksojen FSH uygulamasi
sonrasinda gelisen 3 mm’den biiyiik folikiillerin arasinda pozitif bir korelasyon

oldugu bildirilmistir (Torres-Rovira ve ark., 2014).

Yiiksek AFS’ye sahip olan ineklerin diisik AFS’ye sahip ineklerden daha
yilksek AMH konsantrasyonlarina sahip oldugu ifade edilmistir (Souza ve ark.,
2015). Maculan ve ark. (2017), Tabapua ineklerinde yapmis olduklar1 ¢alisma da
AMH ile AFS arasinda pozitif bir iligki (P=0.0001) oldugunu belirtmislerdir
(Maculan ve ark., 2017). Diisik AFS’ye sahip olan sigirlarda diisiik fertilite ve
dolayisiyla daha diisiik gebelik oranlari olustugu ortaya konmustur (Cushman ve
ark., 2009). Laktasyondaki ineklerin incelendigi bir ¢alismada diisilk AFS’ye sahip
ineklerde yliksek AFS’ye sahip ineklere gore buzagilama-gebe kalma araliginin daha
uzun ve gebelik oranlarinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Martinez ve ark.,
2016). Yiksek AMH’ye sahip ineklerin gebe kalma oranlari daha yiiksek ve
gebeligin 30. ve 65. giinleri arasinda abort yapma oranlarinin ise daha diisiik oldugu
gosterilmistir (Ribeiro ve ark., 2014). Diisilk AFS’ye sahip siit ineklerinde, ilk suni
tohumlamada gebe kalma oraninin, orta ve yiliksek AFS’ye sahip ineklere oranla
daha diisik oldugu ve dogum gebe kalma araliginin daha uzun oldugu ortaya
konmustur (Mossa ve ark., 2012). Bununla birlikte, diisiik AMH konsantrasyonlarina
veya AFS’ye sahip diive ve ineklerin fertilitelerinin, yiiksek AMH
konsantrasyonlarina veya AFS’ye sahip olanlar ile karsilastirildiginda diisiik
seviyelerde kaldig1 belirlenmistir (Cushman ve ark., 2009; Jimenez-Krassel ve ark.,

2015; Martinez ve ark., 2016; Mossa ve ark., 2012).
Eldar-Geva ve ark. (2005), yapmis olduklar1 c¢alismada, serum AMH

seviyesinin gebelik sansin1 ongérmede AFS ve serum inhibin B diizeylerine kiyasla

daha iyi bir belirte¢ oldugu sonucuna varilmistir (Eldar-Geva ve ark., 2005).
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Takahashi ve ark. (2008), AMH diizeyi arttikca, oositlerin fertilize olma
yeteneginin arttigmi  belirlenmiglerdir. Insanlarda yapilan bu arastirmada,
normoovulator ve fertilizasyonun gerceklestigi hastalarda serum AMH diizeylerinin,
fertilizasyon sekillenmemis hastalarin serum AMH diizeyleri ile karsilagtirilmasi
sonucu, fertilizayon sekillenmis hastalarda serum AMH seviyelerinin yaklagsik {i¢ kat

daha yiiksek oldugun ortaya konmustur (Takahashi ve ark., 2008).

Koyunlarda yapilan bir ¢aligmada, ovulasyon gostermeyen koyunlarda; 1, 2
veya 3> tane ovulasyon sekillenen koyunlara oranla daha diisiik plazma AMH
konsantrasyonularina sahip olduklar1 bildirilmistir (Tablo 2.4.1) (Lahoz ve ark.,

2012).

Tablo 2.1. Kuzularda ovule olan oosit sayisina gore plazma AMH konsantrasyonlari
(Lahoz ve ark., 2012).

Ovulasyon sayisi Kuzu sayis1 (adet) Yas (giin) AMH degeri (pg/mg)
0 19 108 +2 43.0+ 14.6
1 17 118+ 4 126.9 +34.0
2 21 104+£5 99.8+18.3
3> 19 108 + 4 163.1+41.0

Koyunlarda prepubertal plazma AMH konsantrasyonunun, ilk ¢iftlesmede
gebe kalan koyunlarda 6lgiillen AMH seviyelerinin; ikinci ¢iftlestirmede gebe kalan
veya iki ¢iftlesme sonrasinda da gebe kalmayan koyunlarin serum AMH seviyelerine
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda, koyunlarda yapilacak
olan AMH ol¢iimlerinin, ilerideki fertilitelerini tahmin etmek ve yetistirmede
kullanabilmek i¢in bir se¢im kriteri olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
disi kuzularda 3.6 aylikken tek bir AMH O6l¢iimii, ongdriilen en iyi dogurganliga
sahip koyunlarin se¢ciminde yardimci olabilecegi bildirilmistir (Lahoz ve ark., 2012).

Ciftlik hayvanlarim1 ekonomik sinirlar iginde kalarak yetistirmede kullanma
siiresi, dogumdan sonraki en kisa siirede tekrar gebe kalarak saglikli bir yavru
meydana getirmelerine baglidir ve bu durum karli hayvan yetistiriciligi ig¢in
gereklidir. Bu sebeple AMH konsantrasyonu siit diivelerinde uzun Omiir ve

iiretkenligin bir gostergesi olarak kullanilabildiginden, AMH seviyesi siirii dmriinii
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tahmin etmek icin dnemli bir belirtegtir. Ayrica AMH degerleri ile fertilite 6zellikleri
de iliskilendirilebilmektedir. Ornegin diisik AMH konsantrasyonlarina sahip olan
sigirlarin tireme performanslarinin da diisiik oldugu bildirilmektedir (Jimenez-

Krassel ve ark., 2015).

Jimenez-Krassel ve ark. (2015), yapmis oldugu caligmada diisik AMH
konsantrasyonlarina sahip olan ineklerde, yiiksek AMH konsantrasyonlarina sahip
ineklere oranla, Omiirleri boyunca laktasyonda gecirdikleri stirenin daha kisa oldugu
ve siirli bazinda da siirii dmriiniin ortalama 180 giin daha kisa stirdigii belirtilmistir.
Ayrica, kotii iireme performansi i¢in siiriiden ayiklanma orani diger tiim gerekgelerle
karsilastirildiginda, diisik AMH konsantrasyonuna sahip ineklerde diger gruplara
oranla daha fazla olmustur (Jimenez-Krassel ve ark., 2015). Yapilan calismalar,
Holstein diivelerdeki AMH konsantrasyonlarinin bir kez dlciilmesinin gelecek siirii
omriiniin belirlenmesinde yeterli bir kriter olabilecegini gostermektedir (Mossa ve

ark., 2017).

AMH, ovaryum {izerindeki antral folikiil sayisin1 tahmin etmekte
kullanilabilir bir parametre oldugu i¢in; yardimer ilireme teknolojileri sirasinda
ovaryum uyarict tedavilerin yanitin1 tahmin etmek i¢in de kullanilabilmektedir
(Broekmans ve ark., 2006). Diisiik AFS’li erigskin sigirlarin, yiiksek AFS'li sigirlara
oranla, siiperovulasyon uyarimina daha az yanit verdigi ve elde edilen kaliteli
embriyo sayisinda azalma oldugu ortaya konulmustur (Ireland ve ark., 2007). Benzer
sekilde yetigkin ve prepubertal koyunlarda, folikiil sayilar1 ve siliperovulasyon
uyarimina cevap verme arasinda pozitif bir iliski gézlenmistir (Mossa ve ark., 2007;
Torres-Rovira ve ark., 2014). Bu durum, AFS’nin sigirlarda ve koyunlarda
stiperovulasyon uyarimi sonucunda olusacak olan ovaryum yanitinin giivenilir bir
belirteci olabilecegini gostermektedir (Broekmans ve ark., 2006). Kegilerde yapilan
calismada ilk siiperoviilasyon uygulamasindan once plazmada olgilen AMH
konsantrasyonlari, toplam CL sayist ve ii¢ embriyo toplama uygulamasindan sonra
toplanan toplam, transfer edilebilir ve dondurulabilir embriyolarin toplam sayisi ile
arasinda yiliksek derecede korelasyon bulunmustur (Monniaux ve ark., 2011).
Kecilerde plazmada AMH konsantrasyonlarinin belirlenmesinin, yiiksek sayida

embriyo iretme olasiligt olan kecilerin secilmesi i¢in {ireme veya andstrus
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mevsiminde gerceklestirilebilecegi ortaya konmustur (Monniaux ve ark., 2011).
Mandalarda da AMH konsantrasyonu ile siiperovulasyon yaniti arasinda pozitif bir
korelasyon gozlenmistir. Tek bir kan numunesinden belirlenen AMH
konsantrasyonunun  kullaniminin, siiperovulasyon tedavilerine oranda yanit
verebilecek mandalar1 tahmin etmek icin kullanilabilir oldugu belirlemistir

(Redheada ve ark., 2017).

Insanlarda yapilan bir c¢alismada AMH seviyeleri ile siiperovulasyon
uyarimina karst olusan ovaryum cevabi arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir.
Ayni ¢alismada serum AMH degerlerinin olusacak ovaryum yanitini tahmin etmek

amacityla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Yenigeri, 2011).

Diivelerde siiperovulasyon uyarimindan once oOlgiillen AMH seviyelerinin;
uyarim Oncesi folikiil sayisi ile ve ayrica uyarim sonrasi olusan biiyiik folikiiller ve
CL sayilar1 ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Rico ve ark., 2009). Japon
siyah sigirlarinda yapilan bir arastirmada, serum AMH konsantrasyonlari ile follikiil
sayisi, fertilize oosit ve transfer edilebilir kalitede embriyo sayilar1 arasinda pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir (Center ve ark., 2018; Hirayama ve ark., 2012).
Koyun (Lahoz ve ark., 2014), ke¢i (Monniaux ve ark., 2011) ve kisraklarda (Claes ve
Ball, 2016) yapilan ¢aligmalarda, serum AMH seviyelerinin yapilacak olan
siiperovulasyon uyarimlarint dngorebilecegi belirlenmistir (Mossa ve ark., 2017).
Rico ve ark. (2009), serum AMH seviyesi ile sirasiyla 3 ila 7 mm ¢apa sahip folikiil
sayis1t ve superovulasyon sonrasi ovule olan oosit sayisi arasinda pozitif korelasyon
oldugunu bildirmislerdir (Rico ve ark., 2009). Rico ve ark. (2012), Siiperovulasyon
uyarmmi yapilmis ineklerde serum AMH seviyesi ile Ostrustaki biiyiik folikiiller ve
CL sayist arasinda da pozitif korelasyon oldugu ortaya konmustur (Rico ve ark.,
2012). Hazout ve ark. (2004), yaptiklar1 bir ¢alismada serum AMH diizeyleri ile IVF
sonuclar1 arasinda yakin iligki oldugunu ve AMH diizeyleri arttiginda elde edilen
mature oosit sayisi ve gebelik oranlarinin da arttigini gostermislerdir (Hazout ve ark.,
2004). Souza ve ark. (2015), ineklerde serum AMH ile CL sayist ve
siiperoviillasyondan sonra geri kazanilan embriyolar arasinda benzer pozitif
korelasyonlar bildirmislerdir (Souza ve ark., 2015). Bu caligmalardan elde edilen

sonuglar serum AMH seviyesinin, siliperovulasyon uyarimina almacak yanit,
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ovaryum rezervi ve embriyo iretimi i¢in vericiler segmek i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir (Monniaux ve ark., 2010, 2011; Mossa ve ark., 2017; Rico ve ark.,
2012).

Sonug olarak, AMH, saglikli gelisen folikiillerden salinan bir hormon oldugu
icin ovaryumlarda bulunan saglikli folikiillerin miktarlari hakkinda bilgi
edinilebilmesi i¢in incelenmesi gereken ¢ok dnemli bir parametredir. Bu baglamda,
serum AMH seviyeleri; koyunlarin ana¢ olarak kullanilip kullanilamayacaginin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ayrica; serum AMH seviyesi diisiik
oldugu belirlenen koyunlarinda iireme sezonu oOncesinde siiriiden ¢ikartilmalar
saglanabilir. Bu hipotezden yola ¢ikarak yapilan bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda,
Tiirkiye’de Orta Anadolu ve cevresindeki tiim bolgelerde yaygin bir sekilde
yetistiriciligi yapilan Akkaraman ve I¢ Bati Anadolu bélgesi ile Bati Akdeniz'in
kuzeyinde Antalya, Isparta ve Burdur bolgesinde yaygin olarak yetistirilen Pirlak
koyunlarinda, serum AMH seviyeleri ile gebelik ve yavru sayilar1 arasinda bir iliski

olup olmadig1 aragtirilmastir.

23



3. GEREC ve YONTEM

Caligmanin hayvan materyalini, viicut kondisyon skorlar1 birbirine yakin (3-
3.5) ve en az bir dogum yapmis 40 bas Akkaraman melezi irki koyun ve 40 bas
Pirlak 1rk1 koyun olusturmustur. Calisma, lireme ve dogum sezonunda Hakkari ili
Yiiksekova ilgesi Adakli kdylinde ve Burdur’da bulunan aile tipi isletmelerde
yapilmustir.

Heniiz iireme sezonuna girmeden 6nce tiim koyunlardan v. jugularis’ten 10
ml’lik vakumlu tiiplere kan O6rnekleri alinmistir. Alinan 6rnekler 3000 RPM’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Cikartilan serumlar ELISA testleri yapilana kadar -20
°C’de derin dondurucuda saklanmigtir. Tiim 6rnekler toplandiktan sonra, serumlarda
ticari ELISA test kiti (Sheep Anti Mullerian Hormon — AMH ELISA Kit, Katalog
no: OPS1F0039, OPTIMA®) kullanilarak serum AMH seviyeleri belirlenmistir.

3.1. ELISA analizleri

Alman Orneklerde AMH analizleri, ticari ELISA kitinin talimatlari
dogrultusunda yapilmistir (Sheep Anti Mullerian Hormon — AMH ELISA Kit,
Katalog no: OPS1F0039, OPTIMA®). Testin yapilmasinda, T. C. Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi, BILTEKMER (Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi) biinyesinde bulunan Epoch, BIO-TEK™ mikroplate okuyucusu

kullanilmastir.

Oncelikle test kiti igeriginde bulunan standart soliisyonlarin sulandirmalari
yapilmistir. Bu amagcla plate tizerindeki 10 kuyucuk kullanilmistir. Sulandirma igin
ayrilan bu 10 kuyucugun 1 ve 2.’sine 100 pL standart eklenmistir. Ardindan iki
kuyucuga da 50 pL standart diliient ekleyip iyice karistirilmistir. Daha sonra tiglincii
ve dordiincii kuyucuklara sirastyla birinci ve ikinci kuyucuktan 100’er pL standart
eklenmis ve iizerine 50 pL standart diliient ilave edilip karistirilmistir. Bu islemler
sonunda {igiincii ve dordiincli kuyucuklarda olusan c¢ozeltilerden 50°ser pL’lik
kisimlar atilmigtir. Bu islemden sonra, besinci ve altinct kuyucuklara sirasiyla
ticlincli ve dordiincli kuyucuklarda bulunan ¢ozeltilerden 50°ser pL konulmus ve

tizerlerine 50°ser pL standart diliient eklenip karistirilmistir. Daha sonra ayni sekilde,
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yedinci ve sekizinci kuyucuklara sirasiyla besinci ve altinct kuyucuklardan alinan
50°ser pulL’lik ¢ozeltiler eklenmis ve tizerlerine 50 pL standart diliient ilave edilmis ve
iyice karigmalar1 saglanmistir. Son olarak dokuzuncu ve onuncu kuyucuklara
strastyla yedinci ve sekizinci kuyucuklardan 50°ser pL’lik ¢ozelti eklenip, lizerlerine
50’ser pL standart diliient ilave edilip karigtirllmistir. Bu sulandirmalardan sonra her
bir kuyucuktaki toplam hacim 50 pL ve konsantrasyonlar 18 ng/ml, 12 ng/ml, 6
ng/ml, 3 ng/ml, 1.5 ng/ml seklinde ayarlanmistir.

Analizleri yapilacak olan ve -20 °C’de saklanan serumlar bir giin dnceden
derin dondurucudan ¢ikartilmig ve +4°C’de ¢ozdiiriilmiistiir. Antijen preparatlar1 da
teste baglamadan 30 dk once buzdolabindan +4°C’den c¢ikarilmis ve oda 1sisinda
bekletilmistir. Ornekler igin ayrilan kuyucuklara 40’ar uL Srnek sulandirici (sample
diliient) eklenmistir. Ardindan her bir 6rnekten 10’ar pL alinmis ve 1:5 oraninda
sulandirilarak olusan c¢ozeltiler nazikge karistillmistir. Bu islemler sirasinda
oOlgiilecek olan verilerin daha saglikli olmasi i¢in, her bir 6rnek i¢in iki kuyucuk
kullanilmistir. Bu nedenle toplamda iki ELISA plate’i kullanilmistir. Hazirlanan
plate’ler, kapama membran: ile kapatilarak 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. Bu sirada, yikama soliisyonu distile su ile seyreltilmistir. Inkubasyondan
sonra, kapama membrani ¢ikartilmig ve kuyucuklar yikama soliisyonu ile doldurulup
30 saniye beklenip soliisyon dokiilmiistiir. Bu islem bes kez tekrarlanmistir. Kontrol
icin bos birakilan kuyucuk hari¢ her bir kuyucuga 50 pL. HRP-Conjugate reaktifi
eklenmis ve plate kapama membrani ile kapatilarak 30 dakika boyunca 37°C’de
inkiibe edilmistir. Ardindan yikama soliisyonu ile 5 kez yikama islemi yapilmistir.
Daha sonra renklendirme amaciyla, her kuyucuga 50 pL Kromojen A Sollisyonu
ilave edip yavasca sallayarak karistirilmis ve 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Bu islemi takiben reaksiyonu durdurmak amaciyla her kuyucuga 50 puL sonlandirma
soliisyonu ilave edilmistir. Sonlandirma soliisyonu ilave edildikten sonraki 15 dakika
icinde ELISA okuyucu kullanarak kontrol kuyucugunu sifir olarak ayarlayip 450 nm
dalga boyunda 6l¢iim gerceklestirilmistir.
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Serum orneklerinde yapilan ELISA analizlerinden elde edilen sonuglar,

yapilan bu standartlara gére hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmigtir

(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Elde edilen ELISA sonuglarindan AMH seviyelerini hesaplayabilmek i¢in
hazirlanan kalibrasyon egirisi.

3.2. Ornek alinan koyunlarin takip edilmesi

Ureme sezonu igerisinde dogal asimlarla gebe kalan ve dogum yapan
koyunlarin kayitlar1 alinmistir. Kayitlar tutulurken dogum tipi (tekiz-cogul), dogan

kuzularm cinsiyetleri, dogum kolaylig1 gibi veriler kaydedilmistir.

3.3. istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizleri icin; MINITAB 16.0° programi
kullanilmigtir. Alman kan orneklerinde yapilan AMH analizleri sonucunda elde

edilen veriler incelendiginde; degerlerin normal dagilima uymadigi belirlenmistir.

AMH degerleri normal dagilima uymadigi i¢in; median, minimum ve
maksimum degerleri hesaplanmistir. Gruplar arasit farki ortaya koymak igin ise

nonparametrik bir test olan “Mann-Whitney U Testi” kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan ELISA olc¢limleri sonucunda Pirlak koyunlarinda serum AMH

seviyesi ortalama 51,29 (min-maks, 9,8-180,12) pg/ml, Akkaraman koyunlarinda ise

20,66 (min-maks, 10,49-49,97) pg/ml olarak hesaplanmustir.

Akkaraman 1rki koyunlardan 7 bas koyunun gebe kalmadig: kalanlarin tekiz

dogum oldugu belirlenmistir. Toplam gebe kalan 33 bas koyundan 3 basi gebelik

stirecinde abort yapmis bu nedenle toplam 30 kuzu elde edilmistir. Kuzularin 16’s1

erkek 14’u disi olmustur. Dogum sekli olarak; 24 dogum yardima gerek kalmadan

gerceklesmis, 4 doguma basit diizeltme islemi ile yardim edilmis, 2 tanesinde

pozisyon diizeltme ve ¢ekme islemi yapilmistir (Tablo 4.1). Dogan kuzularin dogum

agirliklar1 ortalama 4686,66+417,49 gr, disi kuzular i¢cin 4328,6+189,9 gr erkek

kuzular i¢in 5000,04+285,2 gr olarak ol¢iilmiistiir.

Tablo 4.1. Akkaraman koyunlarina ait dogum kayitlar1 ve serum AMH degerleri.

No Dogan kuzu Dogum Cinsiyet Dogum AMH
sayisi tipi agirh@ (pg/ml)
1 1 b e 5000 10,4900881
2 1 d 4700 10,7929515
3 1 b d 4300 12,4449339
4 1 a d 4400 12,6927313
5 1 C e 4800 13,3259912
6 abort - - - -
7 1 a d 4200 13,9317181
8 1 a e 4900 14,4273128
9 1 a d 4100 15,1707048
10 1 b d 4300 15,3909692
11 1 a e 5000 15,5561674
12 1 a e 5000 15,6112335
13 1 a e 5300 16,1068282
14 1 a e 5200 17,5660793
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Tablo 4.1. (devam) Akkaraman koyunlarina ait dogum kayitlar1 ve serum AMH
degerleri

No Dogan kuzu Dogum Cinsiyet Dogum AMH
sayisi tipi agirhgi (pg/ml)
15 abort - - - -
16 1 a d 4400 20,126652
17 1 a e 5900 20,5121145
18 1 a e 4900 20,814978
29 1 a d 4000 21,0352423
20 1 a e 4800 21,1453744
21 1 a d 4300 22,6046256
22 1 a d 4500 23,2378855
23 1 a e 4900 23,5407489
24 1 a e 4800 24,339207
25 1 a d 4600 24,6145374
26 1 a e 5000 29,4052863
27 1 a e 4700 30,0110132
28 1 C e 4800 32,9295154
29 1 a e 5000 33,314978
30 1 a d 4200 39,9779736
31 abort - - - -
32 1 a d 4400 48,5132159
33 1 a d 4200 49,972467

a: yardima gerek kalmadan normal dogum, b: basit diizeltme islemi ile yardim edilmis doguma, c:
pozisyon diizeltme ve ¢ekme uygulanmis dogum, e: erkek, d: disi

Tablo 4.2. Akkaraman koyunlarinda disi ve erkek kuzu doguran koyunlarin serum
AMH degerleri.

Akkaraman koyunlar: Serum AMH seviyesi
Median (Min-Maks) (pg/ml)
Erkek kuzu doguran koyunlar 20,66 (10,49-33,31)?
Disi kuzu doguran koyunlar 20,58 (10,79-49,97)?
a, p>0.05
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Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Akkaraman koyunlarinda
erkek ve disi kuzu doguran ana¢ koyunlarin serum AMH degerleri arasinda bir fark

olugsmamustir (p>0.05) (Tablo 4.2).

Pirlak koyunlarinda ise 3 bas koyun gebe kalmamistir. Toplam gebe kalan 37
bas koyundan 54 bas kuzu dogmustur. Gebe kalanlarin 23 tanesi tek yavru, 11 tanesi
ikiz yavru, 3 tanesi ii¢liz yavru dogurmustur. Ikiz dogumlarin 6 tanesinde farkli
cinsiyette yavrular dogarken, 3 tanesinde 2 yavru da disi, 1 tanesinde 2 yavru da
erkek olmustur. Uciiz dogumlarda ise 2 dogumda 2 erkek 1 disi, son iigiiz dogumda
da 2 disi 1 erkek seklinde dogum olmustur. Dogum sekli olarak; 29 dogum yardima
gerek kalmadan gerceklesmis, 6 doguma basit diizeltme islemi ile yardim edilmis, 2
tanesinde pozisyon diizeltme ve c¢ekme islemi yapilmigtir (Tablo4.3). Dogan
kuzularin dogum agirliklart ortalama 4667+881,81 gr, disi kuzular i¢in 4438+806,86
gr, erkek kuzular i¢in 4833,33+£909,53 gr olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.3. Pirlak koyunlarina ait dogum kayitlar1 ve serum AMH degerleri.

No Dogan kuzu Dogum Cinsiyet Dogum AMH
sayisi tipi agirh@ pg/ml
1 1 a e 5500 9,80176211
2 1 a e 5000 9,91189427
3 - - - - -
4 1 a e 5000 10,8755507
5 1 a e 5300 11,5638767
6 1 a e 6000 11,9768722
7 1 C e 12,2219163
8 1 a e 6500 12,5550661
9 1 a e 3500 12,7230176
10 - - - - -
11 1 a d 5500 15,969163
12 1 a d 6000 17,0154185
13 1 a d 5000 17,4008811
14 1 a e 6000 17,6762115
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Tablo 4.3. (devam) Pirlak koyunlarma ait dogum kayitlar1 ve serum AMH
degerleri.

No Dogan kuzu Dogum Cinsiyet Dogum AMH
sayisi tipi agirhgi pg/ml
15 1 a e 6000 17,8414097
16 - - - - -
17 1 a e 4000 21,9162996
18 1 a e 5000 23,7610132
19 1 a e 5400 24,0914097
20 1 a e 4500 29,5980176
21 1 a e 5600 36,2334802
22 1 a e 5500 51,2940529
23 1 a e 4800 54,2400881
24 1 a e 6000 57,5165198
25 1 a & 4800 60,5451542
26 2 d/e 5000 75,9085903
27 3 b e/e/d 2800 76,1839207
28 1 a e 4300 85,8204846
29 3 C d/d/e 3500 114,096916
30 2 a d/d 4500 115,418502
31 2 b d/e 4000 120,154185
32 2 b ele 4300 122,356828
33 2 a e/d 5200 131,084802
34 2 b d/d 3500 132,819383
35 2 a e/d 4800 136,921806
36 2 a d/e 3800 139,069383
37 2 a d/e 5000 140,170705
38 2 a d/d 4500 144,218062
39 3 b e/e/d 4000 150,743392
40 2 b d/e 4300 180,11674

a: yardima gerek kalmadan normal dogum, b: basit diizeltme islemi ile yardim edilmis doguma, c:
pozisyon diizeltme ve ¢gekme uygulanmis dogum, e: erkek, d: disi
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Tablo 4.4. Bir ve birden fazla kuzu doguran Pirlak koyunlarinin serum AMH
degerlerinin karsilagtirilmast.

Pirlak koyunlar: Serum AMH seviyesi

Median (Min-Maks) (pg/ml)
1 kuzu doguranlar 17,54 (9,8-60,55)*
1’den fazla kuzu doguranlar 131,8 (75,91-180,12)°
a,b: p<0.01

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, Pirlak koyunlarinda birden fazla
kuzu doguran ana¢ koyunlarin serum AMH degerleri tek kuzu dogran koyunlara goére
onemli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 4.4) (p<0.01). Pirlak koyunlarinda
olgiilen serum AMH seviyelerine gore; AMH seviyesi 75.90 pg/ml’nin iizerinde olan

koyunlarin 1 tanesi hari¢ kalanlari ikiz ya da {i¢iiz dogum yapmislardir.

Pirlak ve Akkaraman koyunlarinin serum AMH degerleri karsilastirildiginda ise,
Pirlak koyunlarmin serum AMH degerleri, Akkaraman koyunlarinin serum AMH
degerlerinden istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4.5) (p<0.01).

Tablo 4.5. Pirlak ve Akkaraman koyunlarmma ait serum AMH degerlerinin
karsilastirilmasi.

Incelenen Koyun Irklari Serum AMH seviyesi

Median (Min-Maks)

(pg/ml)
Akkaraman koyunlari 20.66 (10.49-49.97)?
Pirlak koyunlari 51.29 (9.8-180.12)°

a,b, p<0.01
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5. TARTISMA

Serum AMH seviyeleri ile gebelik ve yavru sayilart arasindaki iligkilerin
arastirlldigt calismalarin  sayist ¢ok sinirlidir. Konu ile ilgili olarak yapilan
caligmalarda; Prepubertal donemde Rasa Aragonesa koyunlarinda OSlgiilen serum
AMH seviyelerinin 0 ile 590 pg/ml arasinda oldugu, AMH seviyesi ile viicut agirligi
veya yas arasinda da bir korelasyon olmadigt belirlenmistir (Lahoz ve ark., 2012).
Benzer bagka bir ¢aligmada da Ramboilette irki koyunlarda serum AMH degerleri
calisma gruplarinda ortalama 0,34+0,04, 0,204+0,12 ng/ml arasindaki degerlerde
Olciilmiis, bu degerlerin yas ve viicut agirligima gore de degismedigi ortaya
konulmustur (Smartt, 2015). Kopeklerde yapilan baska bir arastirmada ise serum
AMH degerlerinin 1,8-33,0 ng/ml araliginda biiylik bir varyasyon gosterdigi
belirlenmistir (Hollinshead ve ark., 2017). Yapilan bu ¢aligmada da hem Akkaraman
(10,49 — 92,40 pg/ml) hem de Pirlak (9,80 — 180,11 pg/ml) koyunlarinin dl¢iilen
AMH seviyelerinin bireyler arasinda Onemli bir varyasyona sahip oldugu

belirlenmistir. Bu durum yapilan ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir.

Serum AMH seviyeleri ve yavru sayilar1 arasindaki iliskilerin arastirildigi ve
postpubertal 155 kopegin incelendigi bir arastirmada, serum AMH degerleri yiiksek
olan kdpeklerde, yavru sayilarmin da yiiksek oldugu ortaya konulmus ve serum
AMH seviyesindeki her 1 ng/ml’lik artisin yaklasik 0,3 adet yavru artigina neden
oldugu hesaplanmistir (Hollinshead ve ark., 2017). Ineklerde de ovulasyon sayist ile
serum AMH seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir. (Rico ve
ark., 2009). Benzer sekilde koyunlarda serum AMH seviyeleri ve ovulasyon sayilar1
arasindaki iligkinin incelendigi bir arastirmada; AMH seviyesinin ovulasyon sayisi
ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu belirlenmis, ¢ogul ovulasyon gosteren
koyunlarda AMH seviyelerinin de yiiksek oldugu ortaya konmustur (Lahoz ve ark.,
2012). Tek veya c¢ogul gebeliklerin karsilastirildigi baska bir calismada da
Ramboilette koyunlarda ¢ogul gebeliklerde olgiilen AMH degerlerinin tek yavrulu
gebeliklere oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Smartt, 2015). Yapilan bu
caligmada da Pirlak koyunlarinda ikiz ve ii¢iiz dogum yapan koyunlarin serum AMH

degerlerinin daha yiiksek olmasi bu bilgiler ile ortiismektedir. Akkaraman
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koyunlarinda tiim bireyler tek yavru dogurdugu icin bu sekilde bir sonuca

varilamamistir.

Prepubertal koyunlarda oOlclilen AMH degerleri ile postpubertal fertilite
parametrelerinin degerlendirilmeye calisildig1 bir aragtirmada, ilk ciftlesmede gebe
kalan koyunlar icin AMH esik degerinin 97 pg/ml oldugu bildirilmektedir (Lahoz ve
ark.,2012). Yaslar1 1,2-7,6 arasinda degisen farkli irklardan kopeklerde yapilan
arastirmada ise serum AMH seviyeleri 11,0 £ 5,4 ve asagisinda olgiilen kopeklerin
yavrulamadig1 tespit edilmistir (Hollinshead ve ark., 2017). Pirlak koyunlarinda da
boyle bir yaklasim ile g¢ogul gebe ihtimali yiiksek hayvanlarin secilmesinde
AMH nin bir belirte¢ olabilme potansiyeli oldugu kanaatine varilmistir. Ancak; ayni1
durum Akkaraman koyunlar1 ic¢in s6z konusu degildir. Bu durumun irk
farkliliklarindan oldugu, belirtilen degerlerin ka 06zgli belirlenmesi gerektigi
diistiniilmektedir. Pirlak koyunlarinda ¢ogul gebe kalan koyunlarin biri harig
digerlerinin serum AMH degerlerinin >75 pg/ml oldugu belirlenmistir. Tek kuzu
dogurmasina ragmen, serum AMH degeri 75 pg/ml’nin {izerinde olan bir koyunda ise
cogul gebelik olusmus ancak; diger yavrularin embriyonik hayatta 6lmiis olma
ihtimali akla gelmektedir. Bu baglamda lireme sezonu Oncesinde alinacak olan kan
orneklerinde AMH degerlerine bakilarak c¢ogul gebelik yasama ihtimali yiiksek
hayvanlarin secilmesinde AMH’nin bir belirte¢ olabilme potansiyeli oldugu
kanaatine varilmistir. Ancak; ayni durum Akkaraman koyunlari i¢in séz konusu
degildir. Bu durumun ik farkliliklarindan oldugu, belirtilen degerlerin 1irka 6zgii

belirlenmesi gerektigi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calisma sonucunda, Pirlak koyunlarinda ¢ogul gebeliklerin
onceden tahmininde serum AMH degerlerinin kullanilabilmesi i¢in; daha fazla
sayida koyun kullanilarak ve olusan gebeliklerin ultrasonografik olarak takipleri ve
olas1 embriyonik kayiplarin belirlenebilmesi icin yeni ¢alismalar yapilmasi uygun
olacaktir. Boylece Pirlak koyunlarinda c¢ogul gebeliklerin  tahmininde
kullanilabilecek bir serum AMH esik degerinin hesaplanabilecegi kanaatine

varilmgtir.
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