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TURKCE OZET

Koyunlar iilkemizin cografi konumundan dolayr mevsime bagli polidstrik
hayvanlardir. Koyunlarda, ciftlesme sezonu i¢inde gebe kalmadiklar1 siirece 17-20
giinde bir ovulasyon sekillenir. Ideal bir siirii ydnetiminde, ¢iftlestirilmis ya da
tohumlanmis koyunlarin gebelikleri 17 giin i¢inde tespit edilerek, gebe kalmamis
olanlarin bir sonraki 6strus siklusunda gebe birakilmasi 6nemlidir. Bu yiizden gebelik
teshisinin ¢iftlesmeden sonraki 17 giin iginde yapilmasi iiretim planlamasi agisindan
bliyiilk 6nem arz etmektedir. Bu sebeple, koyunlarda, kanda gebelikle iliskili
glikoprotein (Pregnancy Associated Glycoprotein, PAG) konsantrasyonlarinin
radyoimmunoassay (RIA) yontemiyle Ol¢iilerek gebelik teshisinin miimkiin olan en

kisa siirede yapilmasi amaglanmistir.

Bu tezde PAG konsantrasyonlari, serum orneklerinden RIA yontemi ile doku
orneklerinden real-time PCR yontemi ile 6lgiildii. Materyal olarak Tiirkiye' de Bursa
ili Niliifer il¢esine bagli Gorlikle mahallesinde bulunan bir (40° 23' N, 28° 85' E) 6zel
koyun ¢iftliginden, T.C. Gida Tarim ve Orman Bakanligi’na bagl Bursa Il Tarim ve
Orman Midiirliigi kayitlar1 esas alinarak 2-4 yas araligindaki multipar 6zellikte olan
ve en son 4 ay once dogum yapmis koyunlar kullanildi. Kan 6rnekleri i¢in 20 koyun
(Gebe:10, Gebe olmayan:10, n=20), doku ornekleri i¢cinde 12 adet koyun (n=12)
kullamildi.  Orneklerin  toplanmasi  igin gerekli olan koyunlarin  &strus

senkronizasyonuna 2017 yili mayis ayinda baslandi.

Koyunlarda erken donemde gebelik teshisi i¢in 6 farkli RIA yontemi test edildi.
Bu amagla koyunlar ¢iftlestirildikten sonra 0., 10., 15., 16., 17., 18., 19. ve 20. giinlerde
kan ornekleri alinarak kan serumunda ovPAG konsantrasyonu RIA-497, RIA-706,
RIA-780, RIA-860, RIA-srPool ve RIA-wbPool yontemleriyle ol¢iildii. Koyunlarda
gebelik teshisi icin RIA-860 ve RIA-wbPool yontemleri ilk defa bu tez ¢alismasinda
test edildi. Ayrica uterus dokusunda ovPAG ekspresyonunu ortaya koymak i¢in real-
time PCR o6l¢limii yapildi. Doku ornekleri ciftlestirmeyi takiben 0., 14., 20. ve 30.
giinlerde toplandi. Ortalama PAG konsantrasyonlari, RIA-780’de 17. glinden, RIA-
706’da 18 giinden, RIA-srPool ve RIA-wbPool’da 19. giinden itibaren arttig1 goriildi
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(P <0.001). Real-time PCR’da olgiilen PAGI1 ekspresyonunun, upregiile veya
downregiile olmadig: tespit edildi.

Periferal kan serumu Orneklerinde 17. giinden itibaren ovPAG
konsantrasyonunun 6l¢iilebiliyor olmasi, RIA yonteminin hem giivenilir hem de erken

donemde gebelik teshisi yapabildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Gebelikle iliskili Glikoprotein, Pregnancy-Associated
Glycoprotein (PAG), Radyoimmunoassay (RIA), Real-time PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Polymerase Chain Reaction)
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INGILIZCE OZET

Sheep are seasonal polyestric animals due to the geographical location of our
country. Ovulation occurs in every 17-20 days unless they become pregnant during the
mating season in sheep. In an ideal herd management, it is important to identify
pregnancies of sheep within 17 days after mating, and to make them ready to mate or
inseminate before next oestrus cycle. Therefore, it is of great importance for
production planning that pregnancy diagnosis is made within 17 days after mating. For
this reason, it is aimed to make pregnancy diagnosis as soon as possible by measuring
the Pregnancy-associated Glycoprotein (PAG) concentrations in sheep by

radioimmunoassay (RIA) method.

In this thesis, PAG concentrations were measured by RIA method from serum
samples and real-time PCR method from tissue samples. As the materials, multiparous
sheep who was 2-4 year old and had given birth 4 months ago were used. They were
bought from a private farm located in Gorukle (40° 23 'N, 28°85' E) in Bursa in Turkey.
Sheep were selected based on the records of the Bursa Provincial Directorate of
Agriculture and Forestry of the Ministry of Food related Agriculture and Forestry.
Twenty sheep (pregnant: 10, non-pregnant: 10, n = 20) and 12 sheep (n = 12) were
used for serum and tissue samples respectively. The oestrus synchronization of the

ewes required for the collection of samples was begun in May 2017.

Six different RIA methods were tested for early pregnancy diagnosis in sheep.
Blood samples were taken on days 0, 10, 15, 16, 17, 18, 19 and 20 post-mating and
ovPAG concentrations in blood serum were measured by using RIA-497, RIA-706,
RIA-780, RIA- 860, RIA-srPool and RIA-wbPool methods for early pregnancy
diagnosis. In this thesis, RIA-860 and RIA-wbPool methods were tested for pregnancy
diagnosis in sheep, for the first time. In addition, real-time PCR was performed to
determine ovPAG expression in uterine tissue samples. The tissue samples were
collected from sheep on days 0, 14, 20 and 30 post-mating. The mean PAG
concentrations were determined being increased from day 17, 18, 19 and 19 in RIA-
780, RIA-706, RIA-srPool and RIA-wbPool, respectively (P <0.001). PAGI gene

expression was not upregulated or downregulated acording to real-time PCR results.
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The fact that ovPAG concentration can be measured in serum samples from
day 17 post coitum has shown that the RIA method is both reliable and able to diagnoe

early pregnancy.

Keywords: Sheep, Pregnancy Associated Glycoprotein, Radioimmunoassay, Real-
time PCR
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1. GIRIS

Koyun yetistiriciligi diinyada oldugu gibi, son on yilda Tiirkiye’de de giderek
artmaktadir. Yetistiricilikte siirdiiriilebilir karhlik, girdiler optimize edilirken, liretimin
de en iist seviyeye c¢ikartilmasiyla saglanabilir. Bu durum, etkin siirii yonetimi ve
isabetli planlamalarla, siiriiniin sahip oldugu dinamiklerinin kisa siirede agiga
cikartilmasina baglidir. Karh yetistiricilikte onemle {izerinde durulmasi gereken nokta
ise, tim koyunlarin miimkiin olan en kisa silirede gebe birakilmasi ve gebe
kalmayanlarin tespit edilip, tekrar iiretime destek verir hale getirilmesi veya siiriiden

cikartilmasi kritik bir anlam ifade etmektedir.

Koyunlar iilkemizin cografi konumundan dolayr mevsime bagli polidstrik
hayvanlardir. Bilimsel olarak gelistirilmis senkronizasyon metotlar1 kullanilsa da,
ciftlesme mevsimi disinda hayvanlarin gebe kalma sanslar1 diisiiktiir. Dolayisiyla
koyun iiretimi yilin sadece belirli donemlerinde elverisli olmakta, diger zamanlarda
ise liretim oran1 azalmaktadir. Koyunlarda, ¢iftlesme sezonu i¢inde gebe kalmadiklar
stirece 17-20 gilinde bir ovulasyon sekillendig gozoniinde bulunduruldugunda, ideal bir
siirii yonetimi igin, ¢iftlestirilmis ya da tohumlanmis koyunlarin gebelikleri 17 giin
icinde tespit edilerek, gebe kalmamis olanlarin bir sonraki Ostrus siklusunda gebe
birakilmas: 6nemlidir. Bu ylizden gebelik teshisinin ¢iftlesmeden sonraki 17 giin

icinde yapilmasi iiretim planlamasi agisindan biiylik 6nem arz etmektedir.

Bu tezin amaci, koyunlarda, kanda gebelikle iligkili glikoprotein (Pregnancy
Associated Glycoprotein, PAG) konsantrasyonlarinin radyoimmunoassay (RIA)
yontemiyle Olciilerek gebelik teshisinin miimkiin olan en kisa siirede yapilmasini

saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Gebeligin tanis1 ve patolojik olgulardan ayirt edilebilmesi, gebelik siiresince ve
dogum sonrasinda hem anne hem de yavru acisindan 6nem arz etmektedir. Gegmisten
giiniimiize gebelik siireci insanoglunun hep merak konusu olmustur. Gebelik tanisi, bu
alanda 6nemli buluslar yapilana kadar beseri ve veteriner hekimler agisindan biiyiik

zorluklar1 igceren bir problem olarak tarihteki yerini almistir.

2.1 Koyunlarda Ostrus Siklusu

Mevsime bagh iireme, sicaklik ve yiyecek varligi gibi mevsimsel degisiklikler
ile basa c¢cikmak i¢in vahsi hayvanlar tarafindan kullanilan adaptif bir fizyolojik
stirectir. Hayvanciliktaki endiistriyellesme, bu adaptasyonun sigir ve domuzlarda
neredeyse tamamen kaybina yol agmistir, ancak iliman enlemlerde yasayan koyun,
keci ve at irklarinin ¢ogunda bu 6zellik korunmustur. Bu enlemlerde, fotoperiyod
{ireme mevsimlerinin baslangicini ve siiresini belirleyen ana ¢evresel faktdrdiir. Ureme
mevsiminin zamanlamasi, gebelik siiresinin uzunluguna baghdir ve dogum ilkbaharda
gerceklesir. Bu nedenle koyun ve kegciler (5 aylik gebelik donemi) sonbahar ve kis
aylarinda gebe kalip ilkbaharda tirediginden kisa giin iireyenleri (short-day breeder),
atlar (11 aylik gebelik donemi) ise dogumun ilkbaharda olmasi i¢in yine ilkbaharin
uzun giinlerinde gebe kaldiklarindan, uzun-giin tireyenleri (long-day breeder) olarak

nitelendirilirler (Ortavant ve ark., 1985).

Fotoperiyodik bilgi, hem sinir hem de humoral basamaklar1 igeren karmasik
bir yolla entegre edilir. Fotoperiyod, retina tarafindan algilanan mesajin
suprakiyazmatik c¢ekirdegi ve siiperior servikal gangliyonlar1 igeren ¢ok iletimli sinir
yoluyla, melatonin salgilanmasinin ritmini modiile ettigi pineal bezine iletilen ilk
yontemdir (Karsch ve ark., 1984). Melatonin sadece gece serbest birakilir ve bu
nedenle, sekresyonun siiresi uzun ve kisa giinler arasinda degismektedir. Melatonin
salgilanma  siiresi,  hipotalamo-hipofiziyal-gonadal ~ aksisin  aktivitesinin

diizenlenmesinde rol oynar (Karsch ark., 1988).

Cografik olarak 35° giliney ve 35° kuzey enlemleri arasindaki bdolgelerde
bulunan koyunlarin, mevsime bagimli olmadan, yilin her dénemi reprodiiktif agidan
aktif olduklar1 bildirilmistir. Otuzbes dereceden biiyiik enlemlerde, mevsime bagh

polidstrus olusur (Hafez, 1952; Goot, 1969; Dyrmundsson, 1978; Robinson, 1981).



Genel olarak, enlem ne kadar yiiksek olursa, foto bagimliligi da o kadar yiiksek ve
tireme aktivitesi siiresi o kadar kisithdir (Poulton, 1987). Tropik irklar y1l boyunca
reprodiiktif olarak aktifken, Ingiliz irklar1 uzun andstrus donemi ile belirgin
mevsimsellik gostermektedir. Avustralya merinosu ve Akdeniz irklar1 gibi ara
enlemlerden gelen irklar, kisa siireli anostrus gosterirler; bu sirada bir miktar koyunda
kendiliginden ovulasyon sekillenebilmektedir (Avustralya Merinosunda % 5) (Martin
ve ark., 1986). Ciftlesme mevsimi yaz aylarinda veya sonbaharin basinda pek ¢ok
koyun 1rkinda baglar (Chemineau ve ark., 1992) ve uzunlugu biiyiik ol¢iide irklar
arasinda degiskenlik gosterir, ancak genel olarak kis aylarinda sona ermektedir (Hafez,

1952).

Koyunlardaki mevsime bagli iireme, davranigsal, endokrin ve ovulasyon
seviyelerindeki degisiklikler ile karakterizedir. Yil igerisinde farkli ozellikler ile
karakterize 2 ayr1 donem ele alinir. Bunlar, gebelik gelismezse diizenli araliklarla
(ortalama 17 giin) gbze carpan davranig ve ovulasyon ile karakterize edilen ¢iftlesme
donemi ve cinsel aktivitenin sona ermesi ile karakterize anostrus donemidir. Andstrus
doneminden c¢iftlesme donemine gecis, kisa dongiilerle birlikte asamali olarak
gerceklesir, ¢iinkil ilk CL genellikle, olusumundan 5-6 giin sonra regrese olmaktadir.
Hem ovulasyon aktivitesi, hem de Ostrus davranis1 mevsimsel degiskenlik iginde
paralellik gdsterir, ancak bazen iireme mevsimi baglarinda ve sonlarinda, ovulasyon
ostrus  davramsi  olmaksizin  gerceklesebilmektedir. Ostrus  davranislarmin
sergilenmesi yalnizca ilk Ostrus siklusunun sona ermesinden sonra ortaya ¢ikar.
Ciftlesme mevsimin baglangici ya da sonu ile ilgili olmayan sessiz ovulasyonlar, bazi
irklarda da ortaya ¢ikabilir (Land ve ark. 1973: Ortavant ve ark., 1988). Endokrin
seviyede, andstrus donemi boyunca, folikiil biiylimesi ve gerilemesinin meydana
geldigi ve Ostrus devresinin luteal fazinda bulunanlar kadar biiyiik folikiillerin
olusabilecegi bildirilmistir (Hutchinson ve Robertson, 1966; Matton ve ark., 1977,
Webb ve Gauld, 1985).

2.1.1 Koyunlarda Ostrus Siklusu Boyunca Hormonal Degisiklikler

Ostrus dongiisii hipotalamusta GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone)
iiretimi ve salinmasiyla baglar. Hipofiz bezinde iiretilen FSH (Follicle Stimulating

Hormone), LH (Luteinising Hormone), oksitosin ve prolaktin, ovaryumlarda antral



folikiillerden {iretilen Ostrojen ve inhibin, CL’ dan f{iretilen progesteron ve oksitosin
son olarakta uterus endometriyumundan salgilanan PGF», (Prostaglandin f2-alpha),
Ostrus siklusunun diizenlenmesinde rol oynayan hormonlardir (Scaramuzzi ve ark.,
1993). Ovaryumlarda folikiil gelisimi ve maturasyonu, steroidogenezis, ovulasyon ve
CL formasyonu birincil olarak hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinler tarafindan
saglanir. Gonadotropik hormonlarin salgilanmasi ve biyoyararlanimi birkag i¢ ve dis
faktoriin birbiriyle etkilesimine dayanmaktadir (Rawlings ve Bartlewski, 2006). S6z
konusu i¢ faktorler, lokal olarak {iretilen aminoasit ve peptid / protein hormonlarini,
ovaryum steroidlerini ve inhibin, aktivin ve follistatin gibi folikiiler hormonlarini,
ndrotransmiterleri, ndromodiilatorleri ve uterus salgilarimi igerir. Fotoperiyodik
sinyaller, erkek feromonlari, beslenme ve stres gibi dis etkenlerin de hipotalamo-

hipofiziyal-ovaryan aksisin fonksiyonunu etkiledigi bilinmektedir.

GnRH'nin ve ardindan LH ve FSH'min preoviilator salinimi, ovulasyondan
yaklasik 14 saat 6nce en iist seviyeye ulasmaktadir (Baird, 1978; Rawlings ve ark.,
1984). FSH etkisi altinda ovaryumlarda folikiiler gelisim devam etmektedir. Folikiiler
dinamik sekillenirken FSH piklerine bagli olarak folikiiler dalgalar olugsmaktadir.
Gelisen folikiillerde bulunan teka interna ve granuloza hiicreleri tarafindan dstradiol
iiretilmeye baglanir. Gonadotropin piki, Ostrus dongiisliniin final evresinde azalmig
progesteron ve artmis Ostradiol salgilanmasi ile uyarilip ve siirdiiriilmektedir. GnRH
tarafindan {retilen ritmik LH salgilanmasi, gonadotropinlerin preoviilator
dalgalanmasinin dncesinde, sirasinda ve sonrasinda gecen siire de dahil olmak tizere,
koyunlarin tiim reprodiiktif durumlarinda hakimdir. LH sekresyonu sikligi ve
miktarindaki artis, preoviilator LH pikinin habercisi olarak nitelendirilmistir
(Rawlings ve Cook, 1993). Uyum icinde hareket eden progesteron ve Ostradiol, LH
salimimminin sikligin1 ve miktarmi modiile etmektedir. LH'nin pulsatil saliniminin,
luteal progesteronun dolasimdaki seviyeleri ile ters orantili oldugu bildirilmistir
(Bartlewski ve ark., 2000; Duggavathi ve ark., 2005; Barrett ve ark., 2007). Kan
serumundaki Ostradiol konsantrasyonunun ortalama 10 pg/ml’den 20 pg/ml’ye artisi,
koyunlarda davranigsal degisikliklere sebep olarak Ostrus belirtilerinin ortaya
cikmasini saglamaktadir. Ayrica granuloza hiicreleri iizerinde LH reseptorlerinin
sentezini de uyarmaktadir. Ostradiol maksimum seviyeye ulastiginda granuloza

hiicrelerinden inhibin salgilanmasi uyarilir. Inhibin hormonu hipofiz bezi iizerinde



negatif geri bildirim etkisi gostererek FSH salgilanmasinin azalmasma ve LH
salgilanmasinin artmasina sebep olur. Mevsimsel andstrus boyunca folikiiller steroid
iiretir ve steroidlerin luteinize edici hormonun salgilanmasi tizerine olumlu ve olumsuz
geri bildirim etkilerinin ¢ogu iireme mevsiminde oldugu gibi devam eder (Gordon,
1997). LH, epizodik olarak, ancak iireme mevsimine gore daha diisiik bir frekansta
salinmaya devam eder. Baslangigta 8—12 saatte bir salinirken orta luteal fazda her 34
saatte bir salinir. Preoviilator LH dalgalanmasindan hemen 6nce her 1-2 saatte bir
salinmaya baslar ve preoviilator LH dalgalanmasi sirasinda ise her 20 dakikada bir
saliimi gergeklesir. Bu evrede kan serumunda LH konsantrasyonu 80 ng/ml diizeyine
ulasir ve ovulasyon sekillenir (Yuthasastrakosol ve ark., 1977; Karsch ve ark., 1984;
Martin, 1984; I'Anson ve Legan, 1988; Thiery ve Martin, 1991). Andstrus sirasinda
saptanamayan seviyelerde kalan plazma progesteron konsantrasyonunda da énemli bir
fark vardir (Roche ve ark., 1970; Karsch ve ark., 1984; I'Anson ve Legan, 1988).
Ovulasyon meydana geldikten sonra folikiilii olusturan teka ve granuloza hiicreleri
LH’nin etkisiyle luteinlesmeyi hizlandirarak, korpus hemorajikumun ve korpus
luteumun olusmasini saglarlar. CL’den progesteron hormonu firetilir ve progesteron
hipotalamus ve hipofiz bezlerini baskilamaktadir. Ayni zamanda gebelik
sekillenmediyse CL’de firetilen oksitosin endometriyumda bulunan oksitosin
reseptOrlerine baglanarak, endometriyumdan PGF2, salgilanmasina sebep olur
(Sheldrick ve Flint, 1985). PGF», salgilanmas1 ovulasyondan sonra yaklasik olarak 12.
giinde baglar ve 14. glinde maksimum seviyeye ulasir. PGF», uterus veni ile ovaryum
arteri arasinda gecis yaparak sistemik dolasima katilmadan CL’ye ulasir ve luteolizis
stirecini baslatir. PGF2, etkisiyle lize olan CL’ dan dolay1 progesteron konsantrasyonu
bazal seviyelere inerek hipotalamus ve hipofiz bezi iizerindeki baskinin ortadan
kalkmasina sebep olur. Hipotalamustan GnRH salinimi tekrar baslayarak yeni bir
siklus baslatilmis olur (Sheldrick ve Flint, 1985; Knickerboker ve ark., 1988; Silvia,
1999).

2.1.2 Koyunlarda Ostrus ve Ovulasyon Yonetimi

Koyun yetistiriciliginde {iretimin en st seviyeye ulastirilmasi igin, siirli
yonetiminin etkin yapilabilmesi gereklidir. Geleneksel koyun yetistiriciliginin aksine
planli {iretim yapmanin bir takim avantajlar1 vardir. Uretimdeki planlamalarin basinda,

koyunlarda 6strus kontrolii ve ovulasyon indiiksiyonu gelmektedir. Ostrus kontrolii



sayesinde, koyunlar istenilen zamanda gebe birakilabilmekte ve pazar ihtiyacina
yonelik kuzu yetistirilebilmektedir. Ayrica isletme yOnetimi agisindan barinak
planlamasi, beslenme planlamast ve personel planlamast daha elverisli
yapilabilmektedir. Ostrus ve ovulasyon indiiksiyonunun siirii bazinda yapilmasina
ostrus senkronizasyonu da denmektedir. Ostrus senkronizasyonu igin bilimsel olarak

bazi yontemler gelistirilmistir.

Ostrus senkronizasyonunda kullanilan yontemler arasinda flushing uygulamasi
+ kog katim1 ve koyunlarin kontrollii siire 1518a ve karanliga maruz birakilmalar1 gibi
uygulamalar yapilmaktadir. Ozellikle {ireme sezonu igerisinde oldukca ekonomik
yontemler olup, ililkemizde geleneksel aile tipi isletmelerde sikg¢a basvurulan

yontemlerdir (Wildeus, 2000).

Profesyonel isletmelerde daha ¢ok medikal uygulamalar tercih edilmektedir.
Medikal uygulamalar kapsaminda iilkemizde en ¢ok tercih edilen yontemler vaginal
siinger ve CIDR (Controlled Internal Drug Release) uygulamalaridir. Bu tip
uygulamalar ile koyunlarin diéstrus donemleri taklit edilmeye calisilmaktadir. En
onemli avantajlar1 ise mevsimden bagimsiz olarak, her donem uygulanabiliyor
olmasidir. Bu fdriinler genellikle progesteron, flugeston asetat (FGA) veya
medroksiprogesteron asetat (MAP) etken maddelerini icerirler. Uygulama, koyunlarda
12-14 giin slirmektedir. Baz1 ¢aligsmalarda 5-7 giinliik kisa siireli uygulamalardan da
basarili sonuglarin elde edildigi bildirilmistir (Vifioles ve ark., 2001). Vaginal aparatlar
5-7 giin veya 12 giin sonra vaginadan uzaklastirilir ve ovulasyonun indiiklenme
olasiligini artirmak i¢in PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) uygulanir.
Aparatlarin ¢ikarilip enjeksiyonun yapilmasindan yaklagik olarak 24-48 saat iginde
Ostrus belirtileri ortaya c¢ikmaktadir. PMSG enjeksiyonunda uygulanan dozlar
mevsime gore degisiklik gosterir. Genellikle {ireme mevsimi igerisinde 300-400 U
hormon uygulamasi yapilirken, iireme mevsimi disinda kalan andstrus déneminde
uygulanan doz 600 - 720 IU’ ye kadar g¢ikarilabilmektedir (Wildeus, 2000).
Progesteron kaynaklar1 ortamdan uzaklastirilinca hipotalamus ve dolayisiyla hipofiz
bezi iizerinde baski kalkarak gonadotropinlerin salinimi baglar ve genellikle 60-72 saat

icinde ovulasyon sekillendigi bildirilmistir (Gordon, 1997).



2.2 Gebelik Teshisinin Tarihi

Eski Misir medeniyetinde, gilinlimiizden 3000-4000 yil Oncesine ait
papiriislerden elde edilen bilgilere gore, o donemlerde de gebelik teshisi i¢in birtakim
yontemler gelistirilmistir. O donemlerde bir kadinin gebeligini tespit edebilmek igin,
arpa veya bugday tohumu ile topragi karistirarak bir kap hazirlandigi ve kadinin
idrarinin belirli araliklarla bu kaba dokiilmesiyle tohumlarin filizlenmesinin takip
edildigi bildirilmistir. Toprakta tohumlar filizlendigi takdirde, kadinin gebe kabul
edildigi belirtilmistir (Finkler, 1930; Bayon, 1939). Bu hipotez, 1963 yilinda bilim
insanlarmin identifikasyon testlerinde % 70 oraninda dogruluk gostermistir.
Neuburger, aynt doneme ait bagka bir uygulamaya dikkat ¢ekmistir ve Brugsch
papiriisiinden alintiladigina gore; "bir kadinin gebeliginin anlasilabilmesi i¢in, karpuz
suyu ile erkek ¢ocuk dogurmus bir kadinin siitli karistirilarak gebelik teshisi yapilacak
kadina i¢gmesi i¢in verilirmis. Eger kadin kusarsa gebe oldugu, eger sadece siskinligi

varsa, bir daha asla gebe olamayacag diisiiniiliirmiis” (Finkler, 1930).

Uygar tlkeler ve kabileler gebelikle ilgili teshis yontemlerinde batil
inan¢larindan 6teye gidememiglerdir. On dokuzuncu ylizyilda, hamile kadinlarin
idrarinda kristal veya bakteri icerme olasilig1 teorisi tanitilmistir, ancak giivenilir bir
teorik arka plan olusturulamamistir. Bu konuda literatiire gecen ilk ¢aligsmalar 19.

yiizyi1lda Hodge, Hollick ve Beach tarafindan yapilmistir (Joder, 1932).

Hodge, gebe kadinlarin idrarinda kazedz karakterde bir birikim olduguna
dikkat ¢cekmistir ve bunu kiyestin (kyestine) olarak adlandirmistir. Calismasinda, gebe
kadindan alinan idrar 6rnegi, hava ile temasi engellenmeden cam bir kabin igerisine
konularak birka¢ saat bekletilmistir. Beklemenin sonunda cam kenarlarinda ve
tabaninda bulutumsu pullar seklinde birikimlerin oldugu saptanmistir ve idrarin
renginin daha berraklastig1 tespit edilmistir. Ancak bu karakteristik bir sey olarak
goriilmemistir. Ikinci veya iiiincii giinde bulanik hale gelen idrarm yiizeyinde az ¢ok
mitkemmel sekilde olusan bir pelet ortaya ¢ikmistir. Peletin {igiincii glinden itibaren
ayrilmaya ve ¢okelmeye basladigi, bes ya da altinci gilin neredeyse tamamen ortadan
kayboldugu bildirilmistir. Hodge, bu durumun gebeligin ikinci ayindan 6nce nadiren
gorildiigiinii, genellikle gebeligin {liciincii ve yedinci aylar arasinda en yogun formda

olustugunu ve son aylarda goriilmedigini aktarmistir. Ayrica Hodge, bu durumun gebe



olmayan kadinlarda da nadiren bulundugunu ve Kane, Hodge’un tespitlerinin
aynilarmni belirli patolojik kosullarda gézlemledigine dikkat cekmistir. Ancak patolojik
durumlarda olusan bu peletlerin genellikle besinci veya altinc1 giine kadar
olusmadigin1 ve bu nedenle gebelik teshisinde pelet olusum siiresinin goz Oniinde

bulundurulmasi gerektigini savunmustur (Hodge, 1864).

Gergek kiyestin, saf jelatin veya albiiminden farkli bir ‘jelatin albiimin’
maddesi olarak kabul edilmistir. Kiyestinin, tiim gebe kadinlarin yaklasik % 80’inin
ve emziren kadinlarin yaklasik yarisinin idrarinda bulundugu ortaya konulmustur.
Hodge buradan “eger gozlemler dikkatli bir sekilde yapilirsa, idrarda kiyestinin
bulunmasi, gebeligin pozitif belirtilerinden biri olarak kabul edilebilir, fakat
giivenilmemelidir, sadece bizim teshisimizi olusturmamiza yardimci olacaktir”

sonucunu ¢ikarmistir (Joder, 1932).

Hodge’in goriisii, Hollick’in hipotezi ile ¢ok uyumludur, ancak ilk aydan sonra
gebe kadinlarin idrarinda her zaman kiyestinin bulunacagini ve bu isaretin ¢ok degerli

oldugunu sdylemistir (Hollick, 1848).

Bununla birlikte Beach’de idrarin bol, daha soluk ve berrak olmasina dikkat
cekerek gebeligin pozitif teshisini yapmadan 6nce, “bizim diislincemiz semptomlarin
bir tanesinde degil, gilivenilir semptomlarin birlikteligi veya toplanmasi iizerine
kurulmugtur” goriisiinii ortaya atmistir. Bu semptom grubunda idrarda bulunan tuhaf

degisiklikler listelenmistir (Beach, 1850).

Kiyestin testinin ardindan bir¢ok yeni fikir 6ne siiriilmiistiir. Londra’da Lever,
Edinburgh’da Simpson ve Cohen 1841-1842 yillar1 arasinda bir¢ok gebe kadinin
idrarinda albiimin kesfetmistir (Hodge, 1864). Ayn1 zamanda bir¢ok olguda, idrarda
albiimin bulunmas1 ile bas, goz, yiiz, gogils, sirt agrilart gibi ¢esitli nevrotik
bozukluklar arasinda bir tesadiif oldugunu ve sik sik, kismi veya tam korliik, kulak
¢inlamasi, vertigo, koma ve giinlimiizde preeklamsi, eklamsi veya tamamen nefritik
bozukluklar olarak bilinen konviilsiyonlarda ortaya ¢iktigini bildirmislerdir (Joder,

1932).

Blot, gebelik sekillendikten sonra idrarda her zaman seker bulunabilecegini

ileri stirmiistiir (Hodge’dan alint1); digerleri ise oksalik asidin varligini ve bazen de iire



miktarinin azaldigini belirtmiglerdir. Ancak, gebelik sirasinda idrarda albiiminin
varlig1 veya yoklugu iizerinde yogunlasilmistir. Saglikli ve gebe olmayan kadinlarda
idrarda albiimin bulunmazken, gebe olan kadinlarda siklikla tespit edilmistir.
Cozeaux'un, idrarda albiimin bulunmasinin gebeligin fizyolojik durumu oldugunu ve
miktarinin asir1 artmast durumunda yavag yavas patolojik hale geldigini ve bazi
durumlarda graniiler nefritle birlikte olabilecegini One siirmiistiir. Bununla birlikte
Blot vakalarinin sadece % 20'sinde bu durumla karsilastigini rapor etmistir (Hodge,

1864).

Yaklasik 1914 yillarinda Abderhalden gebelik icin 6zel bir testle one ¢ikmustir
(James Oliver, 1914) ve biiylik begeni toplamistir. Ancak o zamana kadar olan tiim
diger gebelik testleri gibi, bu da bir siire sonra terk edilmistir. Abderhalden’in ortaya
koydugu test, Wells 'in "hayvan viicudu, yabanci proteinleri yok etmek icin 6zel
araclar saglayarak yabanci proteinlerin varligina proteoliz yoluyla tepki gosterir
(Wells, 1920)" fikrine dayanmaktadir. Gebelikte, teorik olarak plasentanin koryonik
hiicreleri maternal dolasima katilir. Yabanci proteinin varligr koruyucu enzimlerin
olusumuna neden olur ve bu da, in vitro olarak uygun sekilde hazirlanmis plasental
proteinleri sindirmek icin, bunlari igeren serumun yetenegi ile tespit edilmistir. Biitiin
fikir, tepkilerin Ozgilnliigline dayanmaktadir. Her biri, sadece kana karigan ve
koruyucu enzimin gelismesine neden olan maddeyi azaltacaktir. Wells, testin
kesinlikle spesifik olmayan ve daha genis kullanimla kanitlanmig olan paradoksal
sonuclara isaret etmistir. Test ¢ok hassastir, 6zgiilliigii kanitlanmamistir ve bu nedenle

jinekoloji i¢in pratik bir degeri yoktur (Joder, 1932).

Fahraen'in kirmiz1 kan presipitasyon (¢okelme) testinde, kirmizi kan hiicreleri,
gebe olan insanlarin diliie edilmis kan 6rneginde 2 saatte ¢okelme gergeklesirken, gebe
olmayan insanlarin kan 6rneginde bu siire 6 saate uzadig tespit edilmistir. Widal
sindirim hemoklazisi testinde ise, hizla i¢ilen 200 ml siitiin gebe kadinlarda I6kopeniye

neden oldugu bildirilmistir (De Lee, 1924).

On dokuzuncu ylizyilin sonunda, bazi organlar tarafindan salgilanan kimyasal
haberciler ortaya ¢ikarilmistir ve Ernest Starling onlar1 hormon olarak adlandirmistir

(Modlin ve Kidd, 2001).



Gebelik teshisi ile ilgili ortaya atilmis diger iki test ise Mazer-Hoffman testi ve
Siddall testleridir (Mazer ve Hoffman, 1931). ilk test, kadin seks hormonunun idrarda
tespitine dayanmaktadir. Ikinci test ise, &n hipofiz hormonunun etkisiyle salgilandig
diisiiniilen ve gebe kadin kaninda bulunan disi cinsiyet hormonunun, olgun olmayan
farelerin genital organlarinda meydana getirdigi degisikliklerin g6zlenmesine baghdir.
Gilinde 1 ml kan serumu, pubertasa ulasmamis fareye enjekte edilmis ve beg giin sonra,
toplam fare agirligi, ovaryumlarla birlikte uterus agirligina boliinmiistiir ve ¢ikan oran
400 veya daha az ise kadmin gebe oldugu kabul edilmistir. Bu iki testin ciddi
savunuculart olmasina ragmen, ne uluslararasi diizeyde kabul gérmiistiir ne de
Aschheim-Zondek testinin gosterdigi dogru tani yiizdesine ulasabilmistir (Joder,

1932).

Gebelik teshisi agisindan, hipofizin 6n lobu ile ovaryumlar arasindaki iliskinin
kesfedilmesi, en dnemli gelisimlerden biri olarak kabul edilmistir. Froelich, 1901'de
hipofiz bezinin gelisimi ve cinsel olgunluk arasinda bir iligki oldugunu 6ne stirmiistiir
(Mathieu ve McKenzie, 1931). Erdheim ve Stumme, gebelik sirasinda hipofiz bezinin

on lobunda histolojik degisikliklerin gerceklestigine isaret etmislerdir (Kaplan, 1929).

Smith ve Engle (1927) ile Long ve Evans (1921), hipofiz bezinin 6n lobunun
fare ve sicanlara enjekte edilmesinden sonra, ovaryumlarda belirgin degisikliklerin
oldugunu gostermislerdir. Aschheim ve Zondek, 1925'te hipofiz 6n lobu hormonunun
gebelikte idrarla atildigini (Parvey, 1930) ve bu idrarin Ostrus belirtilerini ortaya
cikardigimi gosteren bir dizi ¢calisma baslatmiglardir. Pubertasa ulasmamis farelerden,
bir gruba hipofiz bezinin 6n lobu oral yolla verilmis, diger gruba da deri alt1 implanti
yapilmistir. Bu uygulamalar farelerin ovaryumlarinda, ileri diizeyde morfolojik
degisiklere ve 100 saat sonra menstriiasyona sebep olmustur. Ayrica bu ¢aligmalarda
gebelik sirasinda 6n hipofiz hormonu tliretiminin ¢arpici derecede yiiksek oldugunu ve
idrarla atildigimi kesfetmislerdir. Finkler, Aschheim-Zondek ve digerlerine gére 6n
hipofiz hormonunun gebe kadinlardaki konsantrasyonu, gebe olmayanlara gore birkag
bin kat fazla bulunmustur (Aschheim ve Zondek, 1928; Finkler, 1930). Aschheim ve
Zondek, gebe insandan alinan idrarin, pubertasa ulagsmamis farelere enjekte
edildiginde, hipofiz nakli gibi ovaryumlarda da aynmi degisiklikleri olusturdugunu
kesfetmislerdir. Bu kesif, Aschheim ve Zondek’ in 6nerdigi gebelik teshisinin temelini

olusturmustur.
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Aschheim ve Zondek yaptiklari bir dizi ¢aligmalarin sonunda bir takim ¢arpici
sonuclar ortaya koymuslardir. Bu sonuglari asagidaki sekilde yorumlamislardir

(Mathieu ve McKenzie, 1931);

e Anterior hipofiz bezi hormonu, cinsel islevin "motoru" dur.

e Anterior lob hormonu primerdir, ovaryum hormonu ikincildir.

e Anterior lob hormonu folikiilleri harekete gecirir, folikiiler olgunlasmay1
durdurur ve folikiiler hiicrelerde sekonder ovaryum hormonunu harekete
gecirir.

e Bu hormonlar daha sonra uterus ve vagina iizerinde belirli sekilde yon verir.

Aschheim ve Zondek oncelikle idrarda ovaryum hormonunun varligim
gostererek gebelik teshisini yapmaya ¢alismislardir. Gebeligin 10. haftasina kadar,
kii¢iik miktarlardaki idrarda ovaryum hormonunu gosteremedikleri i¢in bu ¢alismayi
birakmislardir. Ayrica, hormonun gebe olmayan kadinlarda, miks6dem, hipertroidizm
ve menstriiasyonun sekillenmemesi gibi menopozda olusan ovaryumun fonksiyonel

rahatsizliklarinda, zaman zaman biiyiik miktarlarda atildigini bulmuslardir.

Hipofiz hormonunun ovaryumlar iizerindeki etkisi, folikiilin hormonunun
(ovaryum hormonu) tersi yonde oldugu bulunmustur. Long ve Evans (1921) ile Allen
(1922), folikiilinin, ovaryumlarin yapisim1 degistirmeden, uterus bezleri ve vaginada
degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. Aschheim ve Zondek daha sonra
anterior hipofiz hormonunun iki bilesenini, Prolan A ve Prolan B olarak
adlandirmiglardir. Aschheim ve Zondek’e gore Prolan A, folikiil olgunlagsmasina
neden olan hormondur. Prolan B, corpora lutea ve blood point (Korpus hemorajikum)
olusumuna neden olan hormondur. Prolan B hormonu sadece gebelikte idrarda
bulunurken, menopoz, amenore, genital tiimdrler, endokrinopati ve pelvik
inflamasyon gibi durumlarda, idrarda prolan A hormonu bulunabilir (Finkel, 1931).
Yirminci yiizyilin baslarinda, reprodiiksiyon arastirmalart yogunluk kazanmistir ve
Fraenkel, gebelik sirasinda, insan koryonik gonadotropini (human chorionic
gonadotropin, hCQG) tarafindan desteklenen korpus luteumun (corpus luteum, CL)
olustugunu bildirmistir (Simmer, 1971). HCG'nin hipofiz bezi tarafindan degil,

plasenta tarafindan tiretildigi tespit edilmistir (Jones et al., 1938).
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Gebe kadinlarin kaninda, hem hipofiz hem de ovaryum hormonlarinda belirgin
bir artis goriilmiistiir. Gebelik baslangiciyla ovaryum hormonunun birka¢ hafta
boyunca kademeli arttig1 bildirilmistir. Bunun tersine, hipofiz hormonunun keskin bir
sekilde yiikseldigi, konsepsiyondan birka¢ giin sonra yiiksek seviyeye ulastigi
bildirilmistir. Bu seviye, gebeligin yaklasik sekizinci ayina kadar devam ettigi ve
sonrasinda kademeli olarak azaldigi, dogumdan sekiz giin sonra normal seviyeye
ulastig1 rapor edilmistir (Aschheim ve Zondek, 1928; Parvey, 1930; Fanz ve Gault,
1930).

Cole ve Hart, Aschheim-Zondek gebelik testinin sonuglarina dayanarak,
hayvanlar i¢in de benzer bir test yontemini gelistirmek icin arastirmalara
baslamiglardir. Gebe ve gebe olmayan atlardan alinan kan serumlarini, pubertasa
ulasmig fakat Ostrus belirtisi henliz gostermemis olan farelere, 5 ml ve 10 ml dozlarda
iki giinde bir kez olacak sekilde, 6 kez enjekte ettikten sonra fareleri 6tenazi ederek
ovaryum aktivitelerini incelemislerdir. Gebe atlardan alinan kan serumlar1 farelerin
ovaryumlarindaki  aktiviteyi  baskilayarak, ovaryumlar1 stabil tuttugunu
kesfetmislerdir. Gebe olmayan at serumu enjekte edilen farelerde ise, herhangi bir
baskilanmanin olmadig1 ve ovaryum aktiviteleri olmasi gerektigi gibi devam ettigi
ortaya c¢ikmistir. Bu sonuglar dogrultusunda atlar iginde gebelik teshisinin de

yapilabilecegi bildirilmistir (Cole ve Hart, 1930).

Friedmann ve Lapham 1931'lerde, gebelik hormonuna hizli tepki veren
tavsanlarin kullamldig1 bir test gelistirmislerdir. Islemler, reprodiiktif acidan olgun
ancak gebe olmayan disi tavsanlarda anestezi altinda yapilmistir. Ovaryumlar uzun,
yuvarlak ve sarimsi beyaz renklidir. Ust yiizeyde camsi goriintiiye sahip folikiiller
bulunmaktadir. Gebe olabileceginden siiphelenilen kadinin idrari, tavsanin kulaginda
bulunan toplardamar i¢ine enjekte edilir. Kirk sekiz saat sonra karin yeniden agilir ve
ovaryumlar dikkatli bir sekilde incelenir: kanamali folikiiller veya dokunuldugunda
kanamasi olan sar1 cisimler (korpora lutea) gebeligi gosterir (Friedman ve Lapham,

1931).

Zondek-Sulman-Black test olarak adlandirilmis gebelik testi, 1945 yilinda
Bernhard Zondek ve arkadaglar1 tarafindan olusturulmustur. Bu testte gebe

oldugundan siiphelenilen kadinin idrari, cinsel agidan olgunlagmamis ii¢ sicana art
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arda iki kez enjekte edilmistir; 24 saat sonra hayvanlardan biri diseke edilmistir. Sonug
pozitifse, sicanin ovaryumlar1 biiylimiis ve ¢ilek kirmizisi renkte, sonu¢ negatifse,
ovaryumlar kii¢iik ve soluk renkte oldugu belirtilmistir. Diger iki sican incelenmemis,
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bu testle, sadece alt1 saat sonra ilk sigan1 6ldiirerek
daha hizl1 sonug¢ elde edilmesi hedeflenmistir. Sonu¢ pozitifse diger iki hayvanin
yasamasina izin verilir; eger negatifse, 18 saat sonra diger iki sican da dldiiriilerek

ovaryumlar1 incelendigi bildirilmistir (Zondek ve ark., 1945).

Sican ve tavsanlardan sonra, 1940'larin baslarinda kurbagalar eczanelerde
'gebelik testi' olarak kullanilmaya baslanmistir. Gebelik siiphesi olan kadindan,
sabahin erken saatlerinde idrar Ornegi alinarak, olgun disi kurbagaya enjekte
edilmistir. Kurbaga 18 saat i¢inde yumurtlarsa, gebelik pozitif olarak
degerlendirilmistir. Bu testlerde kullanilmak {izere ¢ok sayida Afrika Pence kurbagasi
(Xenopus laevis) Giiney Afrika'dan Avrupa, Avustralya, Asya ve Kuzey Amerika'ya
ithal edilmistir. Kimyasal gebelik testlerinin bulunmasiyla, kurbaga kullanimi son

bulmustur (Hogben, 1946).

Giliney Amerikali doktor Carlos Galli Mainini, erkek kurbaganin dorsal lenf
yumrusuna, gebelik siipheli kadindan alinan, az miktarda idrar1 enjekte ederek
‘Hogben testi’ni gelistirmistir. Bu uygulama gebelik testi siirecini énemli Olglide
hizlandirmistir. Eger gebelik varsa, kadin idrarinda bulunan gebelik hormonu,
kurbaganin 3 saat icerisinde sperm iiretmesine neden oldugu ve bunun mikroskopta
kolayca goriilebildigi bildirilmistir. Bu test, kurbagalar i¢in act verici olmamakla
birlikte, 2 hafta beklendikten sonra baska bir test i¢in tekrar kullanim imkani

sunmaktadir (Galli Mainini, 1947).

Kiel Universitesinden Dr. G. Hasenbein 1951'de, toprak solucanlarimi
kullanarak gebelik testi yayimlamistir. Solucanlarin, topragin ne kuru ne de ¢ok 1slak
olmadigi bildirilen serin mahzenlerde tutuldugu ve her ii¢ ayda bir degistirilerek testin
giivenilirligi stabil tutulmaya ¢alisildig bildirilmistir. Mevcut semen iiretim durumunu
belirlemek i¢in, seminal vezikiil ¢ikarildiktan sonra, gebeligi test edilecek kadinin
idrar1, solucana enjekte edilmistir. Giivenilir bir sonug elde etmek i¢in, her test serisi
i¢cin bes solucan kullanilmustir. Idrar enjekte edildikten iki saat sonra, solucanlar %30

alkol sollisyonunda oldiiriilmiis, bir tahtada gerilmis ve parcalara ayrilmistir. Daha
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once ¢ikarilan seminal vezikiilden kuru bir smear 6rnegi alinmis ve 6rneklerin 6ncesi
ve sonrast karsilastirilmistir. Sonu¢ sadece Onceki Ornegin sperm iiretmedigi
solucanlarda belirleyici olmustur. Sperm veya sperm Onciileri enjeksiyondan iki saat
sonra ortaya c¢ikarsa, idrar numunesi saglayicisinin gebe oldugu, smear dncesi ve
sonrast ayni oldugunda, kadinin gebe olmadigi anlamma geldigi bildirilmistir

(Hasenbein, 1951).

Gebelik hormonu hCG'nin varligimi tespit etmek icin, kullanilan biyolojik
gebelik testleri, cok gilivenilir olmasina ragmen, yavas ve zahmetlidir. hCG tabanh
immunolojik test teknolojisi gelistirmek i¢in bioassay kullanimi, bazi hastanelerin
Giliney Afrika'dan ithal edilen Afrika penge kurbagalarin1 serbest birakmasina yol
agcmistir. Vredenburg ve arkadaglarima gore, Giliney Afrika'dan ithal edilen bir
kurbagada oliimciil bir mantar Batrachochytrium dendrobatidis Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki yerli kurbagalar1 enfekte ederek ekolojik felakete yol acgtigi
bildirilmistir ve bu olgunun sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde degil, aynm
zamanda diinya capinda da biiyiik amfibilerin azalmasia yol actig1 bildirilmistir

(Vredenburg ve ark., 2013).

Lazzaro Spallanzani tarafindan 1794 yilinda ultrason ¢aligmalar1 baslatilmistir
(Kane ve ark., 2004). Ultrason ¢aligsmalarindaki ilerlemeler neticesinde, ultrason cihazi
ilk kez dogum ve jinekoloji alaninda abdominal muayene amagli, 1958 yilinda Donald

ve arkadaslari tarafindan kullanilmaya baslanmistir (Campbell, 2013).

Antijen / antikor reaksiyonu temelli immunolojik testlerin bulunmasi, teshis
testleri agisindan onemli hale gelmistir. Hemagliitinasyon inhibisyon testi, 19601
yillarin basinda gebelik teshisi icin ilk immunoassay olarak ortaya konmustur (Wide
ve Gemzell, 1960) ve ardindan lateks kullanilarak lateks agliitinasyon inhibisyon testi

yapilmistir (Hill ve ark., 1962).

Ik defa 1957 yilinda (Berson ve Yalow, 1957) metodolojisi tanimlanan RIA
yontemi reprodiiktif endokrinoloji alaninda da kullanilmaya baslanmistir (Midgley,
1966). Bu tarihlerde, tanisal testler i¢in altin standart olarak adlandirilan RIA’ larin
kullanimi, gebelik testlerinin  giivenilirligini  arttirmaya baslamistir. RIA
teknolojisindeki ilerlemelerle birlikte, 1974 yilinda Saxena tarafindan gelistirilen

radyo reseptor testi (radio receptor test, RRA), hCG testinin hassasiyetini 5 IU / L'ye

14



diistirerek, 6-8 giin icinde gebeligin belirlenmesini miimkiin kilmistir. Analiz siiresi de
1 saate kadar azalmigtir (Saxena ve ark., 1974). Shimizu ve arkadaglar1 1982 yilinda,
B-hCG poliklonal antikorlar1 yerine monoklonal antikorlar1 kullanarak test
sonuglarmin giivenilirligini arttirmada énemli ilerleme kaydetmistir (Shimizu ve ark.,

1982).

Enzim bazli immunoassay teknikleri, RIA’larin yerine gecmistir (Van Weemen
ve Schuurs, 1971). Daha kararli enzim immunolojik test teknikleri, 1980'lerde
tamamlanarak, daha dogru ve hassas analizlerle teknolojik ilerlemeler saglanmistir

(Wada ve ark., 1982).

Gebelik teshisinde kolay uygulanabilirligi artirmak ve hata olasiligini1 azaltmak
icin dipstick teknolojisini kullanan kitler, 1990’larda pazara sunulmustur. Yirmi birinci
yiizy1ll baslarinda, gebelik teshisi icin, reaksiyon sonuglari dijital olarak Clearblue
teknolojisinden gelen bir optik sensor tarafindan okunacak sekilde test ederek (gebe
veya gebe degil), normal kullanicilarin hatalarin1 6nemli Glgiide azaltma firsati
sunmustur (Scolaro ve ark., 2008). Gebelik haftasi sayisin1 gosteren test kiti, 2013
yilinda piyasaya cikartilmistir ve gebelik tani kitinin kullanilabilirligi daha da
artirilmistir (Gnoth ve Johnson, 2014).

Giliniimiizde gebelik test kitleri ile akilli telefon teknolojileri bir araya
getirilmistir. Bluetooth kanaliyla test kiti ile iiretici firmalarin telefon uygulamalari
arasinda bilgi transferi saglanarak, hem menstrual dongiiniin takibi yapilmakta, hem

de gebelik testinin sonucu kayit altina alinmaktadir.

2.3 Koyunlarda Gebelik Tayini Yontemleri

Gebelik teshisi i¢in gegmisten giiniimiize ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemler ultrasonografik ve radyografik goriintiileme, palpasyon, vaginal biyopsi,

rosette inhibisyon testi, ¢esitli hormonlarin tespiti ve PAG 6l¢limiidiir.

Ultrasonografi ile goriintiilleme teknikleri arasinda; A-mod ultrasonografi
(Watt ve ark., 1984), Doppler ultrasonografi (Trapp ve Slyter, 1983) ve real-time B-
mod ultrasonografi (Bretzlaff ve ark., 1993; Haibel, 1990) vardir. Saha sartlarinda
gebelik teshisi igin, ultrasonografi goriintiileme tekniklerinin kullanimi oldukca

yaygindir. Fakat bu teknigin kullanimindaki basar1 oran1 kullanilan cihazin kalitesi ve
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uygulayicinin deneyimine baglidir. Real-time B-mod transabdominal ultrasonografi (3
veya 3,5 MHz), koyunlarin gebelik teshisi i¢in bilimsel ¢aligmalarda kullanilmis bir
yontemdir (White ve ark., 1984). Bu yontemde gebelik teshisinin dogruluk derecesinin
muayene zamani, fetiis sayis1 ve yasi, fetiisiin canliligina bagli olarak énemli derecede

farkliliklar1 oldugu belirlenmistir.

Radyografi ile goriintiileme tekniginde (Wenham ve Robinson, 1972), fotal
iskelet yapisi gebeligin 65. gilinlinden sonra radyo-opak goriintii vermektedir. Bu
teknik ile gebelige bagli olarak uterusun biiylimesi 65. glinden Once de tespit
edilebilmektedir ancak hidrometra, piyometra gibi uterus patolojilerinin sekillendigi
durumlarin ayirt edilmesi miimkiin olmamaktadir. Fazla sayida koyuna sahip stiriilerde
radyografi ile goriintiileme teknigi pratik olmamakla birlikte, ultrason cihazinin

olmadig1 yerlerde bireysel muayeneler i¢in kullanilmaktadir.

Palpasyon dendiginde, rektal abdominal palpasyon (Hulet, 1972), abdominal
palpasyon ve ballottement teknigi (Pratt ve Hopkins, 1975) ve laparotomi yontemiyle
uterusun palpasyonu (Lamond, 1963) anlasilmaktadir. Gebeligin 60 ile 90. giinleri
arasinda yapilan palpasyonun diisiik spesifite ve hassasiyete sahip oldugu rapor
edilmistir (Trapp ve Slyter, 1983). Palpasyon basit, ucuz ve hizli olmasina ragmen
diisiik seviyede dogruluga sahip olmasi ve uygulamadan dogabilecek rektal yaralanma
(Tyrrell ve Plant, 1979) ve abort risklerinden dolayr (Turner ve Hindson, 1975)
elverisli bir teknik degildir.

Vaginal biyopsi ile gebelik teshisi, gebeligin 40. giiniinden sonra %97
dogrulukla sonu¢ vermektedir (Richardson, 1972). Bu yontemle fetiis sayis1 hakkinda
herhangi bir bilgi elde edilmemektedir. Bu teshis yontemi yiiksek oranda dogru sonug
vermesine ragmen, saha sartlarinda uygulanabilirligi pratik ve ekonomik degildir

(Ishwar, 1995).

Rosette inhibisyon testi, gebe koyunlarin kan serumlarinda erken gebelik
faktorliniin tespitine dayanan bir yontemdir (Morton ve ark., 1979). Bu yontem ile
ciftlesmeden sonra 24 saat igerisinde gebelik teshisi yapilabilmektedir fakat oldukca

karmasik bir prosediire sahip olmasi pratikteki kullanimini elverigsiz kilmaktadir.
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Gebelik teshisi i¢in farkli hormon 6l¢iimiine dayanan yontemler, kanda veya
slitte progesteron konsantrasyonu 6l¢iimii (Robertson ve Sarda, 1971), kanda Gstron
stilfat 6l¢timii (Tsang, 1978) ve ovine koryonik somatomamotropin (ovCS) veya ovine

plasental laktojen (ovPL) 6l¢iimiinden (Chan ve ark., 1978) olugsmaktadir.

2.3.1 Gebelik Teshisinde RIA Yonteminin Kullanilmasi

Post-ovulasyon 18. giiniinde kanda progesteron konsantrasyonu, enzyme
immunoassay (EIA) (Amezcua-Moreno, 1988; Susmel ve Piasentier, 1992) ve RIA
(Zarkawi, 1997) yontemleriyle olciilerek gebelik teshisi yapilmistir. Kan, siit ve idrar
orneklerinde Ol¢lim yapilabilmesi igin, hassas RIA yontemleri gelistirilmistir. Bu
amacla, antiserum olarak, tek tiirden elde edilmis, aym1 molekiiler agirliga sahip
PAG'lar kullanilarak homolog RIA yontemleri ile farkli tiirlerden veya farkh
molekiiler agirliktaki PAG'lar kullanilarak heterolog RIA ydntemleri ortaya
konmustur. Ostron siilfat koyunlarda plasentadan salgilanmaktadir. Gebeligin 70.
giinlinden sonra kan plazmasinda Ostron stilfat varligmin tespit edilmesine dayali
gebelik teshisinin yapilabildigi bildirilmistir (Tsang, 1978). Bu yontemler hidrometra,
piyometra, erken embriyonik 6liim ve kalict CL gibi patolojik durumlarda yanlis
pozitif sonug verebilmektedir. Gebelik teshisi i¢cin kanda ovine plasental laktojenlerin
RIA metoduyla 6l¢timii Chan ve arkadaslarn tarafindan yapilmistir (Chan ve ark.,
1978). Bu yontemle gebeligin 64. giinlinde gebelik teshisi %97 oraniyla, gebe

olmayanlarin teshisi ise %100 oranla ortaya konmustur (Robertson ve ark., 1980).

2.3.2  Gebelikle iliskili Glikoproteinlerin Kullamilmasi ile Gebelik Teshisi

Son donemde koyunlarin gebelik teshisinde, gebelikle iliskili proteinlerden
faydalanilmaya baslanmistir. Bu amagla gebelige spesifik protein B (ovPSPB) (Ruder
ve ark., 1988) ve gebelikle iliskili glikoproteinlerin (ovPAGs) (Ranilla ve ark., 1994)
Olctimii kullanilmistir. Kan plazmasinda ovPSPB konsantrasyonunun 6l¢iimii igin RIA
metodu Willard ve arkadaglari tarafindan 1987 yilinda gelistirilmistir (Willard ve ark.,
1987). Kanda ovPSPB konsantrasyonu gebeligin 19. giiniinde (Willard ve ark., 1987;
Willard ve ark., 1995) ve 21. giinlinde (Wallace ve ark, 1997) olciilmiistiir. Willard ve
arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda yayimlanmis ¢alismada, gebeligin 60. giinlinden

129. giiniine kadar ovPSPB konsantrasyonu 6l¢iimii sirasiyla, %71 ve %81 dogruluk
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oraninda yapilabilmistir (Willard ve ark., 1995). OvPSPB konsantrasyonunun fetiis
cinsiyeti ile iliskili olmadig bildirilmistir (Wallace ve ark., 1997).

Koyunlarda ovPAGs gebeligin 3. haftasinda tespit edilmistir (Ranilla ve ark.,
1994). Caligmada ovP AGs konsantrasyonunun, gebeligin 3. haftasindan doguma kadar
giderek arttig1 gozlenmistir. Kanda ovPAGs konsantrasyonu dl¢iimii i¢in homolog
RIA yontemi El Amiri ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (E1 Amiri ve ark., 2003;
El Amiri ve ark., 2004).

Gebe koyunlardan toplanan kan Orneklerinin plazmalarinda ovPAGs
konsantrasyonu heterolog RIA yontemiyle gebeligin 18. giinlinde tespit edilmistir
(Barbato ve ark., 2009). Bu c¢alismada iki farkli RIA metodu kullanilmistir. Bunlar
RIA-706 (Perényi ve ark., 2002) ve RIA-srPOOL olarak adlandirilmistir. RIA-
stPOOL yo6nteminde kecilerden elde edilmis farkli molekiiler agirliklara sahip iki ayr1
PAG ile koyunlardan elde edilmis farklt molekiiler agirliklara sahip ii¢ farkli PAG
karigtirilarak antiserum olarak kullanilmistir (Barbato ve ark., 2009). Gebeligin 18.
giiniinde ovPAG konsantrasyonu 6l¢iimiine dayali RIA-706 metoduyla gebelik teshisi
43 hayvandan 26’sinda (%60,5), RIA-srPOOL metoduyla 43 hayvandan 41’ine
(%95,3) yapilabilmistir. Gebelik teshisi i¢in her iki RIA metodunun da gebeligin 24.
giiniinden itibaren %100 giivenilirlikle kullanilabilecegi bildirilmistir (Barbato ve ark.,

2009).

El Amiri ve arkadaglar1 4 farklit RIA metoduyla kan ve siit 6rneklerinden
ovPAG konsantrasyonu 0lgtiiklerini bildirmislerdir (E1 Amiri ve ark., 2015). Bu
calismada tracer olarak RIA-1 ve RIA-3’te, koyunlardan elde edilmis PAG'lar, RIA-2
ve RIA-4’te sigirlardan elde edilmis PAG'lar kullanilmistir. Tiim RIA metotlarinda
antiserum olarak, koyunlardan elde edilmis farkli molekiiler agirliklara sahip PAG'lar
kullanilmistir. Kanda PAG konsantrasyonu gebeligin 20. giiniinde 4 RIA metoduyla
da tespit edilmistir. Siitte ise PAG konsantrasyonu gebeligin 28. glinlinde RIA-2, RIA-
3 ve RIA-4 metotlariyla tespit edilmistir. Bu yontemlerle kanda ve siitte gebelik teshisi
hassasiyetin %100 oldugu El Amiri ve arkadaslar tarafindan paylagilmistir (E1 Amiri
ve ark., 2015).
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2.4  Gebelikle iliskili Glikoproteinlerin Tanim ve Onemi

Gebelikle iliskili glikoproteinler, sadece gebelik doneminde tiretilen
molekiillerdir. PAG’larin, plasentomlardan purifikasyonu ve maternal kandan tespiti,
tic farkli calisma grubu tarafindan, identifikasyon calismalar1 ile saglanmistir.
PAG’lar, embriyonik gelisim esnasinda meydana gelen bir takim degisiklikler
sonucunda, erken gebelik doneminden itibaren plasentomda bulunan biniikleik
trofoblastik hiicreler tarafindan tiretilir. Gebeligin farkli donemlerinde farkli molekiiler
agirliklarda iiretilen bu glikoproteinler, periferal kanda da tespit edilebilmektedir
(Sekil 1' ) (Butler ve ark., 1982; Sasser ve ark., 1986; Zoli ve ark., 1991; Zoli ve ark.,
1992; Mialon ve ark., 1993; Mialon ve ark., 1994).

'Sekiller Essential of Domestic Animals Embryology @ Saunders Elsevier kitabindan almarak
modifiye edilmistir.
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Sekil 1. Sinepiteliyokoriyal Plasental Bariyeri Olusumu: F: Fotal komponent; M: Maternal
komponent; 1: Endometriyal epitelyum; 2: Fotal damarlar;3: Trofoblast; 4: Mezensim; 5: Biniikleik
Hiicreler;6: Maternal damarlar

PAG’lar aspartik proteinaz ailesine ait protein grubudur. (Zoli ve ark., 1991;
Beckers ve ark., 1994; Xie ve ark., 1994) Ruminantlarda, PAG gen ailesi oldukca genis
ve karmasiktir. Sigir, koyun, keci, bizon, manda ve geyik plasentalarindan diizinelerce
farkli cDNA'lar ve ¢ok sayida varyant klonlanmistir (Szafranska ve ark., 1995; Xie, ve
ark., 1997; Garbayo ve ark., 1998; Garbayo ve ark., 2000; Green ve ark., 2000; El
Amiri ve ark., 2004; Brandt ve ark., 2007; Barbato ve ark., 2008; Kiewisz ve ark.,
2009; Telugu ve ark., 2009; Nguyen ve ark., 2012; Barbato ve ark., 2013; Bériot ve

ark., 2014). Ruminantlarda PAG gen ailesi evrimsel olarak farkli iki gruptan olusur
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(Green ve ark., 2000; Hughes ve ark., 2000; Hughes ve ark., 2003). Her grubun
olustugu zamana dayanarak, filogenetik agcidan PAG’lar antik grup - PAG-2 (87
milyon yi1l 6nce ortaya ¢iktig1 spekiile edilmistir) ve modern grup - PAG-1 (52 milyon
yil 6nce ortaya ciktig1 spekiile edilmistir) olarak tanimlanmistir (Green ve ark., 2000;
Telugu ve ark., 2009; Hughes ve ark., 2000; Wooding ve ark., 2005). Bovine PAG-2,
bovine PAG-1 ile birlikte, trofektodermde bir arada bulunur (Green ve ark., 2000;
Wooding ve ark., 2005; Garbayo ve ark., 2008; Wallace ve ark., 2015) ve islevleri tam
olarak anlagilmamistir (Garbayo ve ark., 2008; Sousa ve ark., 2002). PAG-1, hem
interkotiledoner hem de kotiledon korionun biniikleik hiicrelerinde iiretilirken, PAG-
2 molekiilleri hem mononiikleik hem de biniikleik trofoblastik hiicreler tarafindan
iretilir (Touzard ve ark., 2013). PAG’larin ¢ogu modern gruba aittir ve bunlar sadece
ruminantlarda gozlenmistir (Telugu ve ark., 2009; Wallace ve ark., 2015). Bu
glikoproteinlerin islevleri heniliz tam olarak anlasilmamasina ragmen, gebelik
teshisinde ve plasental/fotal prognozun bir belirteci olarak plazma PAG-I
konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir (Garbayo ve ark., 1998; Wallace ve ark., 2015;
Zoli ve ark., 1992; Szenci ve ark., 1998; Barbato ve ark., 2009; El Amiri ve ark., 2015).

Gebelik teshisi icin farkli metotlar gelistirilmistir. Gebelik teshisinin pratik
olarak en dogru ve en erken zamanda yapilabilmesi, RIA metoduyla ovPAG tespiti ile
miimkiin olabilmektedir. Bu tezde Karacabey merinosu 1rki koyunlarda RIA
metoduyla kanda ovPAG 6l¢iimiine dayali erken gebelik teshisi, gilincel literatiirlerde

belirtilen zamandan daha 6nce yapilabilirligi ispatlanmaya ¢alisilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Koyunlarin Secimi

Bu ¢alismada, materyal olarak Tiirkiye' de Bursa ili Niliifer ilgesine bagl
Goriikle mahallesinde bulunan (40° 23' N, 28° 85' E) bir 6zel koyun c¢iftliginden, T.C.
Gida Tarim ve Orman Bakanligina bagh Bursa il Tarim ve Orman Miidiirliigii
kayitlar1 esas alinarak 2-4 yas araligindaki multipar 6zellikte olan ve en son 4 ay 6nce
dogum yapmis Karacabey merinosu 1rki koyunlar kullanildi. Real-time B-mod
transrektal ultrasonografik muayene yontemiyle (Agroscan L modeli, 3.5, 5, 8 MHz)
gebe olmadiklari teyit edilen 32 adet koyun ¢alismaya dahil edildi. Bu ¢aligsma, 8 hafta
ornek toplanmasi, 3 hafta RIA 6lclimleri ve 2 hafta real-time PCR 6lglimleri olmak

tizere toplamda 13 haftada tamamlanmustir.

3.2 Koyunlarmn Ostrus Senkronizasyonu ve Ciftlestirilmesi

Senkronizasyon uygulamasina 2017 yili mayis ayinda baglanmistir. Gebe
olmadiklar1 tespit edilen 32 adet koyuna, 20 mg flugestone acetate igeren Chronogest
CR siinger (MSD, Animal Health) intravaginal siinger uygulamasi yapildi. Siinger
uygulamasinin yapildig: giin 0. giin kabul edilerek 14 giin sonra siingerler cikartilip,
her koyuna 3 ml (720 IU) PMSG hormonu (PMSG-Intervet 25 ml flakon, MSD,
Animal Health) gluteal kaslardan intramuskuler olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan
36 saat sonra 4 adet koyun ile 1 adet kog bir bolmeye kapatilarak 24 saat ayni ortamda
birakildi. Bu siire zarfinda ¢iftlesmeleri izlendi ve citlesme zamani kayit altina
alindiktan sonra ciftlesmis olan koyun, kogun olmadig: siiriiye dahil edildi. Geriye
kalan koyunlar, PMSG enjeksiyonundan 60 saat sonra koclarin yanindan ayrilip
koglarin olmadig siiriiye dahil edildi. Otuz iki adet koyundan 22 tanesi bu yontemle
ciftlestirildi. On adet koyun ise senkronizasyonu yapilmis fakat ciftlestirilmeden

kontrol grubu olarak ¢aligmaya alindi.

3.3 Orneklerin Toplanmasi

3.3.1 Kan Orneklerinin Toplanmas, Islenmesi ve Transferi

Kan ornekleri 20 adet koyundan toplandi. Ostrus senkronizasyonu yapilmisg
fakat c¢iftlestirilmeyen 10 adet koyun kontrol grubu olarak (KG; n=10); ciftlestirilen
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22 adet koyundan secilmis 10 adet koyun da calisma grubu olarak (CG; n=10)
degerlendirildi. Geriye kalan 12 adet koyun da uterus dokusu 6rnekleri i¢in kullanildi.

Kan 6rneklerini toplamak amaciyla 10 ml’lik kirmiz1 kapakli vakumlu tiipler
ile 18G pembe renkli enjektdr ucu kullanildi. Koyunlarin ¢iftlestigi giin 0. giin kabul
edilerek 0,10, 15, 16, 17, 18, 19 ve 20. giinlerde kan 6rnekleri toplandi. Alinan her kan
ornegi, +4 °C sicaklikta 12 saat bekletildikten sonra, 4000 rpm devirde 3 dakika
santrifiij (Elektro-Mag M4812) edilerek serumlar1 ayristirilip, 2 ml hacimde ependorf
tiplerine aktarilarak -80 °C'de saklanmistir. Kan ornekleri, her iki gruptaki 20
koyundan toplanmistir. Calisma grubu olarak belirlenen ve agim yaptirilmig 10
koyunun gebelik tayini, ciftlesmeden sonraki 30. ve 40. giinlerde real-time B-mod

transrektal ultrason muayenesi ile teyit edildi.

Biitiin kan 6rnekleri, kuru buz (-78,5 °C) esliginde 1s1 yalitim1 6zelligi bulunan
strafor kutu icerisinde Perugia Universitesi-italya Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim dal1 laboratuvarina RIA o6lgiimlerini gergeklestirebilmek i¢in 18 saat i¢inde

transfer edildi.

3.3.2 Uterus Dokusu Orneklerinin Toplanmasi, Islenmesi ve Transferi

Uterus doku 6rnekleri toplanmasi igin belirlenen 12 adet koyundan her grupta
3 adet koyun olacak sekilde (n=3) 4 grup olusturuldu. Koyunlarin ¢iftlestigi giin 0. giin
kabul edilerek 1. gruptan 0. giin, 2. gruptan 14. giin, 3. gruptan 20. giin ve 4. gruptan
30. giinde uterus oOrnekleri toplandi. Doku oOrneklerinin elde edilmesi igin
ovaryohisterektomi operasyonu yapildi (Oral ve Kuru, 2016). Bu uygulamalar, Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Dogum ve Jinekoloji

Anabilim dalina ait biiyiik hayvan operasyon salonunda gerceklestirildi.

Uterus dokusu Ornekleri toplanirken 1. gruptaki 3 adet koyunda 3 farkli
operasyon bolgesi denendi. 1 gruptaki hayvanlarin operasyonlar1 ¢iftlesmeden hemen
sonra yapildigi i¢in heniiz implantasyona dair bir olusumun baslamamis olmasindan
dolay1 operasyon bolgesini belirlemek adina elverisli olduklarina karar verildi. islem
esnasinda, implantasyon bolgelerine en az zarar verecek operasyon bdlgesinin

tespitinin belirlenmesi amaglanmastir.
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Birinci gruptaki birinci koyuna sol fossa paralumbalis bdlgesinden ensizyon
hatt1 belirlenerek (Sekil 2) ovaryohisterektomi operasyonu yapildi ve bu bolge uterusa
uzak oldugu icin yapilacak manipiilasyonlarin implantasyon bolgesine hasar

verebilecegi diislincesiyle uygun olmadigina karar verildi.

Sekil 2. Ensizyon bolgesi - Sol Fossa Paralumbalis

24



Ovaryohisterektomi operasyonu i¢in 1. gruptaki 2. koyuna ensizyon hatti linea
alba (Sekil 3) belirlenerek median laparatomi uyguland: (Oral ve Kuru, 2016).
Operasyon siireci ilk uygulamaya gore daha kolay oldugu ve manipiilasyonlarin

uterusa daha az zarar verdigi diistiniilmiistiir.

Sekil 3. Ensizyon bolgesi - Linea Alba
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Ovaryohisterektomi operasyonu i¢in 1. gruptaki 3. koyuna ensizyon hatti
inguinal bolgede se¢ilmistir (Sekil 4). En elverisli manipiilasyonun ve en az hasara
neden oldugu disiiniilerek, 2., 3. ve 4. gruptaki koyunlarin ovaryohisterektomi

operasyonlar1 bu bolgeden yapilmaya devam edildi..

o umbillicus

&

Sekil 4. Ensizyon bolgesi - Inguinal bélge
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Uterus 6rneklerinin toplanmasi asamasinda, gebelik teshisinin hassasiyetinden
dolay, iki adet ultrason cihazi; Mindray marka DP10Vet ve DP20Vet modelleri tercih
edildi. DP10Vet modelinde lineer prob (7,5 MHz), DP20Vet modelinde ise konveks
prob (8 MHz) kullanildi.

Ovaryohisterektomi operasyonu esnasinda doku Ornegi alinmadan Once
laparatomik ultrasonografi yontemi ile uterus muayenesi yapilarak koyunlarin gebeligi
teyit edildi (Sekil 5). Muayene esnasinda sekil 5’te de goriildiigii gibi asepsi kuralina
uyularak, prob steril operasyon eldiveni igerisinde kullanildi. Uterus ensizyon
hattindan disariya c¢ikarildiktan sonra yapilan ultrasonografi muayenesinde ise,
kullanilan prob %90 oraninda sulandirilmis bezalkonyum kloriir ile dezenfekte

edildikten sonra ultrason muayenesi gerceklestirildi.

'\.\"‘ T = ‘

Sekil 5. Uterus dokusunun laparatomik ultrasonografi muayenesi
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Birinci gruba ait koyunda, laparatomik ultrasonografi muayenesinde elde
edilen ultrason goriintiisii Sekil 6’ da gosterilmistir. Oklar arasinda belirtilen kornu

uterileri gebe olmayan uterusu gostermektedir (Sekil 6).

BGED /MGSE /AP15/BIP4 /FRA
7.5M Depth B.E

Sekil 6. Ciftlesmeden sonraki 0. giinde uterusun laparatomik ultrasonografisi
(oklar: kornu uteri)
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Laparatomik ultrasonografi yontemiyle uterus muayenesinden sonra genital
organlar abdomen disina ¢ikartilarak uterus ve ovaryumlarin morfolojik muayeneleri

gozle yapildiktan sonra (Sekil 7) ovaryohisterektomi operasyonu gerceklestirildi.

L ™5

Sekil 7. Ciftlesmeden sonraki 0. giinde uterus ve ovaryumlarin morfolojik muayenesi (ok: sol
ovaryum)
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Ikinci gruba ait koyunlardan doku &rnekleri post-inseminasyon 14. giinde
alindi. Ultrasonografi muayenesinden elde edilen goriintiiler degerlendirilirken

ovaryumlar {izerinde CL olup olmamasi da dikkat edildi (Sekil 8).

s ey, R

Bulvar Veteriner
- BG3d / ngsg AP? /IPd / FRag
‘o"i!'lﬁ!:'ﬂ 8,00 b 2

\[Speed i
ek
5/& Post Proc B

_F‘Pf‘.in t Report

:‘m. 6.47 64 /64

Bperation pronpt information

Sekil 8. Post-inseminasyon 14. giinde laparatomik ultrasonografi muayenesi ve uterusun
morfolojik goriintiisi

30



Ucgiincii gruba ait koyunlarin uterus dokular1 post-inseminasyon 20. giinde
alindi. Operasyon Oncesinde gebeliklerinin teyidi igin transrektal ultrasonografik
muayene yapilarak, gebelikleri dogrulanan koyunlardan doku 6rnekleri toplandi (Sekil

9). Post-inseminasyon 20. giindeki embriyolarda Sekil 10’ da goriinmektedir.

Sekil 9. Post-inseminasyon 20. giinde uterusun transrektal ultrasonografisi

Sekil 10. Post-inseminasyon 20. giinde olusan embriyolar
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Dordiincii gruba ait koyunlarin doku 6rnekleri post-inseminasyon 30. giinde
alind1. Operasyon Oncesinde transrektal ultrasonografik muayene yapilarak gebelikleri
dogrulanan koyunlardan doku 6rnekleri toplandi (Sekil 11). Post-inseminasyon 30.
giindeki uterus goriintiisii ve sol ovaryum tizerinde bulunan CL ile olusan embriyolar

Sekil 12’ de goriilmektedir.

Sekil 12. Post-inseminasyon 30. giinde(a) Uterusun laparatomik goriintiisii, Siyah ok: Korpus
Luteum, CL; (b) Olusan embriyolar
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Uterus doku ornekleri 1 x PBS Buffer (Phosphate Buffered Saline) igerisine

alinarak 250 ml beher glas ile laboratuvara sevk edildi.
1 x PBS Buffer Hazirlanis:
800 ml distile su igerisine;

e 8 g Sodyum Kloriir (NaCl: Merck®™)

e 0,2 g Potasyum Kloriir (KCI: Merck®)

e 1,44 g Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4: Merck®)

e 0,24 g Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4: Merck®™) eklendi.

Elde edilen soliisyonun iizerine distile su eklenerek soliisyonun toplam hacmi
1 litreye tamamlandi. Hazirlanan soliisyona 2M HCI veya 4N NaOH ekleyerek pH
degeri 7,4 olacak sekilde ayarland1 (Mettler Toledo, SevenEasy S20).

Uterus Ornekleri 1x1x1 cm olacak sekilde trimlendikten sonra 2’ser numune
olacak sekilde falkon tiipleri igerisinde hazirlanan paraformaldehit soliisyonu

icerisinde 24 saat +4 °C’de fiksasyona birakildu.
Paraformaldehit (PFA) Hazirlanisi:
950 ml distile su igerisine;

e 40 g Paraformaldehit (Merck®)
e 50 ml 20xPBS
e 500 ul 1,25 m NaOH

Elde edilen karisim kimyasallarin ¢6ziiniip homojen hale gelene kadar 55-60
°C sicaklikta karistirildi. Hazirlanan soliisyona 2M HCl veya 4N NaOH ekleyerek pH
degeri 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Bu soliisyon 50 ml hacimli plastik falcon tiiplere

doldurularak doku fiksasyonu i¢in kullanildi.

Fiksasyon sonrasinda tiim doku 6rnekleri 1xPBS ile muamele edilerek +4 °C
sicaklikta 24 saat siiresince yikamaya birakildi. Takibinde sirasiyla, %30, %50,
%70’lik dereceli alkol serisinin her birinde+4 °C sicaklikta 24 saat bekletildi. Doku
ornekleri histolojik kasetlere yerlestirildikten sonra 1’er saat oda sicakliginda sirasiyla

%80, %90, absolut alkol-1, absolut alkol-2, ksilol-1 ve ksilol-2 serisinden gegirildi.
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Tiim kasetler likit parafinde 2 saat bekletildikten sonra parafine gomiilerek bloklandi.

Tiim bloklar ¢aligma zamanina kadar -20 °C de depolandi..
Kullanilan soliisyonlar sirasiyla;

e %30 Etil Alkol (700 ml Distile Su + 300 ml absolute >99.8 % (SIGMA-
ALDRICH®)

e %50 Etil Alkol (500 ml Distile su + 500 ml absolute > % 99,8 SIGMA-
ALDRICH®)

e %70 Etil Alkol (300 ml Distile Su + 700 ml absolute > % 99,8 SIGMA-
ALDRICH®)

e %80 Etil Alkol (200 ml Distile Su + 800 ml absolute > % 99,8 SIGMA-
ALDRICH®)

e %90 Etil Alkol (100 ml Distile Su + 900 ml absolute > % 99,8 SIGMA-
ALDRICH®)

e %100 Etil Alkol (absolute > % 99,8 SIGMA-ALDRICH®™)

e %100 Ksilol (SIGMA-ALDRICH®)

e Parafin Graniil

3.4 Kan Serumunda RIA Yo6ntemiyle Gebelikle iliskili Glikoprotein

Konsantrasyonunun Ol¢iimii

RIA 6lgiimleri Italya’da bulunan Perugia Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim dalinda yapilmistir. Toplanan kan serum 6rneklerinden ovPAG

konsantrasyonu 6 farkli RIA yontemiyle 6l¢iildii.

Biitiin RIA 6l¢limlerinde standart ve tracer olarak boPAGs7kpa kullanilmistir
(Zoli ve ark., 1991; Zoli ve ark., 1992). Ol¢iimlerde olusan standart egri, 0.2 - 25 ng/ml
arasinda 6lgeklendirildi. Radyoaktif iyodinasyonda (Na- '%°I; Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, isve¢), kloramin T ydntemine gore uygulandi (Greenwood ve ark.,

1963).

Biitiin RIA o6l¢iimlerinde kullanilan antiserumlar ve konsantrasyonlar1 Tablo
1°de gosterilmistir. RIA-497 ve RIA-860 6l¢iim yontemlerinde homolog antiserumlar
tercih edilirken diger yontemlerde heterolog antiserumlar kullanildi. RIA-srPool

Olctim yonteminde kiiciik ruminantlarin baglica antiserumlarindan 4 tanesi ile bir
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havuz olusturulurken RIA-wbPool dl¢iim yonteminde de mandalardan elde edilmis 3

farkl1 antiserum ile bir antiserum havuzu olusturuldu.

Tablo 1. Uygulanan RIA yontemleri ile bu yontemlerde kullanilan antikorlar ve diliisyonlar1

RIA Anti-Serum Birincil Antikor Diliisyon
RIA-497 As#497 anti-boPAGs7 1/75000
RIA-706 AS#706 anti-caPAGsss2 1/75000
RIA-780 AS#780 anti-ovPAGs7+s9 1/50000
RIA-860 AS#860 anti-wbPAG7; 1/380000
AS#706 anti-caPAGss+e2 1/30000
RIA-stPool AS#708 anti-caPAGss:s9 1/30000
AS#780 anti-ovPAGs7+s9 1/30000
AS#809 anti-ovPAGss 1/30000
AS#858 anti-wbPAG7s p 1/160000
RIA-wbPool AS#859 anti-wbPAGges & 1/160000
AS#860 anti-wbPAGsg 1/160000

PAG konsantrasyonlarinin 6lgiimii Perényi ve arkadaglarmin gelistirdigi
metoda gore yapildi (Perényi ve ark., 2002). Bu yonteme gore, total aktiviteyi 6lgmek
icin 2 tlip (TA), standardizasyonu yapmak i¢in 2 tiip (Non specific bound tube -NSB),
standart egri 0l¢limii i¢in 9 farkli gruba ait 2’ser tiip (Co — Cg) ve her bir 6rnek i¢in
2’ser tane test tiipleri kullanildi. Tablo 2’ de belirtildigi gibi, ilgili tiiplere sirastyla
TRIS-BSA Buffer (bovine serum albumin, BSA), serum 6rnekleri, standart olarak
boPAGe7kpa, serum-free PAG ve birincil antikorlar eklendikten sonra vorteks
yardimuyla tiiplerdeki karigimlar homojen hale getirildi. Tiiplerin iizerleri parafin bant
ile kapatilarak ¢eker ocak altinda ve oda sicakliginda 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra her tiipe 100 ul radyoaktif iyot ile isaretlenmis 1'*°-PAG
(yaklasik 25000 cpm) ilave edilerek vorteks ile karisim homojenize edildikten sonra,
oda sicakliginda 4 saat inkiibasyona birakildi. Serbest ve baglanmis fraksiyonlarin
ayristirilmast i¢in her tiipe 100 ul ikincil antikorlu polietilen glikol (PEG) soliisyonu
ilave edildi. Bu karisimda oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
tiiplere 2’ser ml TRIS-BSA buffer ilave edildi. Onbes dakika boyunca 3000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra, iistte kalan siipernatant kisim uzaklastirildi. Son yikama

islemi icinde tiiplere 3’er ml TRIS-BSA buffer ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika
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santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirilarak tiiplerde sadece radyoaktif PAG igeren
pelet kisim birakildi. Peletlerde bulunan radyoaktivite Ol¢limiine dayali PAG
konsantrasyonlarinin 6l¢iimii i¢in biitliin tiipler gamma counter cihazina (Cobra II
AutoGamma; Packard, Milan, Italy) yliklendi. Biitiin uygulamalar ayni kisi tarafindan
yapildi.

Tablo 2. RIA 6l¢iim yonteminde uygulanan protokol

# Solﬁsyonlar TA NSB Co C1 Cz C3 C4 C5 C(, C7 Cg Omekler
(x2tlip) | (x2tlip) | (x2tlip) | (x2tiip) | (x2tiip) | (x2tiip) | (x2tiip) | (x2tip) | (x2tlp) | (x2tlp) | (X2tlip) | (X2tiip)

1. TRIS-BSA - 300ul 200pl 100pl 100pl 100pl 100pl 100pl 100pl 100pl 100pl 200 pl
Serum

2. Ornekleri ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 100 pl

3. Standart - - - 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100 ul | 100 pl -
Serum Free

4. PAG - 100l | 100l | 100 ul | 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100 ul | 100 pl -

5 Bgenl - 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100l | 100 ul | 100 ul | 100 ul | 100 pul

| Antikorlar i i i i p i i i i i i

6. Oda Sicakliginda 24 saat inkiibasyon

7. ?Z‘i}y_"l?zks“f 100l | 100l | 100l | 100l | 100pl | 100l | 100l | 100l | 100l | 100 pul | 100wl | 100 pl

8. Oda Sicakliginda 4 saat Inkiibasyon

9. [ PEGsol. [ - Jim [i1m Jim [iml J[im [1m J[1m J[1im [Im [1m [Iml

10. Oda Sicakliginda 30 dakika Inkiibasyon

11. .TRIS-BSA - 2 ml 2ml 2ml 2 ml 2ml 2 ml 2 ml 2ml 2ml 2 ml 2ml
ile yitkama

12. 3000 rpm 15 dakika santrifiij

13. TRIS_BSA - 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml
ile yikama

14. 3000 rpm 10 dakika santrifiij

15. Siuipernatantin uzaklastirilmasi ve Gamma Counter’ da okuma

TRIS-BSA Buffer Hazirlanisi:
4 litre distile su igerisine;

e 8 g Magnezyum Klorit 6-Hidrat (MgCl,6H,O: SIGMA-ALDRICH®)

e 12 g TRIS Hidroksimetii Amino Metan (NH.C(CHOH);: SIGMA-
ALDRICH®)

e 0,8 g Sodyum Azit (NaNs: SIGMA-ALDRICH®) eklenerek manyetik

karistiricida homojenize olana kadar karistirildi.

Elde edilen karistmin pH degeri 7.5 olacak sekilde ayarlanarak 1000 ml TRIS

igerisine 1 g BSA ilave edilerek kullanima hazir hale getirildi.
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Ikincil Antikorlu PEG Hazirlanist:

e ikincil Antikor
o 0.17% v:v normal tavsan serumu
o 0.83% v:v koyun anti-tavsan antiserumu
e (0,25 g Mikrokristalin Seliiloz
e 2 g BSA (Bovine Serum Albumin)
e 20 g polietilen glikol 6000 (SIGMA-ALDRICH®)
e TRIS Hidroksimetil Amino Metan (NH,C(CH2OH)3: SIGMA-ALDRICH®)
Bu karisima renklendirici olarak birka¢ damla metilen mavisi ilave edilerek

manyetik karistiricitda homojenize olana kadar karistirildi.

3.5 Uterus Dokusunda Real-Time PCR Yontemiyle Gebelikle Tliskili

Glikoprotein Konsantrasyonunun Ol¢iimii
3.5.1 Parafin Dokudan RNA izolasyonu

Parafinde bloklanmis uterus orneklerinden 10 pm'lik kesitler alimip doku
cevresindeki fazla parafin elle uzaklastirilarak, 2 ml'lik ependorf tiiplere aktarildi.
Parafinin dokudan uzaklastirilabilmesi i¢in, kesitler lizerine 1 ml ksilen eklenerek 1
dakika boyunca vortekslendi. Ependorf tiipler 50 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten
sonra 14000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Dipte olusan pelete zarar vermeden ksilen
dikkatlice uzaklastirildi. Kalan ksilenin uzaklastirilmast i¢cin de 100% etanol ile
yikama iglemi yapildi. Bu amagla 1 ml etanol tiiplere eklenerek 14000 rpm'de 2 dakika
santrifiij edildikten sonra, etanol pelete zarar vermeden ortamdan uzaklagtirildi. Etanol
ile yikama islemi bir kez daha tekrar edildikten sonra, tiipler agizlar1 agik bir sekilde
termobloklarda 30°C'de 10 dakika bekletilerek etanoliin dokulardan tamamen

uzaklagtirilmasi saglanmistir.

Her tiipe 300 pul parcalama soliisyonu (Digestion Buffer) ve 10 ul Proteinase K
soliisyonu eklenerek vortekste homojenize edildi. Once 55 °C'de 15 dakika sonra 80
°C'de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Her bir tiipe, guanidin tuzu i¢eren soliisyondan
(Buffer RL), 300 pl ilave edilerek vortekslendi. Son olarak da 600 ul 100% etanol

ilave edilerek tekrar vorteks ile homojenizasyon saglandi. Toplama tiiplerine
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yerlestirilen kolonlara 600 ul'lik lizat yiiklenerek, 14000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edildi.

Takibinde, DNAaz enzimi ile muamele edilerek, orneklerde bulunan DNA
elimine edildi. Onbes mikrolitre DNAase-I ile 100 pl Enzim inkiibasyon soliisyonu
orneklerin lizerine eklendi. Vortekslemeden hafifge karistirildiktan sonra, iizerine 400
ul yikama soliisyonu eklenerek 14000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
ortamdan uzaklastirildiktan sonra 14000 rpm'de 1 dakika daha santrifiij edildi. Biitiin
orneklere 15ul DNAase-I ile 100 pl Enzim inkiibasyon buffer tekrar ilave edilerek
14000 rpm'de 2 dakika daha santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
30°C'de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

Kolon yikamasi i¢in ise, yikama soliisyonundan 400 pl eklenerek 14000 rpm'de
1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra yikama islemi 2 kez daha

tekrarlandi. Kolonun kurumasi i¢in 14000 rpm'de 2 dakika ilave santrifiij uygulandi.

Kolonlar eliisyon tiiplerine aktarilip, 50 pl niikleik asit yikama soliisyonu
(Elusyon buffer) eklenerek 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Eliisyon
tiipleri 6nce 2000 rpm'de 2 dakika, sonra 14000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildikten
sonra total RNA izolasyonu tamamlandi. Elde edilen total RNA'nin spektrofotometre
ile (Thermo Scientific Nanodrop 2000) saflig1 ve konsantrasyonu 6l¢iildii. RNA 6l¢iim

sonuclar1 Tablo 3'te verilmistir.

Tablo 3. RNA Olgiim Sonuglari

Ornek Tarih Niikleik Asit | A260 A280 260/280 | 260/230
Konsantrasyonu

1A 14.11.17 | 73.9 ng/pl 1.847 0.912 2.03 1.62
2A 14.11.17 | 99 ng/ul 2.476 1.257 1.97 1.73
3A 14.11.17 | 61.6 ng/pl 1.54 0.783 1.97 1.39
4A 14.11.17 | 63.6 ng/pl 1.59 0.797 1.99 1.5
5A 14.11.17 | 61.3 ng/pl 1.532 0.781 1.96 1.42
6A 14.11.17 | 59.5 ng/pl 1.488 0.763 1.95 1.42
TA 16.11.17 120.4 ng/pl 3.01 1.629 1.85 1.2
8A 16.11.17 108.9 ng/ul 2.723 1.375 1.98 1.59
9A 16.11.17 106 ng/ul 2.65 1.407 1.88 1.19
10A 16.11.17 | 294.3 ng/ul 7.358 3.701 1.99 1.94
11A 16.11.17 142.9 ng/pl 3.573 1.829 1.95 1.53
12A 16.11.17 163.2 ng/ul 4.079 2.097 1.95 1.56
13A 16.11.17 101.3 ng/pl 2.532 1.285 1.97 1.57
13C 17.11.17 151.5 ng/pl 3.786 1.913 1.98 1.63
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3.5.2 RNA'nin cDNA'ya Yazdirilmasi

Tek iplik¢ikli RNA’dan (single-stranded RNA), cift iplik¢ikli DNA (double-
stranded DNA) olusturulmasi i¢in, niikleik asit konsantrasyonu belirlendikten sonra,
cDNA’ya yazdirilan RNA’nin her ornekte 100ng/20ul’lik esit konsantrasyonda
olabilmesi i¢in, RNA ornekleri otoklavlanmis distile su ile sulandirildi. Tiim 6rnekler,
Olciilen RNA konsantrasyonuna gore, toplamda 15 pl olacak sekilde sulandirildi.

Sulandirma miktarlar1 Tablo 4'te verilmistir.

Tablo 4. RNA Konsantrasyonuna Gore Sulandirma Miktarlari

Ornek | RNA konsantrasyonu | cDNA’da RNA miktar1 | H20 - 15 pLL
(ng/nL) (100 ng/20pl)
1A 73.9 1.4 13.6
2A 99 1.0 14.0
3A 61.6 1.6 13.4
4A 63.6 1.6 13.4
SA 61.3 1.6 13.4
6A 59.5 1.7 13.3
7A 99 1.0 14.0
8A 99 1.0 14.0
9A 99 1.0 14.0
10A 99 1.0 14.0
11A 99 1.0 14.0
12A 99 1.0 14.0
13A 101.3 1.0 14.0
13C 99 1.0 14.0

Onbes mikrolitreye tamamlanan sulandirilmig RNA iizerine, her bir 6rnek i¢in
4ul 5XReaksiyon karigimi ve 1ul reverse transkriptaz enzimi eklenerek (Biorad
iCycler - Norgen Biotek Corp., FFPE RNA Purification Kit Cat.# 25300) PCR
cihazinda 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 30 dakika, 85°C’de 5 dakika reaksiyonlarindan

sonra cDNA yazim1 4°C’de tamamlandi.

3.5.3 Pre-Amplifikasyon ve Real-Time PCR

Preamplifikasyon asamasi, hedef PCR firiiniinii ve real-time PCR’in
hassasiyetini artirmak i¢in uygulandi. Bu amagla, elde edilen cDNA’lar 1/10 oraninda

sulandirildiktan sonra, her bir 6rnek i¢in Sul cDNA, 10 pl PCR reaksiyon karigimi,
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4ul H20, 1ul primer karisimi (reversetforward primer) ile 15ul’lik son hacime
ulasildi. Uygulanan termal program; 95°C’de 3 dakika ve 95°C’de 15 saniye, 58°C’de
4 dakikalik 12 amplifikasyon siklusu olarak uygulandi.

Tablo 5. Real-Time PCR i¢in Hazirlanan Plate Sablonu

0. Giin 14. Giin 20. Giin 30. Giin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1A 1A 1A 4A 4A 4A 8A 8A 8A 11A 11A 11A
1A 1A 1A 4A 4A 4A 8A 8A 8A 11A 11A 11A
2A 2A 2A SA SA SA 9A 9A 9A 12A 12A 12A
2A 2A 2A S5A SA SA 9A 9A 9A 12A 12A 12A
3A 3A 3A 6A 6A 6A 10A 10A 10A 13A 13A 13A
3A 3A 3A 6A 6A 6A 10A 10A 10A 13A 13A 13A

7A TA TA 13C 13C 13C

TA TA TA 13C 13C 13C

Real-time PCR plate sablonu Tablo S'te gosterilip, her bir 6rnekten ii¢li
calisma programi hazirlandi. Hem hedef gen (PAG-1), hem de housekeeping gen
(glucose-6-phosphate dehydrogenase, G6PD) icin hazirlanan plate sablonlarina gore,
ornek basina 10ul PCR soliisyonu (iTaq Universal Probes Supermix Biorad), 8ul su
ve 1ul primer hazirlandi. Ondokuz mikrolitrelik final hacmine, preamplifikasyon
tiriinii DNA 1pul eklenerek Real-Time PCR cihazinda (Biorad iCycler IQ Real-Time
PCR); 95°C’de 30 saniye ve 95°C’de 5 saniye, 60°C’de 30 saniyelik 40 amplifikasyon
siklusu olacak sekilde termal program uygulandi. Analiz sonunda pozitif ve kantitatif

2AACt

degerler, amplifikasyon egrileri ve verilerine gore hesaplandi ve degerlendirildi.

Kullanilan primerler ve 6zellikleri agagida verilmistir.

Gen Ad1 Amplikon Uzunlugu Secilen Sekans
G6PD 73 NM 001093780.1
PAGI 57 XM-004011761.2

XM_012183909.1
XM _012183910.1
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3.6 istatistiksel Yontemler

RIA yontemiyle PAG konsantrasyonlarinin dl¢limiine dayali gebelik teshisinde
Olclimiin esik degeri olarak 1.0 ng/ml baz alindi. Bu degerin altindaki degerler gebelik
negatif, lstiindeki degerler de gebelik pozitif olarak kabul edildi. Bu degerler
tizerinden RIA sonuglarinin kategorizasyonu i¢in gebeligin dogru teshisi (a); gebeligin
yanlis teshisi (b); gebe olmayanlarin dogru teshisi (c), ve gebe olmayanlarin yanlis
teshisi (d) kodlamalar1 kullanilarak duyarlilik (100 x a/a + d),6zgiilliikk(100 x ¢/ ¢ +b),
dogruluk [(a + ¢)/ (a + b + ¢ + d)], pozitif 6ngérme degeri (100 x a/a + b), negatif
ongdrme degeri (100 x ¢/c + d) formiilleri ile hesaplandi (Szenci ve ark., 1998).

Istatistik analizleri icin IBM SPSS 21.0 programi kullanildi ve anlamli
farkliliklarin yorumlanmasinda p degeri 0.05 olarak hesaplamalara dahil edildi.
Veriler, general linear model for repeated measurement yontemi ile analiz edildi. Real-
time PCR ig¢in elde edilen veriler one-way ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilagtirma

testleri ile analiz edildi.
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4. BULGULAR
4.1 RIA Ol¢iimii Bulgulan

RIA-497, RIA-706, RIA-780, RIA-860, RIA-srPool ve RIA-wbPool
yontemlerinde minimum tespit limitleri sirasiyla 0.10, 0.26, 0.18, 0.16 ve 0.10 ng/ml

olarak hesaplandi.

PAG konsantrasyonlarinin ortalamasi, zamandan (P <0.001) ve RIA
yontemlerinden (P <0.001) etkilenmistir. Gebe grubunun ortalama PAG
konsantrasyonlari, RIA-780’de (P <0.001) 17. giinden, RIA-706’da (P <0.001)18
giinden, RIA-srPool 19. giinden ve RIA-wbPool’da (P <0.001) 20. giinden itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmaya bagladigi tespit edildi (P <0.001). Gebe
olan grubun RIA-497 ve RIA-860’da 6lgiilen PAG konsantrasyonlari ile gebe olmayan
grubun her RIA sistemindeki PAG konsantrasyonlar: sifir veya sifira yakin olarak

sl¢iildii (Tablo 6).

Tablo 6. Gebe (P, n:10) ve gebe olmayan (NP, n:10) koyunlarin farkli giinlerdeki PAG
konsantrasyonlarinin 6 farkli RIA yonteminde karsilagtirilmasi (Marjinal ortalama + Standart hata)

PAG Konsantrasyonu (ng/mL)

RIA Yontemleri
Giin Grup RIA-497 RIA-706 RIA-780 RIA-860 RIA-stPool  RIA-wbPool
0. giin P 0.06 + 0.05 0.06 + 0.05 0.02 +0.05 021+0.05  0.02+0.05  0.01+0.05
10. giin P 0.07 +0.05 0.02 +0.05 0.01 = 0.05 0.19+£0.05  0.01+0.05  0.05+0.05
15. giin P 0.07 +0.05 0.04 £ 0.05 0.03 £ 0.05 0.19+£0.05  0.01+0.05  0.05+0.05
16. giin P 0.08 +0.19 0.02+0.19 0.55+0.19 0.16£0.19  0.01+0.19  0.19+0.19
17. giin P 0.12+0.30 0.64 +0.30 1.28 +0.30° 032+030  0.17+030  0.33+0.30
18. giin P 0.18 +0.59 176 £0.59°  4.28+0.59° 058+0.59  0.77+0.59  0.46+0.59
19. giin P 0.20 + 0.56 3.05 +0.56° 7.53 +0.56° 0.79+0.56  1.58+0.56°  0.86+0.56
20. giin P 0.22 +0.47 4.14+047¢  10.44 +0.47 0.76+047  2.56+047¢ 1.11+047¢
0. giin NP 0.09 + 0.05 0.08 + 0.05 0.18 +0.05 0.07+0.05  0.02+0.05  0.09+0.05
10. giin NP 0.05 + 0.05 0.04 +0.05 0.15 +0.05 029+0.05  0.01+0.05  0.01+0.05
15. giin NP 0.03 + 0.06 0.03 +0.06 0.21 = 0.06 0.15+£0.06  0.02+0.06  0.29+0.06
16. giin NP 0.03£0.10 0.17+0.10 0.13+0.10 0.14+£0.10  0.19+£0.10  0.15+0.10
17. giin NP 0.04 + 0.06 0.03 +0.06 0.18 = 0.06 0.10£0.06  0.01+£0.06  0.09+0.06
18. giin NP 0.08 + 0.06 0.01 £ 0.06 0.17 £ 0.06 0.06+0.06  0.09+0.06  0.09+0.06
19. giin NP 0.06 + 0.06 0.07 + 0.06 0.18 + 0.06 0.07+0.06  0.02+0.06  0.09+0.06
20. giin NP 0.04 + 0.04 0.10 + 0.04 0.15 + 0.04 0.12+0.04  0.01+0.04  0.01+0.04

*dAyn1 giinde farkli iistbilgileri olan degerler siitunlar arasinda farklilik gosterir (Ikili karsilastirma, Bonferroni correction; P <
0.001).
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Ikili karsilastirmalarin sonuglarina gore; RIA-780 ile 17. giinden sonra
(ortalama: 1.28 + 0.30; P <0.001), RIA-706 ile 18. giinden (ortalama: 1.76 = 0.59; P
<0.001), RIA-srPool 19. giinden sonra (ortalama: 2.56 + 0.47, P <0.001) ve RIA-
wbPool 20. giinden sonra (ortalama: 1.11 + 0.47, P <0.001) gebe ve gebe olmayan
gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik oldugu ortaya kondu (P
<0.001). RIA-497 ve RIA-860 yontemleri ile yapilan dlglimlerde gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik olmadigr tespit edildi Tablo 6 (P <0.001).

Alt1 RIA sisteminin o6zellikleri Tablo 7 'te gosterilmistir. Duyarlilik, RIA-
497°de biitiin giinler i¢in, RIA-860 ve RIAsrPool’da 17. giin i¢in hesaplanamadi.
Cilinkii bu giinlerde “gebeligi dogru teshisi” (a) ve “gebe olmayanlarin yanlis teshisi”
(d) degerleri sifir olarak hesaplandi ve matematiksel kurallara gore herhangi bir

sayinin sifira boliinmesi miimkiin degildir (Cajori, 1929).

Tablo 7. Gebelik teshisi i¢in 6 RIA sisteminin duyarlilik, 6zgiilliik, dogruluk, pozitif 6ngdrme degeri
(PPV) ve negatif 6ngdrme degeri (NPV) ciftlesme sonrasi 17, 18, 19 ve 20. giinde karsilastirilmas: (HD:
Hesaplanamayan Deger)

RIA Yontemleri
Giinler RIA-497 RIA-706  RIA-780 RIA-860 RIA-stPool _RIA-wbPool
17.glin HD* 100 100 HD* HD* 100
Duyartie 150 HD* 100 100 100 100 100
19.giin HD* 100 100 100 100 100
20.giin HD* 100 100 100 100 100
17.giin 50 59 63 50 50 56
N 18.giin 50 67 77 56 59 59
Ozgillik 19.§1'in 50 100 100 63 71 63
20.giin 50 100 100 63 100 71
17.giin 50 65 70 50 50 60
Dogruluk |50 55 75 85 60 65 65
19.giin 50 100 100 70 80 70
20.giin 50 100 100 70 100 80
17.giin 0 30 40 0 0 20
PPV 18.giin 10 50 70 20 30 30
19.giin 0 100 100 40 60 40
20.giin 0 100 100 40 100 60
17.giin 100 100 100 100 100 100
NPV 18.giin 100 100 100 100 100 100
19.giin 100 100 100 100 100 100
20.giin 100 100 100 100 100 100

* Bu degerler, hesaplama yapilan formiildeki (100 x a/(a+d)) bdlen kisminin sifir ¢ikmasi sebebiyle
hesaplanamamustir.
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4.2 Real-Time PCR Bulgulan

Her bir primer i¢in erime egrisi analizi gen-spesifik piklerin belirlenmesi ile
yapildi. Sonuglar E-metot ile degerlendirilmis ve hedef genlerin Cp (crossing point)
degerleri ise G6PD ile standardize edildi. Gruplar karsilastirildi ve egri degisim
degerleri hesaplandi. Egri degisim degeri >2 ise gen ekspresyonunun arttigi, egri

degisim degeri <2 ise gen ekspresyonunun azaldigi ya da degismedigi yoniinde

yorumlandi.

PAG1 ekpresyonunu gosteren, real-time PCR sonuglarinin ham verileri Tablo

8’ de verilmistir.

Tablo 8. PAG1 ekspresyonunu Real-Time PCR Sonuglari

Ornekler Degerler Ortalama
1A - 0.giin 27.7 | 27.6 | 27.7 27.67
2A - 0.giin 30.6 | 30.8 | 30.6 30.67
3A - 0.giin 27.7 | 27.1 27.4 27.40
4A - 14.giin 28.9 29 28.7 28.87
5A - 14.giin 28.8 | 289 | 288 28.83
6A - 14.giin 28.7 | 28.6 | 284 28.57
7A - 14.giin 28.8 | 27.8 | 28.7 28.43
8A - 20.giin 28.7 | 28.8 | 28.7 28.73
9A - 20.giin 28.1 | 283 | 28.1 28.17
10A - 20.glin 27 269 | 269 26.93
11A - 30.glin 28.6 | 28.5 | 285 28.53
12A - 30.gilin 30 29.7 | 29.9 29.87
13A - 30.gilin 30 29.2 | 295 29.57
13C - 30. giin

Embriyo ve amnion kesesi 263 | 261 266 2640
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G6PD ekpresyonunu gosteren, real-time PCR sonuglarinin ham verileri Tablo 9’ da

verilmigtir.

Tablo 9. G6PD Sonuglari

Ornekler Degerler

1A - 0.glin 249 | 247 24.1
2A - 0.gin 27 | 27 | 272
3A - 0.glin 25 24.9 24.8
4A - 14.giin 25.6 | 26.1 26.6
5A - 14.giin 28 28.1 279
6A - 14.giin 248 | 253 24.7
7A - 14.giin 24.9 25 24.8
8A - 20.glin 26.9 27 27.2
9A - 20.giin 26.7 | 26.8 27.1
10A - 20.gilin 24.7 25 24.1
11A - 30.glin 24.8 | 24.8 24.9
12A - 30.glin 25.6 | 255 25.2
13A - 30.glin 256 | 25.6 23.8
13C - 30. giin

Embriyo ve amnion kesesi 3 248 »
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Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen ACt degerine gore 20.giin ve
30.gilin gebelikleri arasinda istatistiksel olarak fark belirlendi. ACt verileri Tablo 10’

da gosterilmektedir.

Tablo 10. ACt Sonuglari

Ornekler ACt

1A - 0.gilin 3.10

2A - 0.glin 3.60 | 3.07 | 0.55
3A - 0.giin 2.50

4A - 14.giin 2.77

SA - 14.giin 0.83 ] 2.69 | 1.30
6A - 14.giin 3.63

7A - 14.giin 3.53

8A - 20.giin 1.70

9A - 20.giin 1.30 | 1.78 | 0.52
10A - 20.gilin 233

11A -30.glin 3.70

12A - 30.glin 4.43 - 423 | 047
13A - 30.glin 4.57

13C - 30. giin

Embriyo ve amnion kesesi tA7
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Ancak 2%4C' hesaplamalarina yani genlerin relatif ekspresyon degerleri
hesaplandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi goriildi (P

<0.0001). 224 verileri Tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. 244t Sonuglari

Ornekler AACt 2084Ct

1A - 0.gilin

2A - 0.giin

3A - 0.giin

4A - 14.glin -0.30 1.23

SA - 14.giin -2.23 4.70 1.83 1.93
6A - 14.giin 0.57 0.68

7A - 14.giin 0.47 0.72

8A - 20.giin -1.37 2.58

9A - 20.giin -1.77 3.40 2.55 | 0.87
10A - 20.gilin -0.73 1.66

11A -30.glin 0.63 0.64

12A - 30.glin 1.37 0.39 046 | 0.16
13A - 30.glin 1.50 0.35

13C - 30. giin

Embriyo ve amnion kesesi 160 03

Bu veriler grup bazinda incelendiginde, 20.giin gebelik grubuna ait ii¢ 6rnegin
ikisinde gen ekspresyonunun arttifi ve 30.glin gebelik grubunda ise gen
ekspresyonunun dnemli dlciide azaldig: dikkati cekmektedir. Istatistiksel olarak bir
fark tespit edilememesine ragmen 20.glin gebeliklerinde PAG1 ekspresyonunun sayica
arttigr goriilmektedir (P <0.0001). Elde edilen sonuglar ACt hesaplamasindaki

verilerle benzerlik gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Koyunlarda erken gebelik teshisi, isletmelerde yonetimin etkin yapilabilmesi
icin ¢cok 6nemlidir. Karliligin artirilabilir ve siirdiiriilebilir olmasinda kilit rol oynayan
erken gebelik teshisi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. RIA ile PAG ol¢limleri,
duyarhilik, 06zgilliik, dogruluk, pozitif ve negatif Ongérme degerleri gibi
Ozelliklerinden dolayi, diger yontemlerle kiyaslandiginda daha avantajlidir (Gonzalez

ve ark., 2004; Karen ve ark., 2006; Savela ve ark., 2009).

Bu amagla c¢alismada, koyunlarda erken gebelik teshisi i¢in degisik
antiserumlardan olusan 6 farkli RIA yontemi karsilastiriimistir. Bu yontemlerden RIA-
860 ve RIA-wbPool Barbato ve arkadaglar1 tarafindan ilk defa mandalarda gebelik
teshisi icin kullanilmigtir (Barbato ve ark., 2017). Calismanin sonuglarindan yola
cikilarak, bu iki RIA yontemi, koyunlarda erken gebelik teshisi ic¢in ilk kez bu

calismada degerlendirilmistir.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay), erken gebelik teshisi i¢in
siklikla tercih edilen yontemdir. PAG konsantrasyonu oOl¢iimiine dayali gebelik
teshisinde elde edilen sonuclar, koyunlarda en erken 30. giin (Silva Chaves ve ark.,
2017; Lamglait ve Rambaud, 2017), ke¢ilerde ise 21 giindiir (Shahin ve ark., 2013).
Barbary 1rk1 koyunlarda, ELISA ile kanda PAG"'m en erken, gebeligin 32. giinlinde
tespit edilebildigini belirtilmisdir (Lamglait ve Rambaud, 2017). Yapilan bu ¢alisma
Ozellikleri bakimindan, %100 duyarlilik, %95,8 6zgillik, %92,7 pozitif 6ngérme
degeri, % 100 negatif ongdrme degerlerine sahiptir. Calismamizda ise, RIA-780
yontemiyle gebeligin 17. giiniinde %30 duyarlilik, %59 6zgiilliikk; RIA-497 ve RIA-
860 harig, diger 4 RIA yonteminde, gebeligin 18. giinlinden itibaren yliksek duyarlilik
ve Ozglllik ile gebelik tanis1 yapilmistir. RIA ve ELISA ydntemleri
karsilastirildiginda en erken gebelik teshisinin RIA yontemiyle yapilabildigi ve
gebeligin 19. giiniinden itibaren RIA-780 yontemi ile %100 duyarlilik, %95,8
ozgillik,% 92,7 pozitif 6ngérme ve %100 negatif ongdrme degerinde sonuclara
sahiptir. Koyunlarda gebelik tanis1 i¢in ELISA yoOntemlerinde kullanilan boPAG
antiserumu, ¢alismamizda RIA-497 yonteminde kullanilmis fakat 6rneklerin alindig
stire zarfinda gebelik tanis1 yapilamamistir. Ancak boPAG antiserumu kullanilarak

koyunlarda gebelik tanisi1 sadece 1 ¢alismada c¢iftlesmeden sonraki 26. giinde (Ruder
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ve ark., 1988) yapilabilmistir. Bu bakimdan RIA yonteminin ELISA ydntemine gore
daha erken ve daha yiiksek giivenilirlikte sonuglar verecegi diisiiniilebilir. Ayrica
antiserum olarak ovPAG kullanilan ELISA yontemine iliskin bir ¢alisma heniiz

bildirilmemistir.

Zoli ve ark. (1990) tarafindan ilk kez izole edilen ovPAG, gebeligin 3.
haftasindan itibaren 4 ng/ml diizeyinde oldugu bildirilmistir (Ranilla ve ark., 1994).
Diger bir ¢aligmada ise, RIA-780 yonteminde ovP AGs7+s9kpa antiserumunu kullanarak
yaptiklar1 dl¢limde, ovPAG konsantrasyonunu gebeligin 25. giiniinde 6 ng/ml’den
yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Vandaele ve ark., 2005). Standart ve tracer olarak
yar1 saflastirilmis ovPAG kullanilan bir ¢alismada, antiserum olarak ovPAGs7+59kpa
tercih edilmistir. Bu sekilde yapilan RIA ydnteminde kan 6rneginden gebeligin 18.
giiniinde, siit 6rneginden gebeligin 25. giiniinde gebelik teshisinin yapilabildigi
bildirilmistir (E1 Amiri ve ark., 2007; El Amiri ve ark., 2015). Calismamizda ise
standart ve tracer olarak boPAGs7, antiserum olarak da ovPAGs7+s9 kullanilarak
RIA780 yontemiyle gebelik teshisi yapilmistir. Gebeligin 17. giiniinde %70, 18.
giiniinde %385 ve 19. giinlinden itibaren de %100 dogrulukta gebelik teshisi yapilmistir.
Sonuglardaki benzerlikten dolayr antiserum olarak ovPAGs7+s9 kullanilmasinin

koyunlarda erken gebelik teshisi i¢in en elverisli yontem oldugu goériilmiistiir.

Koyunlarda gebelik tanis1 i¢in RIA kullaniminda farkli heterolog anti-caprine
PAG antiserumlar1 degerlendirilmistir (Barbato ve ark., 2009; Gonzalez ve ark., 1999;
Karen ve ark., 2003a; Karen ve ark., 2003b; Ledezma-Torres ve ark., 2006). Anti-
caprinePAG antiserumlar1 kullanilarak yapilmis RIA ¢alismalarinda gebelik teshisi en
erken gebeligin 22. giiniinde (Karen ve ark., 2003a), 24. giiniinde (Karen ve ark.,
2003b), 3. haftasinda (Ledezma-Torres ve ark., 2006) yapilirken, Barbato ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada, gebeligin 18. giiniinde %60,5 dogrulukta, gebeligin
24. giinliinde ise %100 dogrulukta (Barbato ve ark., 2009) tespit edilebildigi
bildirilmigtir. Calismamizda ise RIA-706 yontemiyle gebelik teshisi gebeligin 17.
giiniinde %65, 18. giiniinde %75 ve diger giinlerde %100 dogrulukta tespit edildigi
ortaya konmustur. Bu sonuglara gore RIA-706 yonteminde heterolog anti-
caPAGss+e2kpa  antiserumu  kullanilmasinin  daha yiiksek hassasiyet sagladig

distiniilmektedir.
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Mandalardan PAG izolasyonu ve saflagtirllmast ilk olarak Barbato ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Elde edilen wbPAG antiserumlar1 mandalarin
gebelik teshisi i¢in kullanilmistir (Barbato ve ark., 2008; Barbato ve ark., 2013;
Barbato ve ark., 2017). Calismamizda ise mandalardan elde edilmis wbPAG
antiserumlar1 koyunlarda gebelik teshisi i¢in ilk defa kullanilmistir. RIA-860 ve RIA-
wbPool yontemlerinde homolog ve heterolog wbPAG antiserumlar kullanilmistir.
Koyunlarda gebelik teshisi i¢in RIA-wbPool yonteminin RIA-860 yonteminden daha
yiiksek duyarliliga sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sonuca gore koyunlarda gebelik
teshisi i¢cin RIA-wbPool yonteminin RIA-860 yontemine gore daha elverisli oldugu

distiniilmektedir.

RIA-srPool yontemi ilk olarak Barbato ve arkadaglari tarafindan koyunlarda
gebelik teshisi i¢in kullanilmigtir. Gebeligin 18. giiniinden itibaren %95,3 duyarlilikta
gebelik teshisinin yapilabildigi bildirilmistir (Barbato ve ark., 2009). Calismamizda
kullanilan srPool antiserumlarinin da benzer sonug vermis olmasi, gebelik teshisi i¢in

oldukga elverigli bir yontem olabilecegini diisiindiirtmektedir.

Koyunlarda gebelik teshisi icin RIA-497 yontemi kullanilmig ve gebelik teshisi
en erken gebeligin 26. giinlinde tespit edilebildigi bildirilmistir (Ruder ve ark., 1988).
Calismamizda ise gebeligin 20. giinline kadar kan Ornekleri alinmis olup, bu
orneklerden gebelik teshisi yapilamamaistir. Bu nedenle, koyunlarda gebelik teshisi i¢in
RIA-497 yonteminin kullanilmasi, gebeligin 26. giliniinden 6nce uygun olmadigi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak, RIA780, RIA706, RIA-srPool ve RIA-wbPool yontemlerinin
koyunlarda gebelik teshisi i¢in tercih edilebilecegi ortaya ¢ikmistir. Koyunlarda erken
gebelik teshisinde sonuglar acisindan daha fazla 6zgiilliik ve dogruluk i¢in daha ¢esitli
kiiciik ruminant antiserumlarinin kullanildigt RIA yontemlerinin gelistirilmesinin
gerekliligi diisliniilmektedir. Gebelik donemlerine gore farkli PAG transkriptlerinin
protein tiretiminden sorumlu oldugu belirtildiginden, sadece erken gebelik doneminde
iiretilen PAG proteinleri kullanilarak erken gebelik teshisi yapilmasinin uygun

olabilecegi tarafimizca spekiile edilmektedir.

Doku oOrneklerinden izole edilmis total RNA konsantrasyonunun real-time

PCR ile ol¢iimlerinin sonucunda giinler arasinda istatistiksel agidan anlaml
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farkliliklarin  goriilmedigi ortaya cikmistir. Ancak gruplar ve relatif ekspresyon
degerleri bireysel olarak incelendiginde, 20.giinde artan PAG ekspresyonu dikkati
cekmektedir. Bu sonuglar, 17.glinde anlamli derecede bulunan PAG degerlerini
desteklemektedir. Ancak PAG ekspresyonunun 30.giinde degisikliginin tespit
edilememesi, yapilan arastirmalarda farkli donemlerde farkli PAG ekspresyonlarindan
kaynakli olabilecegini akla getirmektedir (Xie ve ark., 1997; Klisch ve ark., 2005;
Wallace ve ark., 2015).

PAGTI kotiledon koryonunda ve interkotiledoner bdlgede bulunan biniikleik
hiicrelerden salgilandigi belirtilmistir (Touzard ve ark., 2013). Asim sonras1 0. glinde
alman doku oOrneklerinde, PAGI1 ekspresyonunun belirlenmis olmasi, PAGI1
ekspresyonu i¢cin mRNA iretiminin gerceklestigi, fakat PAGI proteininin
translasyonu  asamasinda farkli bir kontrol ~mekanizmasi olabilecegini
diistindiirtmektedir. Protein  translasyonu =~ mekanizmasinin  kontroliinde
microRNA’larin rol oynadigi bilinmektedir (Pillai ve ark., 2007). PAGI glikoproteini
translasyonu kontroliinde microRNA rol oynayip oynamadiginin ortaya konmasi ve
protein translasyonu mekanizmasinin ortaya cikarilmasi i¢in doku Orneklerinden

western blot ¢aligmalarinin yapilmasina ihtiyag¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Koyunlarda gebelik tanist amacli biyoteknolojik araglardan yararlanim giin
gectikce artmaktadir. RIA gibi ¢ok hassas dl¢limlere dayali teknikler, sahada pratik
olmamasina karsin uygun laboratuvar imkanlar1 dahilinde iilkemiz adina ¢ok elverisli
yontemler haline gelebilir. RIA uygulamalarini daha da hassaslastirmak i¢in real-time
PCR yoOntemleri yardimiyla izolasyon ve identifikasyon c¢aligmalarindan
faydalanilabilir. Bu amagla, gebeligin hangi evrelerinde gebelik teshisi yapilmak
isteniyorsa o doneme ait PAG molekiilleri izole ve identifiye edilerek RIA
sistemlerinde antiserum olarak kullanilamasi, RIA sisteminin hassasiyetini
artirabilecegi diisiiniilmektedir. izolasyon ve identifikasyon calismalar ile gebelik
zamanindan kaynakli hassasiyet degisimi gibi, tiir ve wrk kaynakli hassasiyet

degisimleri de ortadan kaldirilabilir.
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8. EKLER

EK1 —2017 — 3/03 karar numaral1 ve 21.02.2017 tarihli U.U. Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Onay1

EK2 - DDP(V)-2017/5 numarali proje i¢in U.U. Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyon Karari1 (Oturum tarihi: 14.02.2018; Oturum sayisi: 2018-1)
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9, TESEKKUR

Ogrenimim siirecinde biiyiik bir titizlik ve sabirla, basta tez calismam olmak
tizere her konuda hem bilimsel hem de manevi destegi ve katkilarindan dolay1 degerli
hocam, tez danismanim sayin Prof. Dr. R. Gézde Ozalp’e, RIA galismalarim boyunca
deneyimlerini bana sunan ikinci danismanim saymn Dr. Olimpia Barbato’ ya, Real-
Time PCR caligmalarimdaki katki ve yardimlarindan dolay1 Dr. Gabriella Guelfi ve
asistan1 Dr. Anna Beatrice Casano’ya, tez ¢aligmam boyunca tez izleme komitemde
bulunarak akademik tecriibeleriyle benden yardimlarini esirgemeyen sayin Dog. Dr.
Giilnaz Yilmazbas-Mecitoglu’na, hem tez izleme komitemde bulunarak bana yol
gosteren hem de istatistik ¢alismalarimda benimle bilgilerini paylasan sayin Dr.
Ogretim Uyesi Duygu Udum’a, istatistik ¢alismalarimda bana teknik destek saglamus
olan sayin Dr. Laura Menchetti’ye ve ayrica bilimsel desteklerinden dolay: sayin Prof.
Dr. Ali Rigvanli’ya ve son olarak ta DDP(V)-2017/5 numarali doktora projem igin
finans destegi saglamis olan Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

birimine tesekkiirlerimi arz ederim.
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10. OZGECMIS

Burdur 1985 dogumluyum. Ilk, orta ve lise Ogrenimimi Burdur’da
tamamladim. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi'ne 2004 yilinda girmeye hak
kazandim. Yiiksek lisans 6grenimimi 2010 yili eyliil ayinda tamamlayip, 2015 yili
subat ayinda U. U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner-Dogum ve Jinekoloji doktora
programina basladim. Doktora 6§renimim siirecinde 2 adet yurt dis1 bilimsel makalede
yer aldim. Biri U. U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen
(Doktora tezi projesi), digeri TUBITAK tarafindan desteklenen (COST projesi) iki

arastirma projesinde gorev aldim.
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EK-1

1L
ULUDAG UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU (HADYEK)

Sayi- B.30.2.ULU.0.87.00.00/ { @ 21.02.2017

Konu: Arastirma Projeniz

Sayin Dog. Dr. R. Gézde OZALP

Yiiriitiiciisti oldugunuz “RIA yontemiyle Kanda ovPAG Olgiimiine Dayali Koyunlarda
Lrken Gebelik Teghisi™ isimli ¢alismaniz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
21.02.2017 1arihli toplantisinda goriisiilmils olup kurul karan ekte sunulmustur. Bilgilerinizi
ve geregini rica ederim.

HADYEK Baskani



ahmet.yavuz.vet@gmail.com
Typewritten text
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i EK-2

ULUDAG UNIVERSITESH
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOMISYON TOPLANTISI

OTURUM TARIHI OTURUM SAYISI

14 Subat 2018 2018-1

KARAR 24- Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen yiirliticiiliigiini
Do¢.Dr.Gozde OZALP’in yaptifn Veteriner Fakiiltesi'nin DDP(V)-2017/5 numarah “RIA
Yontemiyle Kanda Gebelikle Iligkili Glikoprotein (Ovine Pregnancy Associated Glycoproteins,
ovPAG) Olgtimiine Dayali Koyunlarda Frken Gebelik Teshisi” konulu Doktora Destek Projesinin
tamamlandigina dair hazirlanan rapor ile ilgili Dog.Dr.Gozde OZALP’in 23.01.2018 tarihli yazist
ve eki bilgiye sunuldu,

Gorlismeler sonunda; Doktora Destek Projesinin  tamamlanmis olmasindan  dolay:
kapatilmasimn uygunluguna oy birligi ile karar verildi.
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