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1. OZETLER

Koyunlarda embriyonal donemde malondialdehit, siiperoksit dismutaz ve

glutatyon peroksidaz’in uterus ekotekstiirii iizerine etkisinin arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ali Ekber TEKDAL
Damismani: Prof. Dr. ibrahim KUCUKASLAN

Anabilim Dal: Veteriner Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali
1.1. Tiirkce Ozet

Amag: Sunulan ¢alisma, koyunlarda embriyonal donemde, oksidatif stresin
embriyonik gelisim iizerine etkilerinin ve uterus ekotekstiirii ile iliskisinin

aragtirtlmasi amaciyla yapildi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 32 Zom koyunu kullanildi. Tohumlamalar sonrasi 0.,
8., 12., 16., 20., 24., 28. ve 32. giinlerde serum progesteron (P4), malondialdehit
(MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) seviyelerinin
belirlenmesi amaciyla kan alindi. Ayni giinlerde ekotekstiir analizleri i¢in uterusun
ultrasonografik goriintiileri alindi. Hayvanlar Grup I (n=16): gebe ve Grup II (n=16):
gebe degil olarak iki gruba ayrildi.

Bulgular: Gruplar arasinda entropi (ENT) degerleri karsilastirildiginda GI’de 28. ve
32. giinlerdeki degerler GII'ye gore yiliksek bulunmustur (P<0,05). Homojenite
(HOM), SOD ve GPx degerlerinin gruplar arasindaki degisimi incelendiginde
herhangi bir fark bulunmamistir. Kontrast (CON) degerleri incelendiginde
tohumlama giinlinde GI’deki degerlerin GII’ye gore diisiik oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Ortalama gri deger (MGL) incelendiginde, tohumlama giinii ve embriyonik
donemin sonunda GI degerleri GII’ye gore yiiksek bulunmustur (P<0,05). GI'de,
GPx ve MDA degerleri ekotekstiir parametreleri ile giiclii korelasyonlar gosterirken,
GII’de ise GPx, MDA ve SOD degerleri ile ekotekstiir parametreleri arasinda dnemli
bir korelasyon saptanmamustir. Grup I’de CON ve GPx arasinda negatif yonlii giiglii

bir korelasyon (r=-0,750; P=0,032) saptanmistir. Ekotekstlir ve oksidatif stres



parametreleri arasinda en giiclii korelasyon, GI’de ENT ve MDA degerleri arasinda

tespit edilmistir (r=-0,829; P=0,011).

Sonug: Elde edilen sonuglara gore, gebe koyunlarda embriyonal donemde MDA ve
GPx’in ekotekstiir parametreleri ile giiclii korelasyonlar gosterdigi ortaya ¢ikmistir.
Gebe koyunlarda ekotekstiir analizleriyle oksidatif stresin tespit edilebilecegi ve
boylece embriyonal donemin takibinde yardimci bir yontem olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Oksidatif stres, ekotekstiir, gebelik, koyun



Investigation of the effect of malondialdehyde, superoxide dismutase and
glutathione peroxidase on uterine echotexture during the embryonic period in
sheep

Student’s Surname and Name: TEKDAL Ali Ekber

Adviser of Thesis: Prof. Dr. ibrahim KUCUKASLAN

Department: Veterinary Department of Obstetrics and Gynecology

1.2. Abstract

Aim: The present study was carried out to observe the effects of oxidative stress on
embryonic development in the embryonal period of pregnancy in sheep and to

investigate its relationship with uterine echotexture.

Material and Method: Thirty two Zom sheep were used in the study. Determination
of serum progesterone (P4), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GPx) levels on days 0, 8, 12, 16, 20, 24, 28 and 32 after
insemination blood was taken for the purpose. On the same days, ultrasonographic
images of the uterus were taken for echotexture analysis. Animals were divided into

two groups as Group I (n=16): pregnant and Group II (n=16): non pregnant.

Results: When the entropy (ENT) values between the groups were compared, the GI
values on the 28™ and 32" days were higher than the GII (P<0.05). When the
variation of HOM, SOD and GPx values between the groups was examined, no
difference was found. When contrast (CON) values were examined, it was
determined that the values in GI on the day of insemination (Day 0) were lower than
GII (P<0.05). When mean gray level (MGL) values were examined, GI values were
found to be higher than GII on the day of insemination and at the end of the
embryonic period (P<0.05). While in GI, GPx and MDA values showed strong
correlations with echotexture parameters, no significant correlation was found
between GPx, MDA and SOD values and echotexture parameters in GII. A strong
negative correlation (r=-0.750; P=0.032) was found between CON and GPx in Group
I. The strongest correlation between echotexture parameters and oxidative stress

parameters was found between ENT and MDA values in GI (r=-0.829; P=0.011).



Conclusion: According to the results obtained, it was revealed that MDA and GPx
showed strong correlations with echotexture parameters in the embryonal period in
pregnant sheep. It is thought that oxidative stress can be detected by echotexture
analyses in pregnant sheep and thus can be used as an auxiliary method in the follow-

up of the embryonal period.

Key Words: Oxidative stres, echotexture, pregnancy, sheep



2. GIRIS ve AMAC

Kiiglikbas hayvancilik hem kiiltiiriin bir pargasi hem de bir {iretim sektori
olarak geg¢misten giiniimiize lilkemizde geleneksel yontemlerle yapilmaktadir. Bu
tiretim sektorii temel olarak beslenme ve giyim ihtiyaglarinin karsilanmasi gibi
gorevleri iistlenmis olsa da giiniimiizde beslenmede hayvansal kaynakli protein
kaynagi, hayvancilik sektoriindeki is giiciiniin degerlendirilmesi ve sanayide
kullanilacak hammadde temini acisindan Onemli bir alt sektér olarak
degerlendirilmektedir. Kiiciikkbas hayvan yetitiriciligi, kirsal bolgelerdeki en dnemli
gelir kaynaklarindan biridir. Bu nedenle kii¢iikbas hayvanlarin saglikli bir sekilde
tiremesi ¢ok 6nemli olup, gebelik doneminde serbest radikallerin asir1 iiretimi sonucu
meydana gelen oksidatif stres, gebeligin tiim siire¢lerinde olumsuz bir etki ortaya

cikarmaktadir.

Gebelik siiresince tiim dokular 6zellikle de plasenta ve fetiis yiiksek diizeyde
oksijene ihtiya¢ duyar. Reaktif oksijen tiirleri, anne ve fetiis tarafindan tiretilerek
hiicresel boliinme, farklilasma ve olgunlasmada etkili rol oynarlar. Oksidatif stres ve
oksidan bilesikler, ROS iiretiminin antioksidan savunmay1 astig1 durumlarda ortaya
cikar. Eger asir1 ROS iiretimi antioksidanlar gibi etmenlerle dengelenmezse, hiicresel
yapilarda bozulma ve buna bagli olarak da anne ve fetiiste zararli etkiler
olusabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri konsantrasyonu; embriyo gelisimi,
implantasyon, uterus enfeksiyonlarina kars1 fetal savunma, steroidogenezis, gebeligin
saglikli ilerlemesi ve dogum i¢in gereklidir. Asir1 ROS {retimi; plasental
dejenerasyon, fetal biiylimede gecikme, erken dogum, feto-maternal gecislerde
degisimler ve gebeligin sonlanmasina neden olabilir (1). Gebelik, baslica
Stiperoksit(O2") olmak iizere, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin tiretildigi ve plasental

mitokondriyal aktivitenin artisiyla birlikte oksidatif stresin de arttig1 bir durumdur

Q).

Reaktif oksijen tiirlerinin fizyolojik seviyeleri ve onlarin antioksidanlar
tarafindan kontrol altinda tutulmasi olduk¢a Onemlidir. Fizyolojik sartlarda ROS
iiriinlerinin reprodiiktif agidan bakildiginda cesitli faydalar1 vardir. Ornegin;

folikiilogenezisde, oosit maturasyonunda, korpus liiteum (KL) ve uterus



fonksiyonlarinda, embriyogenezisde, embriyonik implantasyon ve fetdplasental

gelisimde cesitli sinyal iletim mekanizmalarinda diizenleyici rol oynarlar (3).

Tanisal ultrasonografi alanindaki gelismeler; goriintiileme alanindaki teknolojik
ilerlemeyle paralel seyretmektedir. Ultrasonografik B-mod resimlerdeki organa ait
anatomik ve yerel detaylar insan gozii ile tanimlanamayacak ve ¢oziimlenemeyecek
kadar zordur ve bu ‘“ultrasonografik tekstlir” olarak tanimlanmaktadir.
Ultrasonografik goriintiilerde degerlendirilen bolgeler igin piksellerin yapist ve
dagilimimin incelenmesi ile ekotekstlir analizleri gerceklestirilir. Ekran iizerinde
goriintli olusturan ve ekranin ¢oziiniirliigline gore degisen en kiigiik ekran elementi
piksel olarak adlandirilir ve ekotekstiir analizinde incelenen bdlgedeki piksellerin
yap1 ve dagilimlar1 degerlendirilmektedir. Ekotekstiir, incelenen alandaki piksellerin
rengi, kontrastt ve homojenitesine bagli olarak tanimlanmaktadir. B-mod
ultrasonografik goriintiide, tanimlanan tekstliriin nicel olarak degerlendirilmesi

amaciyla bilgisayar destekli goriintli analiz yontemleri gelistirilmistir (4).

Ekotekstiir analizlerinde kullanilan gri deger araligi 0-255 arasindaki sayisal
degerlerdir. Bu degerlerden 0 tam siyah kabul edilirken, 255 ise tam beyaz olarak
kabul edilir. Dokunun histolojik yapisina bagli olarak bu deger degiskenlik gosterir
(5). Bu analiz i¢in B-mod ultrasonografik goriintiilerde 6nce dokunun ultrasonografik
goriintiisii lizerinde 4 (dort) adet alan (ROI: Region of Interest) belirlenir. Ardindan
belirlenen ROI alanlarinda ekotekstiir parametreleri olan ortalama gri deger, kontrast,
homojenite vb. incelenir. Bu degerlerin elde edilmesinde matematiksel formiiller

kullanilmaktadir (6).

Canl1 hayvanlarda reprodiiktif durumun tanimlanmasini kolaylastirmak amaciyla
yukarida tanimlanan ekotekstiir analizleri Veteriner Dogum ve Jinekoloji alaninda
uzun yillardir yapilmaktadir. Ornegin; KL’un fonksiyonunun belirlenmesi (7, 8),

subklinik endometritis tanisi (9) vb. ¢alismalarda bu analizlerden faydalanilmistir.

Sunulan tez calismasmnin amaci; gebelik siirecinde oksidatif stresin
belirteclerinden olan malondialdehit, siiperoksit dizmutaz ve glutatyon peroksidazin
embriyonik gelisim siirecindeki degisimini gozlemlemek ve uterus ekotekstiirii ile

iliskilerini ortaya ¢ikarmaktir.



3. GENEL BILGILER

3.1. Koyunlarda Gebelik ve Embriyonik Gelisim

Koyunlarda gebelik ili¢ ana donem altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki
fertilizasyon sonrasi gebeligin anne tarafindan tanindigi 12-17. giinlere kadar olan
donemi kapsayan blastogenezis donemi, ikincisi kabul sonrasi farklilasma ve organ
gelisimini iceren 32-34. giine kadar olan embriyonal dénem ve ii¢linciisli embriyonik

dénem sonundan doguma (150. giin) kadar gecen siireyi igeren fetal donemdir (10).

Oosit ve spermatozoonun, oviduktun ampulla bolgesinde birleserek zigotu
olusturmasina fertilizasyon denir. Fertilizasyonun son asamasinda singami denilen
disi ve erkek proniikleuslarinin birlesmesi sekillenir. Singamiyi takiben
embriyogenezis asamasi baglar. Embriyonal doénem organizmanin gelisimi ve
yasamini siirdiirmesi i¢in en kritik donemdir. Bu donemde embriyo oksidatif hasara
ve teratojenlere karst olduk¢a duyarhidir. Koyunlarda embriyonal donem,
blastogenezis asamasindan gebeligin 34. giinline kadar olan siirectir. Bu donem;
embriyonun uterus duvarina tutunmasi ve ekstra embriyonik membranlarin olugsmasi
ile organ ve dokularin olusumuna kadarki gecen siirec seklinde de ifade
edilebilmektedir. Singami sonrasinda zigot, mitotik béliinmelere ugrar. Ilk olarak iki
blastomerli embriyo halini alir. Koyunlarda 24 saatte iki hiicreli, 1-3 giinde dort
hiicreli ve 3-5 giinde sekiz hiicreli ve ardindan onalt1 hiicreli (morula) bir sekil alir.
Blastomerler siki bir zar olan zona pelusida igerisinde boliinmeler gegirdiginden
dolayr hacimce artis olusmamaktadir. Hiicrelerin sayist artarken hacimleri
azalmaktadir. Embriyo, 8-16 hiicreli asamada iken uterusa ulasir ve sonrasinda
blastosist asamasina gecer. Blastosistin merkezinde zamanla bir bosluk meydana
gelir ve blastosel olarak adlandirilir. Bu asamada zona pelusida yirtilir, bu olaya
hatching denir ve gebeligin 7-8. giiniine denk gelir ve 11-16. giinler arasinda embriyo

uzayarak ig seklini alir (10).

Zona pelusidadan ¢ikis; blastosistin biiylimesi, uterus veya embriyodan kaynakli
proteaz salgilar1 araciligiyla enzimatik erime ve hatching sirasindaki yirtilma ile

basarilir. Koyun embriyolari, fertilizasyon sonrasinda 3-4. giinlerde uterusa girer.



1-10. giinler arasinda kiire formunda iken, 12-14. giinlerde uzama gergeklesir ve
filament6z forma doniisilir. 12. glinde 12 cm uzunlukta iken 14. giine kadar 25 cm
uzunluga ulasir. Blastosistin uzamasi, interferon tau’nun iiretilmesi ve implantasyon
icin gereklidir (11,12). Ciftlesme sonrasi 14. giinde filamentéz konseptus uterus
liimeninde hareketsiz hale gelir. Uzayan blastosist endometriyal epitelle yakin
temasmi siirdiiriir.  Koyun konseptuslarinda (embriyo/fetiis ve iligkili ekstra
embriyonal keseler) 13-15. giinler arasinda bu ilk karsilasma ve temas safhasinda

trofoektodermi kaplayan apikal yilizey mikro villuslarinda bir azalma olusur (13).

Ekstra embriyonik keselerin endometriyuma baglanmasina implantasyon denir.
Bu baglanma olay1, embriyonik trofoblast ve maternal endometriyum epiteli arasinda
hatched blastosist asamasinda olusur. Implantasyonun gerceklesebilmesi icin
trofoektoderm ile uterusun luminal epitelinin etkilesime girmesi gerekmektedir. Bu
siiregte endometriyumda sitokin, adezyon molekiilleri ve endometriyumdan
sentezlenen ¢esitli proteinlerin  miktarlarinda  degisimler gerceklesir. Bu
degisikliklere bagl olarak embriyo ¢evresindeki ekstra embriyonik zarlar araciligiyla
uterus mukozasina baglanir (14,15,16). Yiizeysel implantasyon ve plasentasyon
gebeligin 15-16. giinlerinde baslar ve 50-60. gilinlere kadar tamamlanir (17,18).
Blastosistin implantasyonu ve uterusa tutunmasi bes asamali bir seyir izler. {1k olarak
embriyo zona pelusidadan disar1 ¢ikar (hatching). Ikinci asamada blastosist ile
endometriyum arasinda bir karsilasma olur ve uygun tutunma pozisyonuna gecilir.
Ucgiincii asamada trofoektoderm endometriyum iizerine genis bir sekilde temas eder.
Dordiincli asamada iki yapr birbirine tam olarak yapisir ve karsilikli uzantilarla
sabitlenerek hareketsizlesirler ve besinci sathada ise endometriyal fiizyonla
implantasyon tamamlanir (19,20,21). Ruminantlarda 15-18. giinlerde trofoblast
hiicreleri uterus bezlerinin yiizeysel kanallarina papillar tarzda tutunur (22,23). Kisa
stireli var olan ve 20. giinden sonra kaybolan bu mikro villuslar ve papillar uzantilar,
uterus bezlerinden histotrof besin maddelerini absorbe etmeyi saglayarak
embriyonun implantasyon Oncesi yasamini siirdiirmesini saglamaktadir (22).
Onaltinci giinde trofoblast endometriyal liimen epiteline sikica baglanmaya baglar ve
22. giinden sonra bu baglanma tamamlanir. Implantasyon siiresince endometriyal
epitelle hiicresel temas kuran mononiikleer trofoektoderm boélgelerinde interferon

tau’nun tretimi durur (13).



Implantasyon tiim tiirlerde karsilikli olarak blastosistik trofoblast ile uterus
epitelinin apikal plazma membranlarinin birbirine tutunmasiyla gerceklesmektedir.
Implantasyon sirasinda ve endometriyal epitel invazyon sonrasinda blastosistin
embriyonik kutbundaki trofoblast hiicreleri c¢ogalarak ¢ift katmanli bir dizi
olustururlar. I¢ tabakadaki hiicreler tek cekirdekli (MNC) olup sitotrofoblast olarak
adlandirilirlar, bu hiicrelerin ¢ogalmasi ve sonrasinda kaynasmasi ile sinsityal dis
tabaka olan ¢ift ¢ekirdekli (BNC) sinsityotrofoblast olusur ve bu tabaka maternal
doku ile direkt temas halindedir (24).

Koyun konseptuslarinda BNC ilk olarak 14. giinde goriiniir ve BNC’yi olusturan
olay; MNC’de meydana gelen sitoplazma ayrilmasi olmaksizin gergeklesen c¢ekirdek
boliinmesidir. 16-20. giinler arasinda endometriyal luminal epitelyum sinsityal
plaklara doniisiir. Devam eden hiicresel flizyonlar sonrasi 24. giline kadar
karunkiilleri kaplayan ¢ok hiicreli sinsityal plaklar olusur. Bu bolgede trofoektoderm
ile endometriyumun bazal laminasi arasinda 25. giin civarinda tam birlesme meydana
gelecek ve daha sonrasinda bu bdlge plasentasyonun gerceklestigi yer olacaktir
(Sekil 1). Cift cekirdekli sinsityotrofoblastlarin iki temel islevi vardir. Bunlar;
basarili bir implantasyon i¢in feto-maternal sinsityalar1 olusturmak ve steroid
hormonlar (CSH1/ Plasental Laktojen, P4) ile proteinlerin (PAGs) sentezlenmesini
ve salgilanmasin1 saglamaktadir. Plasental laktojen, prolaktin reseptorlerine
baglanarak gebelik siiresince uterus bezlerinin biiyiime ve farklilasma

fonksiyonlarini diizenler (12).
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Sekil 1. Koyunlarda blastosistin implantasyon asamalar1 (20)



Desidual hiicreler; hormonal etkiler ve mekanik uyarimlar sonucunda
endometriyumda stromal hiicrelerin boliinmesi ve biiylimesi ile olusmaktadir (25).
Implantasyon siiresince desidual makrofajlar gelisen embriyonun invazyonu igin

kritik Gneme sahip olan apoptozisin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptirler (26).

Normal plasental trofoblast apoptozis, oksidatif stres ve hipoksi tarafindan
baslatilabilir. Koyun ve insanlarda bu durum erken embriyonik ve plasental gelisim,
bliylime ve en azindan implantasyon oncesi anjiyogenezisin diizenlenmesi yoluyla
kismen de olsa gereklidir (27). Desidual makrofajlar tiimor nekroz faktor-o (TNF-a),

ve Oz yoluyla intrauterin enfeksiyonlara kars: fetiisii korumaktadir (28).

Gebelik esnasinda uterusta olusan fizyolojik degisiklikler; endometriyal
proliferasyon,  hiperemi,  vaskiilarizasyon,  genisleme ve  miyometriyal
kontraksiyonlarin  durdurulmasidir. Zigotun, uterusa implantasyonuna zemin
hazirlamak i¢in P4 etkisiyle endometriyal proliferasyon olusmakta ve embriyo i¢in

gerekli olan besin maddelerinin iletilmesi i¢in hiperemi sekillenmektedir.

Plasenta, anne ile yavru arasinda hormonal ve metabolik iliskiyi saglamakta olup
koryon ile uterus mukozasimin kaynasmasi sonucunda olugan ekstra embriyonik bir
dokudur. Anne ile yavru arasinda bir bariyer gorevi goriir. Plasenta ¢ok sayida peptit
ve steroid hormon salgilayan otokrin, parakrin ve endokrin bir organdir. Plasenta
tarafindan salgilanan hormonlar konseptus gelisimi ve fizyolojik olarak annenin yeni
duruma adaptasyonuna destek olur (29). Koyunlarda plasentadan salinan
hormonlarin en 6nemlileri P4, Ostrojen ve plasental laktojendir. Yiiksek diizeyde
salgilanan P4 koyunlarda gebeligin 55-70. giinleri arasinda KL’ un uzaklastirilmasina
ragmen gebeligin devami i¢in yeterli olmaktadir (30). Ruminantlarda villi
koriyalisler belirli noktalarda topluluk halinde yerlesim gostermektedirler ve
kotiledon olarak tanimlanmaktadirlar. Cift ¢ekirdekli trofoblastik hiicreler ile uterus
epitel hiicrelerinin kaynasmasi sonucunda fetomaternal sinsityum sekillenmesi

nedeniyle ruminant plasentasi sindesmokoryal plasenta olarak tanimlanir (31).

Ruminantlarda koryon ile uterus mukozasi arasindaki iliski yiizeyseldir ve
desidua sekillenmez. Ancak koyun ve kegilerde, uterus epitelinde yer yer erimeler

sekillenerek koryon villuslari ile uterus bagdokusu kars1 karsiya gelmektedir ve bu
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Ozelligi nedeniyle desiduata ve adesiduata tipi plasentalar arasinda yer alan
intermedia tip plasentadan s6z edilebilir. Bu tip plasenta sindesmo-koryal plasenta
olarak tanimlanmaktadir (32). Bu plasentasyon seklinde, aminoasitler ve glikoz gibi
mikrobesinler ile gazlarin, konseptus-maternal degisimini saglayan plasentomlari
olusturmak i¢in endometriyal karunkulalar ile plasental kotiledonlarin gelisimi ve
fiizyon seklinde birlesmesi s6z konusudur (19). Ruminantlarin endometriyumunda,
hem glandiiler 6zellikte olan inter karunkiiler alanlar hem de aglandiiler 6zellikteki
karunkuler alanlar vardir. Koyunlarda ¢aplar1 10-50 mm arasinda olan 80—100 adet
plasentom bulunur. Plasentomlarin azami sayis1 tiire sipesifiktir (30). Koyun
plasentomlarinda diger ruminantlardan farkli olarak fetomaternal alanlarda biiyiik
graniiler lenfositler de bulunmaktadirlar (33). Plasenta distan ice dogru koryon,
allantois ve amniyon’dur. Bu zarlarin disinda embriyonik bir kalint1 olan yolk sac
kesesi de vardir. Bu kese, gebeligin ilerlemesiyle birlikte zamanla kendiliginden

kaybolur (10).

Major Histocompatility Complex [ (MHC-I) antijenleri fare, insan ve
ruminatlarda sinsisyotrophoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilmezler (34).
Koyunlarda ise bu antijen hem trofoblastik hem de fetomaternal sinsityal hiicreler
tarafindan salgilanmazlar. Interplasentomal endometriyum hiicreleri ve karunkiiler
stromal hiicreler ise MHC-I salgilarlar (35). Plasental tasinma ruminantlarda diger
tiirlere benzemekle birlikte biiyiik molekiillii immiinoglobulinlerin anneden yavruya
gecisi olmadigr i¢in yeni dogan geng¢ ruminantlar antikor sirkiilasyonu olmaksizin

dogmaktadirlar (32).

Plasenta olusumunu takiben artan damarlasma ile fetlis ve anne arasindaki
degisimler karunkula-kotiledon diizeyinde olmaktadir. Biiylikk ruminantlarda
endometriyumda mukoza kabarcig1 tarzinda olan karunkulalar gebeligin 5. ayindan
sonra palpasyonla hissedilebilir. Gebe olmayan kornuda da kotiledoner hipertrofi
gbzlenebilir. Ancak gebe kornudaki kadar biiyiikliige ulagsmaz. Plasenta, koryonun
villi koryalisleri ile bu kariinkulalara baglanir. Kiiciik vezikiil tarzindaki amniyon ve
allantois keseleri, gebeligin ilerlemesiyle yapilarinda 10-20 litre kadar sivi
bulunduran keseler haline gelirler. Uterus bu tiir degisimlere incelme ve genisleme

seklinde adapte olur (10).
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Uterusta gebeligin sekillendigi kornuda, gebelikle iliskili degisiklikler daha
erken baglamaktadir. Uterusun kan akisi koyunlarda agim sonrasi 11. giinden 30.
giine dogru yaklasik 4 ila 6 kat artis gostermektedir. Kan akimindaki bu artis;
konseptusun karunkuler damarlasma iizerine etki etmesi kaynakli sekillenmektedir.
Mikrovaskiiler yogunluktaki bu artisin, gebe kornuda daha erken donemde
gerceklestigi belirlenmistir. Erken gebelik doneminde endometriyumdan salinan
anjigenik faktorlere bagli olarak uterus limeninde bu faktorlerin miktar1 artmakta,
blastosist kaynakli dstrojen iiretimi de artmaktadir. Salinan bu Ostrojenler anjionik
faktorlerin liretimini diizenleyerek kan akisinin ve uterus biiylimesinin kontroliinde

gorev alir (36).

3.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, viicutta prooksidanlar ile antioksidanlar arasindaki fizyolojik
dengenin prooksidanlar lehine bozulmasi durumudur. Prooksidanlarin kaynagi
serbest radikallerdir. Serbest radikaller en az bir eksik elektrona sahip reaktif
ajanlardir. Bu radikaller hiicrede herhangi bir aerobik siirecte olusabilirler. Hiicrelerle
temas ederek serbest elektrondan kurtulmak i¢in hiicreleri kullanirlar ve onlardan
elektron alarak dengeye ulasirken hiicrelere zarar verirler. Reaktif oksijen tiirlerinin
DNA hasarina, membran yapisi ve fonksiyonunu bozan lipid peroksidasyonuna ve
protein hasarina sebep olduklar1 rapor edilmistir. Reaktif oksijen tiirlerine kars1 iki
tip savunma sistemi vardir. Bunlar endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlardir.
Endojen antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak ikiye
ayrilir. Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon rediiktaz (GSR) ve katalaz (CAT)’ dir. Nonenzimatik antioksidanlar
ise; glutatyon, trik asit, selenyum, melatonin, koenzim Q10, bilirubin ve
seruloplazmin’dir. Eksojen antioksidanlar, vitamin antioksidanlar (A,B9,C,E
vitaminleri) ve ila¢ olarak kullanilan antioksidanlar (barbituratlar, demir selatorleri,
ksantin oksidaz inhibitorleri vb.) olarak ikiye ayrilir (37). Serbest radikallere karsi
GPx ile E vitamini birbirlerini tamamlayic1 etkilere sahiptir. En fazla antioksidan
etkinligi olan ise a-tokoferol’diir (38). Biyolojik membranlardaki lipoproteinler o-
tokoferol tarafindan oksidasyondan korunur. Gii¢lii indirgeyici aktivitesi nedeniyle C

vitamini en glclii suda eriyen antioksidandir. Lipid peroksidasyonun

12



engellenmesinde C vitamini, E vitamini miktarinin azalmasini onler ve yeniden

kazanilmasini saglar (39,40).

Prooksidanlar 1ile antioksidanlar arasindaki denge, prooksidanlar lehine
bozuldugunda "Oksidatif stres" denilen agirt ROS birikimi ortaya ¢ikar. Buna baglh
olarak DNA, lipid, protein ve enzim hasarlar1 olusur. Fizyolojik durumlarda ROS
iiretimi dengeli olmakta ve ROS firiinleri organizmada hormon sinyali, ovaryum
steroidogenezisi, oviilasyon, KL olusumu, liiteolizis ve germ hiicre fonksiyonunda
onemli bir mediyator gorevi gormektedirler. Reaktif oksijen tiirleri periyodik olarak
ovaryumda sekillenir. Folikiiler ve liteal fazlar boyunca steroid sentezine katki
saglarlar. Bu oOzellikleriyle gebeligin siirdiiriilmesi ve dogumun ger¢eklesmesi
acisindan da Onemlidirler (41,42). Reaktif oksijen tiirleri iriinlerinin fizyolojik
seviyeleri ve onlarin antioksidanlar tarafindan kontrol altinda tutulmasi, reprodiiktif
acidan bakildiginda; folikiillogeneziste, oosit maturasyonunda, KL ve uterus
fonksiyonlarinda, embriyogeneziste, embriyonik implantasyon ve fetdplasental
gelisimde cesitli sinyal iletim mekanizmalarinda diizenleyici rol oynamalarindan
dolay1 olduk¢a Onemlidir (3). Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari; mitokondride
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, c¢ekirdek zari elektron transport
sistemi ve hiicre zaridir (27). Bunun yanm sira fizyolojik ROS seviyeleri dogal
apoptozis mekanizmasinda rol oynarlar. Apoptozis, embriyonun implantasyonu
siresince uterus endometriyumunun homeostazisinin siirdiiriilmesinde 6énemli bir rol
oynamakla birlikte, erken embriyonik gelisim siiresince fizyolojik hiicre 6limiinii
saglar. Mitokondri, ROS iiretimi yoluyla apoptozis sinyaline katki yapar (43,44).
Reaktif oksijen tiirleri, apoptozisin baglamasi ve artisini 6zel metabolik yolla ve
hiicresel bilesenlerin transdiiksiyon sinyali yoluyla yapar (45). Sitokrom C
apoptozom denilen bir kompleks ile birlikte calisir ve mitokondriden stoplazma
icerisine salgilanir. Sitokrom C, hiicresel ATP (Adenozin trifosfat) sentezinin ve
oksidatif fosforilasyonun olusumunda kritik rol alan mitokondrinin zarlar1 arasinda

yer alan bir elektron tasima proteinidir (46).

Oksijen varligi altinda hiicreler, ROS iirlinlerine karsi bir savunma sistemine
sahiptirler. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi asir1 oldugunda veya viicut asir1t ROS'u

elimine edemediginde oksidatif stres artar, ROS birikir ve bu durum hiicre ve
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dokulara hasar verir. Biyolojik olarak en énemli ROS tiirlerinden bazilari; stiperoksit
anyon (Oy’), hidroksil radikali (OH"), peroksil (POO") ve alkoksil (RO")'dir (47).
Stiperoksit anyon, dismutasyonla hidrojen peroksit (H>O2)’in olusumunda goérev alir.
Hidrojen peroksit stabildir, su (H20) ve oksijen (O2)'e ayrilir ve hiicre zarindan
gecebilmektedir. Demir (Fe) varliginda H2O ve O etkilesime girerek OH™ agiga

cikarirlar ve oksidatif hasardan sorumlu olan da bu OH" tiiriidiir (48).

Nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO? &nemli hiicresel radikallerdir. L-
Arginin'den NO sentaz enzimiyle NO {iretilir. Nitrik oksit cogu hiicresel olaylarin bir
diizenleyicisi olarak hareket eder (50). Ornegin; apoptozisde rol alir. Nitrik oksit ve
Oz trilinlerinin miktar1 fazla arttiginda ONOO™ miktar1 artarak oksidatif hasarlara

neden olmaktadir (50,51,52).

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyon siirecinin son {riiniidiir ve
genellikle oksidatif stresin biyomarkeri olarak ifade edilir. Hidrojen atomlarinin yag
asidi zincirlerinden koparilmasi sonucunda yag asidi zincirinin lipid radikali 6zelligi
kazanmasi ile birlikte lipid peroksidasyonu baglar. Molekiiler oksijenle reaksiyona
giren lipid radikali sonucu lipid peroksit radikalleri olusur ve membran yapisina
katilan yag asitlerininin etkilenmesine neden olarak yeni radikallerin olusmasini
saglar. Ac¢iga c¢ikan hidrojen ise baglanarak lipitperoksitlerine (LOOH) doniisiirek
zincirleme bir reaksiyon baglar. Lipid peroksitlerin yikimlanmasia baglh olarak
biyolojik aktif olan MDA, acrolein, 4-hidroksinonenal gibi {iriinler aciga cikar.
Bunlar ya hiicrede metabolize olur ya da hasari hiicrenin diger bdliimlerine yayar
(53,54). Malondialdehit, arasidonik asidin ve daha biiyiik ¢oklu doymamis yag
asitlerilerin enzimatik veya enzimatik olmayan yolla ayrismasi sonucu olusan son
triindiir (55). Malondialdehit; hiicre zarinda deformasyon, yiizey bilesenlerinin
agregasyonu, iyon transportu ve enzim aktivitesi gibi zar 6zelliklerinde degisikliklere
neden olmaktadir (56). Malondialdehit’in tespitinde Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyonuna dayali bir yontem kullanmilir (57). Bu testin prensibi, yogun renkli bir
kromojen floresan renk absorbani elde etmek icin TBA’nin MDA’ya reaktivitesine
dayanir (55). Malondialdehit disinda oksidatif stresin diger bir indikatorii ise;
maternal kanda proanjiyojenik ve antianjiyojenik mRNA {iiretiminin fotal hiicredeki

seviyelerinin tespitidir. Yine bilindigi iizere gebelik siiresince bazi trofoblast hiicreler
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ve diger plasental kaynakli hiicre atiklari, plasentada bir patolojik durumu isaret

edebilirler (58).

Serbest radikaller karsisinda viicuttaki ilk savunmayr SOD enzimi yapar.
Stiperoksit dismutaz, organizma i¢in esansiyeldir ve gdrevi peroksinitrit olusumunu
engelleyerek siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontstiiriip oksidanlarin  zararli etkilerini ortadan kaldirir (59,60). Hiicre
farklilasmasinda, tiimorogenezisde ve pulmoner toksisite ile uyarilan hipokside rol
oynayan Cu-Zn-SOD (SOD-1), Mn-SOD (SOD-2) ve Cu-SOD (SOD-3) olarak
isimlendirilen {i¢ farkli SOD izoformu bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz-3
Ozellikle damar duvarlarinda yiliksek oranda bulunurken plazma, lenf ve sinoviyal
stvida da bulunmaktadir. Damarlarin diiz kas hiicreleri tarafindan yiiksek oranda

SOD-3 sentezlenmektedir (55).

Lipid peroksidasyona karst korumada GPx ve CAT en etkili antioksidan
enzimlerdir. Glutatyon peroksidaz araciligiyla hidrojen peroksit indirgenerek zararli
etkisi ortadan kaldirilir. Katalaz ise GPx ile birlikte, SOD araciligiyla meydana gelen
hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistliriir. Her iki enzimde organizmada hiicresel
korunmada Onemli roller aldigindan dolayi, oksidatif stresin meydana geldigi
durumlarda GPx ve CAT aktivitelerinde degismeler meydana gelmektedir (59,60).
Glutatyon; sistein, glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olusan en Onemli
¢oziinebilir antioksidandir. Hem dogrudan hem de GPx ile birlikte (enzimatik olarak)
serbest radikallerin bertaraf edilmesini saglar (39,61). Glutatyon peroksidaz enzimi
¢ogu zaman selenyuma bagl olarak aktivite gosterir. Asil 6nemli rolii ise hiicreyi

oksidatif strese kars1 korumaktir (55).

3.2.1. Oksidatif stresin ovaryum iizerine etkileri

Reaktif oksijen tiirleri folikiiler sivida bulunmaktadir. Folikiilogenezise ve
steroidogenezise sinyal iletimi ve hiicre i¢i mesaj iletiminde katki saglamaktadirlar.
Graniiloza hiicrelerinin hipoksisi folikiiler anjiyogenezisi uyarir. Folikiildeki
anjiyogenezisin bozulmasi ise folikiiler atreziye katki yapar (62). Tiim folikiillerde
SOD vardir. Kumulus hiicrelerinde ve folikiiler sivida varliginin nedeni, enzimatik

antioksidan o6zelligiyle oosit’t ROS’un zararh etkilerinden korumaktir (63).
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Stiperoksit anyon ve iliskili metabolitler oviilasyon i¢in 6n kosul olan folikiiler
duvarin yikimi i¢in 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Ciinkii preoviilator graaf

folikiillerinde lipid peroksidasyonu artmaktadir (64).

Kistik ovaryumlu sigirlarda yapilan bir calismada, hasta hayvanlarin folikiil
stvilarinda sagliklilara gore daha az ROS bulunmustur. Folikiil sivisindaki bu az
ROS miktarindan dolay1r hiicre duvarinda sekillenen apoptozis aksamakta ve
oviilasyon gerceklesmemektedir (65). Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 olustugu
durumlarda, folikiil ve ¢evresinde oositin dejenarasyonunu artirarak veya miyotik
boliinmeleri smirlayarak oositin gelisimini inhibe edebilmektedirler. Ovaryumdaki
folikiil hiicreleri kendilerini oksidatif hasardan korumak i¢in enzimatik (MnSOD,
ZnSOD vb.) ve enzimatik olmayan antioksidanlari (A, C, E vitaminleri vb.)

kullanirlar (43).

Steroidojenik hiicreler potansiyel ROS kaynaklaridir. Ciinkii bu bilesenler
normal metabolizma iiriinleridir. Ote yandan ROS, P4 sentezini etkilerken, P4’de
ROS iiretimini etkilemektedir. Progesteron, SOD aktivitesi ve ROS arasinda
karsilikli iligki vardir. Ovaryumda, antioksidan savunmalarda ki artis KL’un
aktivitesini korumak igin ortaya ¢ikmaktadir (66). Ornegin; kdpeklerde luteal fazdaki
ROS diizeyleri folikiiler fazla karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur (67).
Reaktif oksijen tiirleri KL’da regresyon fazinda artarak COX-2’yi ve ardindan da
PGF2a’y1 uyarir. Prostaglandin F.a ise apoptozisi uyarir. Bu durum, luteolizis
stirecinde ROS’un apoptotik  hiicre  6liimiinii  uyardigin1  gdstermektedir.
Prostaglandin F.a sadece lokal hiicreler yoluyla degil ayni zamanda fagositik

l6kositler yoluyla O liretimini uyarmaktadir (68).

Korpus luteum’un olusumu siirecinde antioksidanlar artar ve ROS aktivitesi
azalirken, luteolizis siirecinde bunun tersi gerceklesir. Eger siklik KL, gebelik
KL’una doniisiirse siklusun 12-16. giinlerinde SOD ve CAT aktivitesi yiiksek
gozlenir. Bu yiiksek SOD seviyeleri 0Ozellikle lokal iiretilen radikallere karsi
koruyucu bir etkiyi isaret eder. Luteal fazda C vitamini seviyeleri siklusun 14.

giiniine kadar artar ve ardindan luteolizisin baglamasina yakin zamanda azalmaya
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baglar. Bunun nedeni C vitamininin kollajen yapiminda yer almasi ve yapisal

luteolizis sirasinda bu kollajen yapinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir (69).
3.2.2. Oksidatif stres ve gebelik

Preimplantasyon donemde uterus, implantasyona hazirlik i¢in hem fiziksel hem de
kimyasal degisikliklere ugrar. Uterus bezlerinin salgilar1 implantasyona kadar besin
ve hormonlarla konseptusun hayatta kalmasini saglar (70). Biitin memelilerde
endometriyal uterus bezleri, histotrof olarak adlandirilan igerisinde degisik enzimler,
sitokinler, lenfokinler, biiyiime faktorleri, hormonlar, transport proteinler vb. igeren
kompleks bir siv1 salgilarlar (71). Histotrof beslenmede, uterus bezleri tarafindan
iiretilen proteinler ve diger besleyici molekiiller embriyonun canliligini devam
ettirmesini saglar. Embriyo, bu histotrof sivinin i¢inde ylizer. Besin maddelerinin
taginmasi, trofoektoderm tarafindan pinositoz yoluyla gerceklesir. Endometriyal
bezlerin azalmasi veya histotrof besin iliretimindeki yetersizlikler koyunlarda 14.
giinden sonra gebeligin sonlanmasina ve tekrar Ostriis gostermelerine neden

olmaktadir (72).

Embriyonik ve ekstraembriyonik hiicreler, oksidatif fosforilasyonun enzimatik
aktiviteleri ve embriyonik mitokondrinin artan solunum kapasitesinin yan iriini
olarak olusan ROS tiirlerine maruz kalirlar. Embriyo, organogenezis periyodu
boyunca yiiksek metaller, ilaclar ve pestisitler gibi cevresel teratojenlere duyarli
oldugundan dolayr bu etkenlerin etkisiyle degisikliklere ugrayabilmektedir.
Abortusun meydana gelmesi, implantasyon sonrasinda konseptus ve endometriyum
arasinda hiicresel ve biyokimyasal etkilesimler siliresince artan oksidatif stresten

kaynaklanmaktadir (73).

Gamet hiicreleri ROS hasarina oldukc¢a duyarli olup antioksidan korumaya
ihtiyac duyarlar. Oosit ve embriyo ROS hasarina karst SOD, CAT ve GPx gibi
enzimatik sistemlerden olusan savunma sistemlerine sahiptir. Ayrica enzimatik
olmayan diizeyde ise GSH, vitaminler ile ROS’u detoksifiye ederler (74).
Implantasyon sonrasi dénem, gelisen konseptusun ROS’a bagli oksidatif strese
yuksek diizeyde duyarliligindan dolay1r gebeligin kritik bir safhasidir. Oksidatif

fosforilasyon hayati bir metabolik yoldur. Ciinkii gelisen konseptusun yiiksek enerji
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ihtiyacin1 karsilamak icin besinlerin oksidasyonuyla gerekli olan ATP bu yolla
iiretilmektedir.  Implantasyon  Oncesi embriyonik  oksijensiz  solunumdan
implantasyon sonrasi oksijenli solunuma gegis, uteroplasental kan akimi ve

konseptusun damarlanmasi yoluyla uyarilmaktadir (75,76).

Gebelik, baglica Oz olmak tiizere ROS iirlinlerinin {retildigi ve plasental
mitokondriyal aktivitenin artigiyla oksidatif stresin arttigi bir durumdur. Siiperoksit
anyon daha ¢ok karacigerde NADPH oksidaz tarafindan iiretilmektedir. Ayrica diger
ROS iiriinlerinin (NO,CO vb.) iiretildigi enzimatik yollarla da iiretilmektedir. Reaktif
oksijen tiirlerinden NO ve CO plasentada vazoaktif etkilere sahip olup ayrica sinyal
tiretiminde de rol oynamaktadirlar. Gebeligin ilk trimestirinda intervilloz araliga kan
akisinin saglanmasi, oksidatif stres artisiyla olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
faydali yonleri, bakterileri yok etmesi ve plasentada sinyal iletimine katkida

bulunmalaridir (2, 77-79).

Plasenta, biiyiik antioksidan sistemler olan Cu/Zn-SOD, CAT, GSH, GPx,
Thiol/Disiilfid Oksirediiktaz, GST (Glutatyon S-Transferaz) ve vitaminlere (C
vitamini, E vitamini vb.) sahiptir (80). Oksidatif stres ve oksidan bilesikler, ROS
liretiminin antioksidan savunmay1 astig1 durumlarda ortaya c¢ikar. Eger asir1 ROS
tiretimi antioksidanlar gibi etmenlerle dengelenmezse, plasental dejenarasyon, fotal
bliylimede gecikme, erken dogum, ardindan feto-maternal gecislerde degisimlere ve

gebeligin sonlanmasina neden olabilir (1).

Endometriyumun stromal hiicreleri normal metabolizmanin yan iriinii olarak
ROS fiiretirler. Embriyo ve germ hiicreleri ROS’un potansiyel zararl etkilerine karsi
savunmasizdir. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimindeki bu artis embriyoya iki hiicreli
sathada gelisimini sinirlayarak zarar verir (81). Embriyonik implantasyondan once
endometriyum, steroid hormonlarin ardisik artis ve azalislariin farkliliklarina ve

gelisimine yiiksek derecede hazirlikli olmalidir (82).

Korpus liiteum ve plasenta, steroidlerin aktivitesi ve genisleyen kan
dolasimindan dolay1 ROS tiirlerine olduk¢a fazla maruz kalirlar. Korpus lLiteumun
ROS’a bagl liiteal regresyondan kurtulmasi; uterus ve embriyonun gebelik boyunca

ROS iirtinlerine bagli oksidatif stresten korunmasi, gebeligin olusumu ve saglikl
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stirdiiriilmesi agisindan anahtar rol oynayan bir olaydir (2,83). Antioksidan
enzimlerin, KL un hormon iiretiminin siirdiiriilmesi ve liiteolizisten korunmasinda
etkili oldugu belirtilmistir. Erken gebelik boyunca sigir KL’unda SOD2, SOD3 ve
CAT yiiksek seviyelerdedir. Bu yiiksek SOD seviyeleri 6zellikle lokal firetilen
radikallere kars1 koruyucu bir etkiyi isaret eder (84). Rat KL’unda SOD1 ve SOD2
aktivitelerindeki degisiklikler gebelik ve yalanct gebelik boyunca serum P4
diizeylerindeki degisikliklere benzer etkilere sahiptir (85). Koyunlarda gebelik
siiresince ve Ostriis siklusu boyunca KL ile SODI, SOD2, GPx, GSR ve GST
aktivitelerindeki degisiklikler muhtemelen liiteal hiicrelerde iiretilen ROS’a baglh
olabilir ve liiteal steroidogenezisin siirdiiriilmesi ve apoptozisin inhibisyonuna da

dahil olabilir (83,86,87).

Enzimatik olmayan antioksidanlar KL’un yapisinda ve fonksiyonunda 6nemli
rol oynarlar. Sig1ir ve domuzlarda, dstriis siklusu ve gebelik KL u yiiksek miktarda -
karoten ve C vitaminine sahiptir. Retinol, retinoik asit ve B- karoten domuz liiteal
hiicrelerinde, ROS’a bagl oksidatif hasara kars1 kolesterol yan zincirini korumak
suretiyle P4 sentezinde rol oynarlar. Gebelik siiresince liiteal C vitamini miktar1t KL

tam olgunlastiginda en iist seviyeye ulasir ve bu diizeyde kalir (88-91).

Gebelik ilerledik¢e oksijen basinct (POy) azalir. Cogunlukla periferal hiicreleri
kapsayan cevrede olusan bir azalma ROS iiretiminde de bir azalmaya neden olur.
Ustelik yeni olusan hiicreler daha diizenli bir PO2’na maruz kalmaktadirlar.
Mitokondride Oz nétralizasyonunu saglayan Mn-SOD, bu yeni hiicrelerde tetiklenir.
Bu durum ROS’a bagl etkilere kars1 bir bagisikliga sebep olur (92). Koyunlarda,
implantasyondan yaklagik 7 giin once blastosist zona pellusidasini kaybeder (93).
Bunu NADPH oksidaz aktivasyonu ve hiicresel temasin artmasiyla iligkili olarak

ROS iiretiminde bir artis takip eder (94).

Koyunlarda gebeligin 35-55. giinleri arasinda GPx ve GSH’da bir artma,
MnSOD seviyelerinde ise gec¢ici bir azalma meydana gelir (95). Glutatyon
peroksidaz mitokondriyal matrixte ve stoplazmada salgilanir. Reaktif oksijen
tiirlerinden 6zellikle H2O2’ye kars1 feto-plasental savunmada rol oynar. Koyunlarda

gebeligin ilk ayinda plasentomlar derin baglantilar kurar. Apoptozis, diizenleyici
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genler olan pro-apoptotik (BAX) ve anti-apoptotik (MCLI) tarafindan
gerceklestirilir. Pro-apoptotik genlerin iiretimi ROS tarafindan artirilirken, MCLI
geni GPx tarafindan uyarilir. Bu nedenle apoptozis olayt BAX/MCLI oranindaki bir
azalmayla engellenebilir. Bunun disinda ayrica A, C ve E vitaminlerinin eksikliginde

de ROS miktar1 artar. Bu vitaminler ROS’un etkilerini dogrudan engellerler (96).

ikiz gebeliklerde daha yiiksek O, ihtiyac1 ve daha yogun lipid peroksidasyonu
oldugundan dolayi, gebelik slirecinde ROS’un olumsuz etkileri muhtemelen daha
cok olusacaktir (97). Gebelik toksemili koyunlarda kan keton cisimcikleri normalin
10 kat1 kadar artar (98,99). Bu keton cisimciklerinden 6zellikle Asetoasetat, HO™ ve
O2" antioksidanlarin {iretimini uyarir. Yine bu hayvanlarda kan kortizol diizeyi
yiiksek olup buna bagl olarak da peroksidasyon ve oksidatif stres orani artmaktadir

(100).

Koyunlarda dogum aslinda yangisal bir siire¢ olarak kabul edilir. Ciinkii uterus
ve serviks Ozellikle monosit ve lenfositler olmak iizere yangi hiicreleriyle kaplanir.
Lokosit gocii, sitokin iiretiminde artigi tetikler (101). Olusan bu sitokinler, dogum
icin 6nemli olan servikste olgunlasma ve miyometriyal kasilmalarin olusumunu
giiclii bir sekilde uyarir. Yapilan caligmalarda dogumdan Onceki ve sonraki 36.
saatler arasinda dogumla iliskili 16kosit gd¢linden kaynakli bir ROS artis1 oldugu
goriilmiistiir. Yine dogumdan Onceki 48 saat ve dogumdan sonraki 24. saatler
arasinda artan Ostrojen miktarindan dolay1 da ROS artmaktadir (102). Reaktif oksijen
tiirleri dogrudan ve dolayli olarak PG’lerin salgilanmasina neden olarak, dogumda
cok onemli rol oynarlar (103). Sigirlarda asir1 yogun bir ROS {iretimi 6zellikle
gebeligin 90-120. giinlerine kadar olur ve konseptustan NO salgilanir (104). Bu aym
zamanda gebe koyunlarda gebeligin 140. giinline kadar ve ayrica miyometriyumda

da gozlenir (105).

In vitro galismalar gdstermistir ki, embriyonik hiicre i¢i PO», hiicre dis1 bdlgeden
5-10 kat daha diisiiktiir. Bu yiizden hiicre i¢i ROS {iretiminin, hiicre dis1 bir ortamdan
daha diisiik olmasi beklenir (106). Reaktif oksijen tiirleri, gebeligin ilk fazinda
fertilize ovumun implantasyonunu artirmak icin gereklidir. Bu donemde ROS

tiretimindeki dengesizlik embriyo rezorpsiyonuna neden olabilmektedir (27).
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Gebelik boyunca fetal biiylime, plasental ve maternal metabolizmayla alakali
olarak oksidatif strese karst anneler daha egilimli olurlar. Plasenta, maternal
dolasimdan O, alir ve materno-fetal oksijen katmanlar1 arasinda pozisyonlanir.
Bunun sonucunda artan ROS iiretiminde baslica O2” ve buna bagli olarak da oksidatif
stresin gelisme ihtimali artar (57). Plasenta ayn1 zamanda NO, CO ve HNOO" gibi
diger ROS f{iriinlerini de iiretir ve trofoblast proliferasyonu belirgin sekilde etkiler.
Plasentada ROS miktar1 arttiginda sitotrofoblastlar ve vill6z stromal hiicrelerin yeni
antioksidanlar sentezleme yetenekleri vardir (107). Ancak yeni antioksidanlarin
tiretilme kapasitesi ROS {iriinlerine karst yeterli olmazsa DNA’da hasar, protein
hasar1 ve lipid peroksidasyonu meydana gelir. Protein hasari, endoplazmik
retikulumda anormal katlanma veya enzim-reseptdr fonksiyonunun kaybi
seklindeyken, DNA hasari, iplik kirilmas1 veya kars1 baglarda kromatin ipliklerinde
katlanma veya transkripsiyon seklindedir. Lipid peroksidasyonu ise hiicre
membraninin gecirgenliginin kaybi1 veya bozulmasi seklinde ortaya cikmaktadir

(108).

Koyun plasentasinda artan antioksidan enzim aktivitelerinin, erken plasental
gelisim boyunca Ozellikle en erken sathada koruyucu bir mekanizma seklinde
oksidatif hasara karsi fetiisii ve plasental dokuyu korudugu kabul edilir (57).
Ornegin; insanlarda embriyo gebeligin 5. haftasinda serbest radikallere kars1 iyi bir
savunmaya sahiptir. Bunu yiiksek diizeydeki antioksidanlar ile saglar (109). Plasenta
oksidatif hasara karsi, anneden fetiise antioksidanlarin karsi gecisi, anne ve fetiis
arasinda ROS iirlinlerinin normal diizeyine izin verecek sekilde genis bir bariyer
olusturur (13,110,111). Koyunda plasenta, gebelikte erken P4 iiretiminde
predominant bir rol {istlenir. Bu yiizden yeterli plasental gelisim ve fonksiyonlar,
gebeligin basarili bir sekilde olusmasi ve fetiise besin ve oksijenin yeterli miktarda
saglanmasi icin bir 6n kosuldur (112). Oksidatif stres gebeligin erken donemlerinde
artar. Clinkii plasentadaki yliksek metabolik faaliyetler ROS {iretiminde artiga neden
olur. Plasental antioksidan sistemlerdeki yetersizlikler, erken gebelik kayiplarinda
anahtar bir faktdr olarak goriilmektedir (113,114). Insanlarda diisiik olgularinda gri
skala goriintiileme ile tespit edilebilen erken ve yaygin bir intervilloz kan akisi
baslangict vardir. Bu anormal kan akist sekli, erken plasental doku iizerindeki

oksidatif stresi artirabilir ve ardindan plasenta gelisimini bozabilir. Bu durum
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trofoblastlarin oksidatif hasarmin, erken gebelik kaybinda anahtar rol oynadigini

gostermektedir (115).

Yapilan ¢alismalarda, yiiksek oksijen seviyelerinde sitotrofoblastlar ve stromal
hiicrelerde hasar olmaksizin, bu hiicrelerde mitokondride azalma, yiizey mikro
villiislerinde azalma ve vakuolizasyon meydana gelmektedir. Insanlarda yapilan
caligmalarda, gebeligin erken donemlerinde sinsityotrofoblastlarin diisiik seviyede
antioksidan {irettigi tespit edilmistir. Ancak sitotrofoblastlar ve villoz stromal
hiicrelerin daha yiiksek seviyelerde antioksidan irettikleri tespit edilmistir (107,116).
Sinsityotrofoblastlar az miktardaki ROS artislarina adapte olabilirler. Eger bu
adaptasyon yetersiz olursa, antioksidan kapasite artis1 yetersiz kalir ve
sinsityotrofoblastlarin mitokondriyal yapist hasar goriir. Bu durum kronik oksidatif
stresin bir sonucu olabilir. Bu olay sonucunda da erken gebelik doneminde

sinsityotrofoblastlarin hasari1 sonucu gebelik sonlanabilir (117).

Plasental iskemide ROS ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur.
Plasentasyon baglarken intervilloz araliktaki yiliksek oksijen basinci normal iken,
bazen bu durum plasental oksidatif stresle sonuglanabilmektedir. Bu oksidatif stres
artisint kompanze etmek i¢in plasenta yiiksek oksijenli ortama adapte oldukca
antioksidan aktivitede bir artig gozlenir. Trofoblastlarda keskin bir oksidatif stres
artist vardir. Bu artiglar normal gebeliklerde GPx ve CAT’in plasental artistyla
cakisarak kompanze edilir (118).

Oksidatif strese karsi, antioksidanlarin yani sira melatonin’ininde olumlu etkileri
vardir. Memelilerde, melatoninin iki adet reseptorii vardir. Bunlar Melatonin 1
(MT1) ve Melatonin 2 (MT2) reseptorleridir (119). Koyunlarda MT1 ve MT2
reseptorleri; oositlerde, kiimiillis hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde eksprese

edilir (120). Geng kegi folikiillerinin folikiil sivisinda melatonin bulunur (121).

Koyunlar iizerinde yapilan bir calismada; melatoninin ekzojen veya endojen
olarak saglanip saglanmadigina bagli olarak embriyo kalitesi tizerindeki yararh
etkilerinin, iki yol ile gdsterebilecegi varsayilmistir. Bunlardan ilki; ROS’un neden
oldugu oksidatif stresin azaltilmasi yoluyla oosit ve embriyolarin hasarini azaltmasi.

Ikincisi ise; oviilasyondan maternal kabule kadar ki siiregte ddllenme siirecine dahil
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olan mekanizmalar iizerindeki etkileridir. ik mekanizma seklinde melatonin; folikiil
icinde asir1 miktarda ROS fiiretildiginde 6zellikle oviilasyon siirecinde koruyucu
etkisiyle folikiil gelisimini ve oosit yeterliligini diizenler. In vitro matiirasyon (IVM)
ve in vitro fertilizasyon (IVF) prosediirlerinde oositler ve embriyolar ROS’tan
etkilenebildiginde de benzer bir koruyucu etki saglar. Antioksidanlardan SOD, GPx,
CAT ve GR (Glutatyon rediiktaz) dahil olmak iizere birgok antioksidan enzimi
uyarirken, nitrik oksit sentaz (NOS), ksantin oksidaz (XO) ve lipoksijenaz (LOX)
gibi pro-oksidan enzimleri ise inhibe eder ve muhtemelen oksidatif hasara karsi
direng saglayan hiicresel zarlarim1 da stabilize eder. Ikinci mekanizma seklinde ise
melatonin; folikiillerin biiylime modelini ve KL un steroidojenik kapasitesini etkiler.
Kendi reseptorlerini aktive ederek kiimiiliis hiicrelerini IVM sirasinda DNA hasarina
kars1 korur. Uterus tarafindan PGFza salgilanmasini engeller. Embriyo gelisimi ve
implantasyonda yer alan bazi genlerin ekspresyonunu diizenler ve DNA metilasyonu

ile iliskili genleri ve sinyal yollarini diizenleyerek blastosist kalitesini etkiler (122).
3.3. Ekotekstiir Analizi

Transrektal ultrasonografi kii¢lik ruminantlarda 1990’11 yillardan itibaren reprodiiktif
alanda kullanilmaktadir (123-127), koyunlarda antral folikiiler dongiiyii incelemek
amaciyla (128-130) ve ekzojen olarak uygulanan bazi hormonlarin ovaryum tiizerine
etkilerinin  arastirilmasinda  kullanilmistir  (131,132).  Ancak bu ¢alismalar
ovaryumdaki daha ¢ok anatomik degisiklikleri incelemeye olanak vermekteydi. Bu
alanda bilgisayar destekli ultrasonografik gorlintii analizlerinin kullanilmaya
baslanmasiyla, jinekolojik arastirmalarda invaziv olmayan islemlerle arastirmalar
yapmak miimkiin hale gelmistir. Giinlimiizde bu metot, gelistirilmeye elverigli bir

calisma alani olarak ileriye doniik umut vaat etmektedir (133,134).

Ultrasonografik goriintiileme, dokularin yiiksek frekansli ses dalgalarini
yansitma yetenegine dayanir ve doku yogunluguna bagli olarak farklilik gosterir.
Goriintliyii pikseller olusturur ve bu pikseldeki gri renk skalasi 0-255 degerleri
arasmndadir. Insan gozii ancak 18-20 farkli gri renk tonunu ayirt edebilmektedir.
Ancak bilgisayar algoritmalar1 255 farkli tonu algiladigindan dolay1 daha objektif ve
dogru analiz yapabilmektedir (135). Bu say1 aralifinda, “0” tam siyah rengi ifade
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ederken, “255” tam beyaz rengi ifade eder (5,135,136). Bu nedenle son yillarda
bilgisayar destekli B-mod ultrasonografik goriintii analizleri reprodiiktif tani ve

arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (137-141).

Ultrasonografik goriiniim, dokunun hiicresel yapisina bagli olarak cesitlilik
gosterir, buna ekotekstlir denir. Ultrasonografik yontemle elde edilen B-mod
goriintiiler, ¢esitli  bilgisayar  destekli  analiz  programlar1t  araciliiyla
degerlendirilebilir. Bu programlardan biri Imagel (Image J 1.42q; NIH, USA)
programidir. ImageJ programi, bir¢ok goriintii format: (png, bmp, jpeg) yoluyla
hiicrelerin sayimi, hiicre boyut dl¢timii ve tiimoral yapilarin diger dokulardan ayrimi

gibi bir¢ok islem yapilabilmektedir (142,143).

3.3.1. Temel kavramlar ve ekotekstiir parametreleri

3.3.1.1.inceleme alani

Ekotekstiir analizleri yapilirken analizi yapilacak olan ultrasonografik bir goriintiide
analizi yapilacak dokunun tamami ayni resim karesine sigmaz ve artefakt olusmasi
oldukca muhtemeldir. Bu nedenle analizi yapilacak olan dokuyu temsil edecek
region of interest (ROI) secilir (Sekil 2). Analizler, bu ROI bdélgeleri iizerinden
gerceklestirilir (144).

Sekil 2. Region of Interest (ROI) alani segilmesine bir 6rnek
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3.3.1.2. Piksel

Piksel, dijital bir resmi olusturan en kiigiik birim olup kordinat ve renk degerleriyle
ilgili bilgileri igcermektedir. Coziiniirliikk olarak tanimlanan piksel sayis1 bazen tek bir
say1 (3 megapiksel) bazen de iki saymnin carpimi (480x640,1024x1280) seklinde
ifade edilir. Piksellerden olusan resim bitmapped (bmp) image olarak
tanimlanmaktadir. Kullanilan diger formatlar (tiff, gif, jpeg vb.) ise bmp’nin
sikigtirilmis versiyonlaridir (145-147). Toplam piksel sayis1 Image] programinda
“count” ve “area” olarak tanimlanmaktadir. Se¢im alanini1 piksel kare veya kalibre

edilmis kare birim cinsinden (6rnegin; mm?, um?) belirtir (142).
3.3.1.3. Histogram

Histogram, incelenen alandaki renk degerlerinin ¢izgi grafigi olarak
tanimlanmaktadir. Griligin piksellerdeki en kiigiik ve en yiiksek degerini
gostermektedir. Bu degerler, ImageJ programinda degismektedir. Diisiik ve asgari
degerde olan pikseller siyah, yiiksek ve azami degerde olanlar ise beyaz olarak
goriintiilenirler. Ultrasonografik goriintiiler 8-bit formatinda acilirken (Tablo 1), 3D

goriintiiler 10-16 bit formda agilir (142).

Tablo 1. imagej programinda kullanilacak goriintiilerin gri seviye aralig1 (142)

Goriintii piksel degeri Gri seviye aralig
8-bit 0-255 gri seviye
10-bit 0-1023 gri seviye
12-bit 0-4095 gri seviye
15-bit 0-32767 gri seviye
16-bit 0—65535 gri seviye
RGB colour Kwrmizi, yesil ve mavi renklerini i¢eren renkli gériintiiler.

3.3.1.4. Ortalama gradient

Incelenen tekstiirde yapisal dzelliklere iligkin bilgi veren ortalama gradient degerleri

ozellikle mikro yapiya iligkin bilgi vermektedir. Bu parametre incelenen boliimde
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piksellerin diizenini agiklamak i¢in gri degerlerin farkliliklarini ortaya koymakta
(148-150) ve komsu pikseller arasindaki gri deger farkliliklarini tanimlanmaktadir
(149). Gradientin hesaplanmasinda bir baslangi¢ merkez noktasi (Z) hesaplanir. Bu
nokta referans alinarak komsu pikseller bulunur ve bunlar i¢in gri deger farkliligi

hesaplanir (Sekil 3).

Z noktasindaki gradient degerinin formiilii soyledir;

2

GrZ(Xs = \/(N - S)2 + (W - 0)2 = \/(ix,yﬂ - ix,y—l )2 + (ix—l,y - ix+l,y)
Ixy, Z(x, y) bdlgesindeki piksel kontrastini ortaya koymaktadir.

Iki yiiz elli alt: degisik gri degerde (0-255) en yiiksek deger \/EX255=360,62
olarak elde edilir. Resmin tam anlamiyla homojen oldugu durumlarda ortalama
gradient degeri sifir olur. Bu hesaplama Z merkez olarak tiim resim noktalarinda

yinelendiginde “ortalama gradient degeri” elde edilir (149,151).

N

. w=lLh

Sekil 3. Gradient hesaplanmasinin grafik tarzinda gosterilmesi (149)
Ortalama gradient degerin formiili soyledir;
1
GrMean= =« ¥, x v)e roi G(X, )
GrMean: Ortalama gradient degeri
N: Bir ROI alanindaki piksellerin sayis1 (bir gradient i¢in hesaplanan)

G(x, y): Boliimdeki gradient (x, y)

X, y = Sira ve boliim indeksi

3.3.1.5. Homojenite (HOM)
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Homojenite ultrasonografik goriintiide belirlenen ROI’ler de bir ornekliligin ne
diizeyde oldugunu ortaya koyar (152,153). Farkli gri deger kombinasyonlari siklik ve
sayisina bagli olarak degeri 0 ve 1 arasinda degismektedir. Gri deger
kombinasyonlar1 az ve ortalama olarak esit dagilim gdsteriyorsa homojenite degeri
yiiksektir. Resim tamamen homojen oldugu durumlarda degeri 1 (bir)’dir. Gri deger
kombinasyonlar1 fazla ve diizensiz dagilim gosteriyorsa homojenite degeri diismekte

ve 0 (sifir)’a yaklagmaktadir (148).

Homojenitenin hesaplanmasinda agagidaki formiil kullanilmaktadir.

HOM=_ p(i, )’
()
I, ] = Sira ve boliim indeksi
P (i,j)= Matrikste boliimdeki deger (i,j)

ImageJ yaziliminda uniformite ya da enerji anlamima gelen “Angular Second
Moment”; GLCM o6l¢iimii yapilan karelerin toplamidir ve goriintii homojenligi ile
ilgili bilgi vermektedir. Bu deger gdriintiiniin homojen veya Ol¢iim yapilan
piksellerin ¢ok benzer oldugu durumlarda ytiksektir (142).

Angular Second Moment= Z?]:‘go_l Zivfo_ ! Pi?j

3.3.1.6. Kontrast (CON)

Kontrast, bir ultrasonografik goriintiiniin makro yapisiyla ilgili olarak en fazla bilgiyi
icermektedir. Incelenen alandaki farkli gri defer derecelerinin yogunluk

degisimlerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (153).

Kontrast i¢in kullanilacak formiil s6yledir;

CON= Z(i,j)eROI(ifj)z * p(i,))
1,j= Sira ve boliim indeksi

p (i,J) = Matriste boliimdeki deger ( 1))
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3.3.1.7. Entropi (ENT)

Entropi, goriintii sikistirma i¢in gereken gériintiiniin bilgi miktarin1 gosterir. Iletilen
bir sinyaldeki bilgi veya mesaj kaybini ve ayrica goriintii bilgisini olger (142, 154).
Entropi bir diizensizlik Ol¢iisii olup, ROI igerisinde yer alan tekstiiriin homojenite
derecesine bagli olarak ters orantili olarak degisen bir degerdir (144). Matriks

degerleri arasindaki iiniformiteyi gosteren bir dlgiidiir (152).

Entropi i¢in kullanilacak formiil soyledir;

ENT= Y347 279" —Pij « logPij

b

ImageJ yazilimi igerisinde “Contrast” ve “Entropy” olarak gegen degerler
goriintli  heterojenligi hakkinda bilgi icermekte ve gri deger degisimindeki
dengesizligi 6l¢mektedir. Doku yogunlugunun fazla oldugu goriintiilerde kontrast
yiiksek bulunurken, entropinin yiiksek olmasi ise istatistiksel olarak dokunun daha

diizensiz oldugunu gostermektedir (142).
3.3.1.8. Korelasyon

Korelasyon, secilen ROI’lerde komsu piksellerde gri degerler arasindaki lineer
durumu belirten bir 6l¢iidiir (155). Genellikle deformasyon, yer degisikligi, gerinim
ve optik akis1 6lgmek i¢in kullanilmakla birlikte birgcok miihendislik alaninda yaygin
olarak kullanilmaktadir (154).

Korelasyon i¢in kullanilacak formiil soyledir;

Ng—-1<Ng-1,. . , .
Tice Zjso @HPGEN =k

0x0y

Korelasyon=

ImageJ programinda “Correlation” olarak gecen deger goriintiideki inceleme
alanlariin komsu gri seviyeleri arasindaki dogrusal bagimlilik hakkinda bilgi

vermektedir (142).
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3.3.1.9. Ortalama gri deger

Image] resim igerisinde secilen inceleme alanlarindaki tiim piksellerin gri
degerlerinin toplaminin piksel sayisina boliinmesiyle elde edilen degerdir ve program

icerisinde “Mean gray value” olarak belirtilmektedir (142).

Gri deger O=siyah ile 255=beyaz arasinda degisen ve bir goriintliyli olusturan
piksellerin ag¢iklik veya koyulugunu ifade eder ve degeri degismektedir. Goriintii
histogramlarinda  piksellerin  resimde nasil yer aldiklar1 g6z  Oniinde
bulundurulmaktadir. inceleme yapilan ROI’e iliskin genel bir bilgi vermektedir ve
yalnizca ultrasonografik B mod goriintliiniin tiim kontrastina iliskin bilgi

ulagtirmaktadir (149,156,157).

Ortalama gri degerin formiilii soyledir;

pHg= Ni * Dxy) GXY

pg: Ortalama gri deger (0—256 arasinda degisir)
N: Bir ROI alaninin biiyiikligii (piksel olarak)
Gxy: Boliimdeki gradient (x,y)

X,y = Sira ve siitun indeksi
3.3.1.10. B-mod resimlerin bilgisayar destekli ekotekstiir analiz yontemleri

Djjitalize ultrasonografik goriintiiler degerlendirilmek tizere “off-line” grafik
yazilimi yardimiyla aktarilir ve uygun bir format altinda (6rnegin; “tiff”, JPEG,
BMP) depolanir. Erken gebelik doneminde yapilacak ekotekstiir incelemelerinde
“JPEG” formatinda ekrana aktarilmis olan ultrasonografik goriintiiler, grafik yazilimi
yardimiyla “BMP” formatinda depolanir c¢ilinkii BMP dosyas1 diger goriintii
dosyalarina gore dijital goriintiilerin farkli ekran ve aygitlardan bagimsiz olarak
yiiksek c¢oziiniirliik ve yiiksek veri iceren bir dosya formatidir (158), bu da
incelenecek dokular i¢in daha hassas Ol¢ciim yapilmasina imkan saglar. Analiz
edilecek alanlar (ROI) belirlenir. Bu alanlar secilirken incelenecek dokunun
cevresindeki dokular, bosluklar vb. ROI alanma dahil edilmemelidir. Ornegin;

endometriyal doku iizerinde ¢alisildiginda, ROI alanlar1 endometriyumun tiim enine
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kesiti veya uzunluguna kesitlerinden secilebirken; myometriyum, uterus liimeni veya
artefaktlar degerlendirmeye alinmamalidir. ROI alam1 kenar uzunluklari tiim
goriintiilerde esit uzunlukta ve en az 100 (10x10) piksel olacak sekilde ROI

bolgelerinin segilip ardindan goriintii analizleri yapilmaktadir (159).
3.3.1.10.1. ImageJ programi icerisinde yer alan GLCM eklentisi

Tekstiir analizlerinde doku oOzellikleri, istatistiksel olarak birbirine gore belirli
uzakliktaki piksellerin yogunluk kombinasyonlarindaki dagilimin hesaplanmasi ile
yapilir. Ekotekstiir analizi, her konumdaki piksel sayisina gore birinci, ikinci ve daha
yiiksek dereceli istatistiklere gore smiflandirilmaktadir. Gri diizey es olusum
matrisleri (GLCM) yontemi, doku 6zelliklerini ikinci dereceden istatistiksel olarak
degerlendirmenin bir yoludur. Ugiincii ve yiiksek dereceli istatistiksel hesaplamada
dokular i¢in i veya daha fazla piksel arasindaki iligkileri gbéz Oniinde
bulundurulmaktadir. Ancak, teorik olarak miimkiin olmasina ragmen hesaplama
siiresinin uzun olmast ve yorumlama zorlugu nedeniyle yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Kullanilan bu GLCM, satir ve siitun sayisinin goriintiideki gri

diizeylerinin (G) sayisina esit oldugu bir matristir (154).
3.3.2. Ekotekstiir analizlerinin dogum ve jinekolojide uygulanmasi

Ekotekstiir analizleri, beseri hekimlik alaninda karaciger dokusundaki siipheli
kitlelerin bening veya malign oldugunu saptamak icin (160), tiroit nodiillerindeki
ekojenite yapisina gore malignant olup olmadiginin anlasilmasi (161), gebelik
sirasinda plasentada olusan yikimlanmalarin taninmasi (162,163) parotid bezinin bas
ve boyun bolgesi kanserinde radyoterapinin takibi (164), meme tiimdrlerinin saglikl
dokulardan ayrilmas1 (152,156) gibi amaglarla kullanilmaktadir. Yapilan deneysel
caligmalar sonucunda, 6nerilen yontemin tiroit nodiillerini dogru ve etkili bir sekilde
siniflandirabildigini gostermektedir (165). Veteriner hekimligi alaninda ise 6zellikle
dogum ve jinekoloji alaninda bilgisayar destekli ekotekstiir analizleri

uygulanmaktadir.

Preimplantasyon dénemde uterus, implantasyona hazirlik i¢in hem fiziksel hem

de kimyasal degisikliklere ugrar. Uterus bezlerinin salgilar1 implantasyona kadar
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besin ve hormonlarla konseptusun hayatta kalmasimni saglar (70). Gebelikteki
morfolojik degisiklikler ultrasonografi yoluyla goriintiilenebilmektedir. Evcil
hayvanlar ve ciftlik hayvanlarinda yapilan bilimsel caligmalar, ultrasonografik
goriintii O0zellikleri, histomorfolojik 6zellikler ve ovaryumdaki antral folikiillerinin
fonksiyonel durumu arasinda korelasyonlar oldugunu gdostermistir (141,166,167).
Sigir antral folikiillerinin ekotekstiirel 6zellikleri, folikiiler duvarin hiicresel ve
vaskiiler bilesimi ve bunlarin salgilama aktivitesi (yani, estradiol-17b ve P4’iin

folikiiler siv1 igerigi) ile ilgilidir (167).

Ostriis siklusu boyunca uterus ekotekstiirii iizerine gesitli arastirmalar rapor
edilmigtir. Ornegin; kisraklarda endometriyumdaki siklusa bagl degisiklikler
ekotekstiir analizleri kullanilarak degerlendirilmistir (150,168-170). Ineklerde de
siklustaki degisiklikler KL.’dan elde edilen ortalama gri deger verileriyle ortaya

konabilmisgtir (135,155).

Real-time ultrasonografi ile endometritisin varligi ve siddeti hakkinda, kornu
uterilerin ve serviksin Ol¢imii, uterus liimenindeki sivi varligi ve miktarinin
belirlenmesi, uterus duvarindaki yangisal degisikliklerin tespiti yapilarak fikir

yiiriitiilebilir (6).

Bu arastirmalarin yanisira ineklerde; Ostriis siklusunda ovaryum ve
endometriyumdaki degisiklerin takibi (134,135,140), erken gebelik doneminde liiteal
kan akis1 ekotekstiir 6zellikleri (141), suni tohumlama sonrasi erken ddnemde
gebelik teshisi (171), postpartum histolojik uterus involiisyonunun degerlendirilmesi
(172), kopeklerde; meme tiimorlerinin bening veya malign olarak siniflandirilmast
(178), abortus sonras1 uterusun ekotekstiirel 6zellikleri (144), gebelikte fotal akciger
ve karaciger farklilasmasinin belirlenmesi (162), hormon analizleri yerine
kullanilmast (173), kegilerde Ostriis ve gebelik donemlerindeki endometriyal
ekotekstlir degisimlerinin incelenmesi (174), domuzlarda uterus ekojenitesinin
incelenmesi (166), bogalarda; libido tespiti (175), koglarda pubertasa erisimin takibi
(176) ve sperma kalitesinin arastirilmasi (177) amaciyla da ultrasonografi ve goriintii

analizleri kullanilmustir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Hayvan Materyalinin Saglandig1 Yer ve Bakim Besleme Kosullar:

Calisma, Diyarbakir ili Sur ilgesi simirlarinda bulunan, Dicle Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Ciftligi’nde Temmuz-Eyliil 2021 tarihleri arasinda
yuriitiildii. Bolge, sert karasal bir iklim 6zelligine sahip olup yaz aylar1 ¢ok sicak
geemektedir. Calisma Oncesinde tiim hayvanlarin rutin antiparaziter tedavileri ve
astlamalar1 yapildi. Koyunlar sabah erken saatlerde merada otlatilirken, geceleri ise
agilda tutuldu. Mera otlatmasina ek olarak giinde 300 gr/bas karma yem ve ad

libitum olarak su verildi.
4.2. Hayvan materyali ve ¢calisma diizeni

Calismada, ciftlikte barindirilan Zom 1rki koyunlar hayvan materyali olarak
secilmistir. Caligmaya klinik ve reprodiiktif olarak saglikli, viicut kondiisyonu iyi
olan ve en az bir dogum yapmis koyunlar dahil edildi. Ciftlik kayitlar1 incelendikten,
klinik ve reprodiiktif muayeleri yapildiktan sonra calismaya dahil edilme sartlarina
uygun oldugu belirlenen 35 koyunla ¢aligmaya baglandi. Bir 6rnekliligin ve gebeligin
saglanmasi i¢in ¢alismaya dahil edilen koyunlar senkronizasyon programina dahil
edildiler. Senkronizasyon sonrasinda, tohumlama Oncesi yapilan muayenelerde
koyunlardan bir tanesi servikal hemoraji, iki tanesi ise akut prulent vajinitis sebebiyle
calismadan c¢ikarildi ve bu nedenle ¢alisma 32 adet hayvan ile tamamlandi. Koyunlar,
gebelik durumlarina gére; Grup I (n=16) gebe olan hayvanlardan ve Grup I (n=16)

gebe olmayan hayvanlardan olusturuldu.
4.2.1. Koyunlarin senkronizasyonu

Koyunlara uygulamalarin bagladig lireme mevsimine gore senkronizasyon amaciyla
9 giin siireyle intravajinal siinger (60 mg medroksiprogesteron asetat, Esponjavet®,
Hipra, Ispanya) uygulandi. Siingerlerin ¢ikarilmasi sirasinda tiim koyunlara ayni
anda 400 IU PMSG (Gebe kisrak serum gonadotropini, Oviser®, Hipra, Ispanya) ve 1
ml PGF2a (Gestavet Prost®, 1 ml’de 75 ng Cloprostenol, Hipra, Ispanya) kas ici

uygulandi. Intravajinal siingerlerin uzaklastirilmas: ve PMSG uygulamasmi takiben
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16. saatte fertilitesi bilinen koclardan elektroejokulasyon yontemi ile elde edilen
200x10° motil spermatozoon igeren taze sperma kullanilarak tiim hayvanlar aym
deneyimli veteriner hekim tarafindan intraservikal olarak tohumlandi. Tohumlama
gilinli 0. giin olarak kabul edildi. Calisma siirecinde kontrolsiiz ¢iftlesmelerin 6niine
gecebilmek icin koclar hem senkronizasyonlar siiresince hem de tohumlar sonrasinda

1 hafta siireyle stirtiden ayrildi.
4.2.2. Kan orneklerinin alinmasi

Tohumlama sonrasi 0., 8., 12., 16., 20., 24., 28. ve 32. giinlerde serum P4, MDA,
SOD ve GPx seviyelerinin belirlenmesi amaciyla vena jugularis’ten vakumlu jelli
tiiplere (BD Vacutainer®, BD, Tiirkiye) kan ornekleri alindi. Alman kan 6rnekleri
3000 devir/dk’da 10 dakika siireyle santrifiij edilerek serumlar1 ayrild1 ve ¢ikarilan
serumlar laboratuvar analizleri yapilincaya kadar derin dondurucu igerisinde (-18 °C)

saklandi.
4.2.3. Progesteron ve oksidatif stres parametrelerinin él¢iimii

Embriyonal dénemde yapilan ultrasonografik muayenelere ek olarak ayn1 muayene
giinlerinde koyunlardan alinan kanlarin serumlar1 ¢ikarildiktan sonra elde edilen
serum Orneklerinden P4, MDA, SOD ve GPx degerlerinin belirlenmesi, hazir ticari
enzim baglantili immiinosorbent test (ELISA) kitleri ile kit kullanim kilavuzunda

belirtilen prosediirler dogrultusunda teknigine uygun olarak yapildi (Tablo 2).

Tablo 2. Calisilan biyokimyasal parametrelerin analiz yontemleri

. CAT . ,
KIT ADI MARKA ~NO YONTEM KULLANILAN CIHAZ
Microplate reader: BIO-TEK EL X 800-
P BT-lab  E0015Sh ELISA
rogesteron 4 5 5 Aotu strip washer: BIO TEK EL X 50
Malondialdehit _ °"™_ Ouo101  Kolorimetrik REL BIOCHEM-REL ASSAY
Scientific
Siiperoksit Microplate reader: BIO-TEK EL X 800-
BT-lab  E0119Sh ELISA
Dismutaz 4 5 5 Aotu strip washer: BIO TEK EL X 50
Glutatyon Microplate reader: BIO-TEK EL X 800-
BT-lab  E0132Sh ELISA
Peroksidaz 4 5 5 Aotu strip washer: BIO TEK EL X 50
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Progesteron analiz sonuglari, koyun P4 kiti (Sheep Progesterone Receptor, PGR
ELISA Kit, BT Lab, Cin) ile degerlendirildi ve sonuglari ng/ml birimi olarak
belirtildi. Bu kit, ELISA test kitidir. Onceden kaplanmis plakaya numune eklenir ve
daha sonra biyotinlenmis antijen eklenir. Numunelerdeki antijenler, yakalama
antikoruna baglanmak ve inkiibe etmek icin biyotinlenmis antijenle rekabet eder.
Baglanmamis antijen, bir yikama ile uzaklastirilir. Daha sonra bir avidin-HRP
eklenir ve sonra inkiibe edilir. Baglanmamis avidin-HRP, yikama ile uzaklastirilir.
Daha sonra TMB substrate eklenir ve renk olusur. Asidik stop soliisyonu eklenerek
reaksiyon durdurulur ve renk 450 nm'de Olciilebilen sariya doner. Olusan rengin

yogunlugu, numunedeki P4 konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Malondialdehit analizinde MDA seviyesi, 90-100 C®de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona dayali bir yontemle belirlendi. Olgiimler kolorimetrik yontemle
(Relassay, Rel Biochem-Rel Assay) yapildi ve sonuglart pmol/L birimiyle ifade
edildi. Tiyobarbitiirik asit test reaksiyonunda, MDA veya MDA benzeri maddeler ve
TBA, 532 nm’de maksimum absorpsiyon ile pembe bir pigment lretimi ile
reaksiyona girer. Reaksiyon, pH 2-3’te 90 C*’de 15 dakika boyunca gerceklestirildi.
Numune, proteinin ¢okelmesi i¢in iki hacim soguk %10 (a/h) trikloroasetik asit ile
karistirildi. Cokelti santrifiijleme ile topak haline getirildi ve siipernatantan bir kisim
esit hacimde %0,67 (a’/h) TBA ile 10 dakika kaynar su banyosunda reaksiyona

sokuldu. Sogutulduktan sonra absorbans 532 nm’de okundu.

Glutatyon peroksidaz analizi i¢in ELISA kiti kullanilmistir. Plaka, koyun GPx-1
antikoru ile onceden kaplanmistir. Test sirasinda numunede bulunan koyun GPx-1
eklenir ve kuyucuklarda kaplanmis bu antikorlara baglanir. Ardindan biyotinlenmis
koyun GPx-1 antikoru eklenir ve numunedeki koyun GPx-1’e baglanir. Sonraki
adimda eklenen Streptavidin-HRP, biyotinlenmis GPx-1 antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklagtirilir. Yikama sonrasinda substrat soliisyonu eklenir ve koyun
GPx-1 miktariyla orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma

sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve 450 nm’de absorbans 6lgiiliir.
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Stiperoksit dismutaz analizi i¢in ELISA kiti kullanilmistir. Plaka, koyun SOD
antikoru ile dnceden kaplanmistir. Test sirasinda numunede bulunan koyun SOD’u
eklenir ve kuyucuklarda kaplanmis antikorlara baglanir. Ardindan biyotinlenmis
koyun SOD antikoru eklenir ve numunedeki koyun SOD’mma baglanir. Sonraki
adimda eklenen Streptavidin-HRP, biyotinlenmis SOD antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklagtirilir. Yikama sonrasinda substrat soliisyonu eklenir ve koyun
SOD miktar1 ile orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma

sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve 450 nm’de absorbans 6lgiiliir.
4.2.4. Ultrasonografik muayeneler ve goriintiilerin elde edilmesi

Ultrasonografi ile uterus gorintiilerinin alimmast ve gebelik muayeneleri kan
orneklerinin toplandigi 0., 8., 12., 16., 20., 24., 28. ve 32. giinlerde, 6rneklemelerin
hemen ardindan gergeklestirildi. Ik 6rnekleme (0. giin) suni tohumlama yapildiktan
sonra gerceklestirildi. Ultrasonografik muayeneler transrektal olarak yapildi.
Muayene Oncesi koyun sirtlistii pozisyona getirilerek arka bacaklar bir yardimci
tarafindan geriye dogru uzatilarak tutuldu. Ardindan lateks bir eldiven giyilerek
kayganlagtirtlan orta ve isaret parmak ile rektumdaki diskilar bosaltild.
Utrasonografi probu, rektal muayene ¢ubuguna yerlestirildikten sonra, utrasonografi
jeli ile kayganlastirilarak dikkatli bir sekilde rektuma girildi ve kraniale dogru 15-20
cm ilerletildi. Vezika iirinaryanin gériilmesinin ardindan prob, 90’-180° saat yoniinde

veya tersi yonde g¢evrilerek kornu uterilerin ultrasonografi goriintiileri alindi.

Ultrasonografik muayeneler 5-7,5 MHz prob donanimina sahip tasinabilir
ultrasonografi cihaz1 (Lineer rektal prob, Hasvet 838® model, Hasvet, Tiirkiye) ile
gerceklestirildi ve uterus kesitlerine ait (Sekil 4,5,6) goriintiler BMP formatinda
kaydedilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Bu goriintiiler muayene giinleri ve
hayvanin kiipe numarasini icerecek sekilde bilgisayara kaydedildi. Muayeneler
sirasinda ultrasonografi cihazina ait goriintii ayarlarimin (parlaklik, karsitlik, kazang
gibi), prob frekansinin, inceleme derinliginin ve koyunlarin pozisyonlarinin bir 6rnek

olmasina dikkat edildi.
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Sekil 5. Calismada elde edilen 28 giinliik gebeliklerin ultrasonografik goriintiisii
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Sekil 6. Calismada elde edilen 32 giinliik gebeliklerin ultrasonografik goriintiisii

4.2.5. Ekotekstiir analizlerinin yapilmasi

Ekotekstiir parametrelerinin hesaplanmasi amaciyla bu alanda kabul gérmiis olan
medikal goriintii isleme ve analiz yazilimlarindan ImageJ yazilimi (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) kullanild1 (Sekil 7). Ekotekstiir
parametrelerinden; MGL, CON, ENT ve HOM degerleri hesaplanarak
degerlendirildi. Ekotekstlir analizlerinin gilivenirliligini saglamak adma cihazin
gorlintii ayarlar1 bir 6rnek olacak sekilde kayitlar gerceklestirildi. Gebeliklerin
dogrulanmasi ve gebe olmayanlarin belirlenmesi amaciyla suni tohumlama sonrasi
45. giinde transrektal ve transabdominal ultrasonografi ile gebelik kontrolleri yapildi.

Calismada ekotekstiir analizleri i¢in toplam 1024 goriintii ve 4096 ROI incelenmistir.

Elde edilen ultrasonografik goriintiiler “BMP” formatinda kaydedilip daha sonra
incelenmek iizere bilgisayara aktarildi. Image]® yazilimi acildiktan sonra
ultrasonografik goriintiiler “ImageJ>File>Open” yolu ile veya goriintiiniin uygulama

izerine siiriiklenmesi ile yazilim icerisinde agilmasi saglandi.
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Sekil 7. ImagelJ programi arayiizii

Program igerisinde “Analyze>Tools>ROI Manager” acild1 ve inceleme alanlari
olusturmak i¢in her goriintiide 4 (dort) adet ROI alant uterusun endometriyum
tabakasindan  segilerek ROI Manager icinde “Add” kismina basarak eklendi.
Ultrasonografik goriintiilerde ROI secimi sadece endometriyum tabakasini alacak
sekilde, embriyo veya uterusun diger katlarimi kapsamayacak sekilde ve artefakt
olmayan boliimlerden secilmesine dikkat edildi (Sekil 8). Segilen ROI’ler 12x12 (w
x h) olan 144 piksel sayisina (“‘count”) sahipti.

Sekil 8. inceleme alanlarinin (ROI) segimi

Inceleme alanlar1 belirlendikten sonra her bir ROI alami igin ayr ayr
“ImageJ>Analyze>Histogram” yolu ile ve burada degerlendirilen piksel sayisi
(“Count”), ortalama gri deger (“Mean’), histogram igerisinde bulunan gri degerlerin
standart sapmast (“StdDev”), en kii¢iik gri deger (“Min”), en biiylik gri deger
(“Max”) ve gri degerin ortanca degeri/en ¢ok tekrar edilen deger (“Mode”) gibi

histogram degerleri program igerisinde bulundu (Sekil 9).
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Sekil 9. Histogram analiz grafigi

Yine ImageJ programi icerisinde daha ileri kontrast ve homojenite tetkikleri i¢in
“GLCM texture plugins” eklentisi indirildi. Bu eklenti sadece 8-bit olan gdriintiilerde
calistif1 icin incelenecek resimlerin 8 bit degisimi “Imagel>Image>Type” ile
gerceklestirildi. Bu degisiklik gri beyaz olan ultrasonografik goriintiilerde
gbozlenmemektedir. Bu degisen resim iizerindeki analizler yazilim igerisinde yer alan
icerisinde “ImageJ>Plugins>GLCM Texture” yolu ile yapildi. Tekstiir analizinin
icerisinde goriintii homojenitesi (“Angular Second Moment”), kontrast (“Contrast”),
komsularina gore gri deger (“Correlation”), bolgesel homojenite (“Inverse Difference

Moment”), entropi (“Entropy”) gibi degerler saptandi (Sekil 10).
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Sekil 10. GLCM tekstiir analizinde incelenen parametreler

Elde edilen tiim veriler gruplara ayrilarak koyun kiipe numaralarina ve giinlere

gore ayrilacak sekilde MS Excel® yazilimma aktarilds.
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4.2.6. Istatistiksel degerlendirme

Kontrol giinlerinde gruplar arasindaki P4, oksidatif stres parametreleri ve ekotekstiir
degerlerindeki farkliliklarin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi, incelenen
parametreler icin gruplarin zaman icinde degisimi olup olmadigini ayr1 ayri
gbozlemlemek icin tekrarlayan Olglimlerde ANOVA testi yapilmis Bonferroni
diizeltmesi uygulanmistir. Progesteron, oksidatif stres parametreleri ve ekotekstiir
degerlerindeki giinlere baglh degisikliklerin arasindaki iligki diizeyinin belirlenmesi

icin Pearson Korelasyon testi uygulanmistir.
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5. BULGULAR

Muayene giinlerinde elde edilen P4 diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki
degerlerde O6nemli diizeyde bir farklilik goriillmemistir (P>0,05). Progesteron
diizeylerinin zamana bagli degisimi incelendiginde her iki grupta da 8. giinde bir
diisiis meydana geldigi ve sonrasinda ise 16. giinde en yiiksek degerlerine ulasarak
32. giine kadar kademeli olarak azaldigi belirlenmistir. Grup I’de 8., 28. ve 32.
giinlerde elde edilen P4 diizeyi 20. giine oranla 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur
(P<0,05). Benzer sekilde GII’deki 20. giin P4 degerleri 8. ve 32. giinlere gore 6nemli
diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Uygulama giinlerinde elde edilen progesteron degerleri

GI GII

iy (ng/ml; x + SE) (ng/ml; x + SE) P degeri
0 2,31+0,39 1,96 £ 0,41 ns
8 1,72 +0,23° 1,78 + 0,25 ns
12 2,36 0,40 2,17+0,42 ns
16 3,3 +£0,46% 3,35+0,49° ns
20 3,10 £0,29% 2,59 +£0,31% ns
24 2,46 +£0,33 2,37+0,35 ns
28 1,99 +0,27% 2,15+ 0,28 ns
32 1,90 + 0,25% 1,71 +£ 0,26 ns
P degeri <0,05 <0,05

*Aym siitundaki farkli harfler (*“)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

Muayene giinlerindeki MDA verileri gruplar arasinda karsilastirildiginda, 8. giinde
onemli diizeyde farklilik tespit edilmistir (P<0,05). Sekizinci giin disinda diger tiim
muayene glinlerinde gruplar arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0,05). Zamana bagli MDA degerlerinin degisimi incelendiginde 16. giinde GI ve
GIl’de sirastyla 35,77 + 5,81 ve 33,78 £+ 5,63 degerleriyle en yliksek seviyesine
ulagsmig ve 24. giine kadar azalarak ilerlemistir. Ancak 28. ve 32. giinlerde degerlerde
dramatik bir diisiis gerceklesmis ve diger glinlerden énemli diizeyde farklilik tespit

edilmistir (P<0,05) (Tablo 4).
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Tablo 4. Uygulama giinlerinde elde edilen malondialdehit degerleri

Giin Gl Gll P degeri
(nmol/L; x £ SE) (nmol/L; x + SE)
0 26,58 = 4,00* 26,74 + 3,87 ns
8 32,49 +3,76* 21,37 + 3,64 <0,05
12 35,77 £ 5,81* 33,78 £ 5,63% ns
16 39,87 £4,02° 42,21 + 3,89° ns
20 38,16 + 4,26 37,90 + 4,12% ns
24 29,34 + 4,74% 31,64 + 4,59 ns
28 544 +2.21° 8,37 +2,14° ns
32 10,65 £ 2,64 6,09 & 2,56 ns
P degeri <0,05 <0,05

*Aym siitundaki farkli harfler (*®“)muayene giinleri elde edilen
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

degerler arasindaki Onemli

Muayene giinlerindeki SOD degerleri, gruplar arasinda karsilastirildiginda, tiim

muayene gilinlerinde gruplar arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik tespit edilmemistir

(P>0,05). Grup igi degerler karsilastirildiginda ise; her iki grupta da 8. glinde 6nemli

diizeyde bir azalma meydana gelmistir (P<0,05). En yiiksek degerler ise her iki

grupta da 0. giinde elde edilmistir. Takip eden muayene giinlerinde 16. giine kadar 8.

giine gore 6nemli diizeyde artiglar sekillenmis (P<0,05), 20. giin sonrasinda giderek

diiserek 12. giindeki seviyelerine gerilemistir (Tablo 5).

Tablo 5. Uygulama giinlerinde elde edilen siiperoksit dismutaz degerleri

Giin Gl Gl P degeri
(ng/ml; x + SE) (ng/ml; x £ SE)
0 24,95 + 4,49° 27,35+ 4,49° ns
8 2,02 £ 0,55° 2,68 £ 0,55° ns
12 6,97 + 1,62 3,93 + 1,620 ns
16 21,48 + 5,62% 23,54 + 5,62 ns
20 20,51 + 6,00 24,28 £+ 6,004 ns
24 17,01 £ 5,46 19,40 + 5,46 ns
28 8,12 +1,85¢ 7,13 +1,85% ns
32 6,94 £ 1,63% 5,27 £1,63% ns
P degeri <0,05 <0,05

*Ayni siitundaki farkli harfler (*¢)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki &nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05
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Glutatyon peroksidaz verileri gruplar arasinda karsilastirildiginda, tiim muayene
giinlerinde gruplar arasinda elde edilen degerler bakimindan bir farklilik tespit
edilememistir (P>0,05). Grup i¢i degerler karsilastirildiginda ise her iki grupta da 28.
glindeki degerlerde diger giinlere gore 6nemli diizeyde azalmalar tespit edilmistir

(P<0,05). En yiiksek degerler ise her iki grupta da 0. glinde elde edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Uygulama giinlerinde elde edilen glutatyon peroksidaz degerleri

Giin Gl Gll P degeri
(nU/ml; x + SE) (nU/ml; x + SE)
0 1152,22 +203,90° 1297,67 +203,90° ns
8 973,82 +£219,02° 1057,12 +219,02° ns
12 858,40 = 231,53 1139,58 + 231,53* ns
16 736,62 + 134,49° 828,95 + 134,497 ns
20 893,88 £ 236,36 1103,77 +236,36° ns
24 702,68 £231,51 942,96 + 231,512 ns
28 272,51 + 68,52° 254,42 + 68,52° ns
32 241,29 +51,14° 181,41 £51,14° ns
P degeri <0,05 <0,05

*Ayni siitundaki farkli harfler (*¢)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki &nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

Gruplar arasinda ENT degerleri karsilastirildiginda GI’de 28. ve 32. giinlerde
elde edilen sirastyla 5,312 £ 0,05 ve 5,314 £ 0,05 degerleri GII’de ayn1 glinlerde elde
edilen 5,288 + 0,005 ve 5,292 + 0,005 degerlerine gore onemli diizeyde yiiksek
bulunmustur (P<0,05). Diger muayene giinlerinde ise Onemli bir farklilik
saptanmamustir. ENT degerlerinin zamana bagli degisimi incelendiginde gebe
hayvanlarin bulundugu GI’de 8. giinde elde edilen degerler embriyonik gelisim
stirecinin sonuna dogru 24., 28. ve 32. giinlerde elde edilen degerlere gore dnemli
diizeyde diisiik bulunurken (P<0,05), GII’de muayene giinleri arasinda ENT degerleri

bakimindan énemli bir degisiklik belirlenmemistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Uygulama giinlerinde elde edilen entropi degerleri

Giin (x SISE) (x SISIE) P degeri
0 5,297 £ 0,005%¢ 5,299 + 0,006 ns
8 5,269 + 0,006° 5,280 + 0,006 ns
12 5,284 + 0,005 5,289 + 0,006 ns
16 5,280 + 0,005 5,281+ 0,006 ns
20 5,289 + 0,005 5,291 + 0,005 ns
24 5,301 + 0,005%¢ 5,293 £ 0,005 ns
28 5,312 £ 0,005% 5,288 + 0,005 <0,05
32 5,314 + 0,005 5,292 + 0,005 <0,05
P degeri <0,05 ns

*Aym siitundaki farkli harfler (*“)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

Homojenite degerlerinin gruplar arasindaki ve zamana bagli degisimi
incelendiginde herhangi bir fark bulunmamistir (P>0,05), ancak GI’de 20. giinden
sonra belirgin bir diisiis gdzlenmis ve 32. giline kadar ayn1 seviyede seyretmistir. GII
degerleri 1se dalgali bir seyir gostermesine karsin 28. ve 32. giinlerde GI’de elde

edilen deger seviyelerine gerilemistir (Tablo 8).

Tablo 8. Uygulama giinlerinde elde edilen homojenite degerleri

GI

GIlI

Giin (x+ SE) (x+ SE) P degeri
0 0,161 £ 0,002 0,159 + 0,002 ns
8 0,162 + 0,003 0,163 + 0,003 ns
12 0,160 + 0,002 0,156 + 0,002 ns
16 0,161 £ 0,002 0,163 £+ 0,002 ns
20 0,164 + 0,002 0,161 = 0,002 ns
24 0,157 + 0,002 0,161 = 0,002 ns
28 0,157 + 0,002 0,157 + 0,002 ns
32 0,157 + 0,002 0,158 + 0,002 ns
P degeri ns ns

*Aynmi siitundaki farkli harfler (*¢)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki &nemli
farkliliklar1 gdstermektedir. ns: P>0,05
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Her iki grubunda CON degerleri incelendiginde tohumlama giinii olan 0. giinde
GI'de elde edilen degerlerin, GII’ye gore Onemli diizeyde diisik oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Zamana baglh degisimler incelendiginde ise GI 8. giindeki
degerler diger tim muayene giinlerine gére onemli diizeyde diisiik olarak tespit
edilmistir (P<0,05). Benzer sekilde GI’de 0. giindeki degerler 24., 28. ve 32. giin
degerlerine gore onemli diizeyde diisiik bulunmustur (P<0,05). Buna karsin GII’de
16. giin degerleri 20. ve 32. giin degerlerine gore 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur

(P<0,05) (Tablo 9).

Tablo 9. Uygulama giinlerinde elde edilen kontrast degerleri
GI GII

Giin (x+ SE) (x+ SE) P degeri
0 101,71+1,44° 106,78+1,43 <0,05
8 96,04+1,71¢ 102,68+1,70 ns
12 105,32+1,50* 109,28+1,49° ns
16 105,31+1,30% 102,76+1,29° ns
20 106,74+1,37% 109,12+1,36° ns
24 108,34+1,32° 108,65+1,31° ns
28 109,88+1,34* 108,07+1,32 ns
32 109,68+1,30? 109,08+1,29° ns
P degeri <0,05 <0,05

*Aym siitundaki farkli harfler (*“)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

Tohumlama giinti elde edilen MGL degerleri incelendiginde GI’deki degerler
GII’ye gore 6nemli diizeyde yiiksek (P<0,05) iken 8. giinde bu degerler GI’de GII'ye
gore Oonemli diizeyde diisiik olarak tespit edilmistir (P<0,05). Ancak embriyonik
donemin sonunda 32. giinde GI degerleri yeniden GII’ye gore Onemli diizeyde
yiiksek bulunmustur (P<0,05). Zamana bagl degisimler incelendiginde ise her iki
grup i¢in de 8. giinde d6nemli diizeyde diisen (P<0,05) MGL degerlerinin giderek
artarak 32. giinde en yliksek degerlerine ulastig1 tespit edilmistir (P<0,05) (Tablo 10).
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Tablo 10. Uygulama giinlerinde elde edilen ortalama gri degerler

Giin x SISE) x (jISIE) P degeri

0 141,11+ 1,93 133,71 + 1,88° <0,05
8 118,06 + 1,68¢ 124,27 + 1,64° <0,05
12 124,81 + 1,48¢ 135,21 + 1,44 <0,05
16 124,91 + 1,41¢ 123,11 +1,37° ns

20 121,39 + 1,50 133,37 + 1,46 <0,05
24 149,83 + 1,44¢ 141,15 + 1,404 <0,05
28 140,77 £ 1,27° 141,10 + 1,232 <0,05
32 152,87 + 1,61 143,06 + 1,572 <0,05

P degeri <0,05 <0,05

*Aym siitundaki farkli harfler (*“)muayene giinleri elde edilen degerler arasindaki 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir. ns: P>0,05

Her iki grupta da ekotekstiir parametreleri P4, GPx, MDA ve SOD degerleri
arasindaki korelasyonlar incelendiginde c¢esitli parametreler arasinda giicli
korelasyonlar oldugu saptanmistir. GI’de GPx ve MDA degerleri ekotekstiir
parametreleri ile giiclii korelasyon gosterirken, MGL degerleri P4, GPx, MDA ve
SOD degerleri ile 6nemli bir korelasyon gdstermemistir. Ayrica GI’de SOD degerleri
P4 degerleri ile giiclii bir pozitif korelasyon (r=0,747; P=0,033) gdosterirken diger
parametrelerle onemli bir korelasyon saptanmamistir (Tablo 11). GII’de ise 6zellikle
arastirmas1 yapilan GPx, MDA ve SOD degerleri ile ekotekstiir parametreleri

arasinda herhangi bir 6nemli korelasyon saptanmamistir (Tablo 12).

Grup I’de CON ve GPx arasinda negatif yonlii gii¢lii bir korelasyon (r=-0,750;
P=0,032) saptanmustir. Degerlerin birbirleri tizerine agikladiklar varyans ise %56,25
yani CON degerlerindeki degisimin %56,25’inin GPx kaynakli olabilecegi tespit
edilmistir. Ekotekstlir parametreleri ile incelenen oksidatif stres ile ilgili
parametrelerle en gili¢lii korelasyon GI’de ENT ve MDA (r=-0,829; P=0,011)
degerleri ile ENT ve MGL (= 0,883) degerleri arasinda tespit edilmistir. Buna gore
ENT ile MDA arasinda negatif, ENT ve MGL arasinda ise pozitif yonli gii¢lii bir

korelasyon bulunmaktadir. ENT ve MGL’nin birbirleri iizerlerine agikladiklari
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varyans ise %77,96 olup ENT degisimlerin %77,96’s1 MDA degerlerindeki degisime

bagl olarak sekillenmektedir.

Tablo 11. Grup I’de dlgiilen parametreler arasi korelasyonlar

CON ENT HOM MGL P4 GPx MDA SOD
CON r 1 0,796 -0,610 0,605 0,209 -0,750" -0,476 0,118
P 0,018 0,108 0,112 0,620 0,032 0,233 0,780
ENT ¥ 1 -0,747° 0,883  -0,259  -0,711"  -0,829" 0,039
P 0,033 0,004 0,536 0,048 0,011 0,927
r 1 -0,833" 0,460 0,752" 0,744 0,318
HOM
P 0,010 0,251 0,031 0,034 0,443
r 1 -0,333 -0,554 -0,702 0,073
MGL
P 0,420 0,155 0,052 0,863
"y r 1 0,268 0,651 0,747"
P 0,521 0,081 0,033
r 1 0,764 0,416
GPx
P 0,027 0,305
r 1 0,380
MDA
P 0,352
r 1
SOD
P
*Korelasyon P<0,05 diizeyinde anlamlidir. ** Korelasyon P<0,01 diizeyinde anlamlidur.
Tablo 12. Grup II’de 6l¢iilen parametreler arast korelasyonlar
CON ENT HOM MGL P4 GPx MDA SOD
CON r 1 0,707  -0,733" 0,867 -0,300 -0,195 -0,220 -0,061
P 0,050 0,039 0,005 0,471 0,643 0,601 0,886
ENT r 1 -0,495 0,662  -0,338 0,124 -0,132 0,398
P 0,212 0,074 0,413 0,770 0,756 0,328
r 1 -0,702 0,445 0,314 0,459 0,391
HOM
P 0,052 0,269 0,448 0,252 0,338
r 1 -0,446  -0,519 -0,566 -0,193
MGL
P 0,268 0,188 0,144 0,646
P4 r 1 0,160 0,744" 0,581
P 0,704 0,034 0,131
r 1 0,746 0,449
GPx
P 0,034 0,264
r 1 0,609
MDA
P 0,109
r 1
SOD
P

*Korelasyon P<0,05 diizeyinde anlamlidir. ** Korelasyon P<0,01 diizeyinde anlamlidur.
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6. TARTISMA

Oksidatif stres hem fizyolojik hem de patolojik olarak viicutta ¢esitli etkilere sahiptir.
Bu etkilerin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla insan ve hayvanlar {izerinde birgok
arastirma yapilmistir ve oksidan-antioksidan dengesinin ¢esitli durumlar karsisinda
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Ornegin; saglikli ineklerde &striis siklusu
siiresince oksidan ve antioksidanlar arasinda dinamik bir denge oldugu ve
oksidanlarin arttifi durumlarda antioksidanlarda da bir artis meydana geldigi ve
oksidatif hasar1 engelledigi ortaya ¢ikmistir (179). Cetin ve ark. (180)’nin 10 ve 24
saat siireyle taginan koyunlarda oksidatif stres parametrelerini degerlendirilmis
MDA, NO, SOD ve GPx aktivitelerinin 6nemli diizeyde yiikseldigini tespit
etmislerdir. Bu artislar oksidan-antioksidan dengesinin saglanmasina yo6nelik
artiglardir. Bu durum hayvanlarin uzun siireli bir yerden bir yere taginmasinin oksijen

kaynakli serbest radikalleri ve bir¢ok reaktif oksijen tiirlerini arttirdigini gostermistir.

Oksidan-antioksidan arasindaki denge, laktasyonun donemine gore de
degiskenlik gosterebilmektedir. Nitekim gebe olmayan Saanen kegilerinde oksidatif
stresin erken ve gec laktasyon donemindeki seviyeleri incelendiginde, geg¢ laktasyon
donemindeki kegilerde total antioksidan kapasitesi (TAS) diizeylerinin erken
laktasyon donemine gore daha yiiksek oldugu ve MDA diizeylerinin ise diisiik
oldugu tespit edilmistir. Muhtemel sebepler olarak ise postpartum stres ve kolostrum
tretimi nedeniyle antioksidanlarin streste harcanmasi gosterilmistir (181). Yine
kegiler tizerinde yapilan baska bir ¢alismada postpartum 0. giinden itibaren SOD ve
MDA seviyelerinde kademeli yiikselmeler bulunmus ve postpartum 6-7. giinlerde en
ist seviyelere ulasmistir. Glutatyon peroksidaz diizeyleri ise 21. giine kadar kademeli
olarak artmistir. Malondialdehit ve SOD miktarlarinin artmasinin olas1 nedeni olarak
ozellikle postpartum ilk hafta yetersiz gida alimina bagli yag mobilizasyonu sonucu

olusan lipid peroksitler ve ROS gosterilmistir (182).

Ostriis siklusu takip edildiginde folikiiler fazdaki ROS diizeyi ile liiteal fazdaki
ROS diizeyleri karsilastirildiginda liiteal fazda daha az diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeni KL’un antioksidanlar tarafindan korunmasidir (65).

Liiteolizis doneminde ise tam tersi olarak ROS diizeyi daha yiiksek olup PGF2a’y1
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uyarict etki gostermektedir (68). Farkli bir ¢calismada, koyunlarda gebelik siiresince
KL’daki antioksidan enzimlerin diizeyi incelendiginde; SOD ve GPx miktarlar
gebeligin  15-40. giinleri arasinda Onemli oranda artmistir (87). Sunulan tez
calismasinda elde ettigimiz verilerde ise SOD miktar1 16. giine kadar artarken
sonrasinda Onemli diizeyde azalmig, GPx diizeyleri yine benzer sekilde azalma
egiliminde olup, 28. gilinden sonra onemli diizeyde diislis goOstermistir. Bazi
etkenlerin ise viicutta oksidatif stres olusturma olasilig1 diisiik bulunmustur. Nitekim;
koyun ve kecgilerde beslenmenin viicutta oksidatif stres iizerine etkilerinin
arastirildigi bir calismada gebe koyun ve kegilerin MDA degerinde gozlenen artis ve
SOD aktivitelerinde gozlenen azalma nedeniyle gebe olmayan gruplara gore gebelik
sirasinda daha fazla oksidatif stres riskine maruz kaldiklar1 kaydedilmistir. Beslenme
faktorii oksidatif streslerden biri olmasina ragmen gebelik faktoriiniin, hayvanlarin
karsilastig1 en fazla oksidatif stresi olusturdugu belirtilmistir. Calisma sonucunda,
diyetin beslenme seviyesindeki degisikliklerin, gebelik faktorii ile karsilastirildiginda
hayvanlar lizerinde ¢ok az etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (183). Baska bir
calismada ise aclik durumunda antioksidan diizeyleri incelendiginde; ii¢ giinliik a¢lik
sonunda gebe olmayan koyunlarda; 1. giin SOD miktarinda, 3. giinde ise MDA
oraninda 6nemli oranda artis tespit edilmis, CAT diizeyi 2. giinde 6nemli oranda artis
gostermistir.  Glutatyon peroksidaz miktarinda ise Onemli bir degisiklik
gbzlenmemistir ve c¢alisma sonucunda eritrositlerin serbest radikaller karsisinda
savunulmasinda etkili olan enzimin SOD yerine daha ¢ok CAT oldugu tespit

edilmistir (184).

Reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzimler tarafindan kontrolii, redoks
dengesinin, hiicre fonksiyonlarinin ve gelisen organizmalarin hayatta kalmasi ile
iligkili sinyal yolaklarinin korunmasinda temel unsurlardan biridir. Gebeligin
olusumu, embriyonik trofoektoderm ve endometriyum arasindaki hiicreler arasi
iletisimi kuran sinyal molekiillerinin (ROS firiinleri vb.) bir ag1 tarafindan
desteklenir. Bu nedenle, trofoektoderm ve endometriyumda antioksidan enzimler ve
bu enzimlerin aktivitelerinin iyi anlasilmasi gerek preimplantasyon gerekse de
konseptus gelisimi  agisindan olduk¢ca Onem arz etmektedir (185-188).
Implantasyondan &nce antioksidan enzim diizeyleri, tutunmanin gergeklesmesi ve

embriyo gelisimi acisindan énemlidir. Gelismekte olan konseptusun uterus igerisinde
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ROS'un neden oldugu oksidatif hasardan korunmasi; asir1 ROS iiretimini ve yiiksek
oranda reaktif ve toksik serbest radikallerin yayilmasini Onleyen antioksidan
sistemler tarafindan saglanabilir. Reaktif oksijen tiirlerinin antioksidanlar tarafindan
kontrol altinda tutulmasi; proliferasyon, farklilasma ve apoptozis dahil hiicresel
sinyal yollarinin gelisiminde ve oksidatif stres agisindan 6nemli olup embriyonik
gelisimi degistirebilirler (188-191). Implantasyondan énce ve sonra embriyo ROS
iiretir ve salgilar. Artan ROS embriyonik gelisimin iki hiicreli gelisim asamasinda
durmasina neden olan blastosistteki apoptozisi uyarir (1). Farelerde implantasyondan
gebeligin 5. giiniine kadar uterusta O> seviyesi vaskiiler permeabilite artigindan
kaynakli olarak yiiksek seviyede tespit edilmistir (43,81,192). Gebe farelerin
NADPH’a bagli Oy iiretimi preimplantasyon donemine gore gebelik sirasinda
artmaktadir (193,194). Bu dénemdeki embriyo ve uterustaki bu yiiksek miktardaki
ROS varlig1 plasental hiicre membraninin zayiflatilmasi ve fertilize olmus oositin
implantasyonunu saglayarak plasental besin maddelerinin ve makrofajlarin gegisi
icin 6nemli olan kiiclik kapilar aglarin olusumu ve membran gec¢irgenliginin artmasi

bakimindan énemlidir (27).

Gebelik; yeterli fotal gelisim ve biliylimeyi saglamak icin gerekli olan yiiksek
enerji ihtiyaglarinin karsilanmasi gereken fizyolojik bir olaydir. Bu nedenle anne ve
fotiis bu siiregte oksidatif strese maruz kalacaklardir (2,57). Yiizeysel
implantasyonun bagladig1 15-16. giinler ile 18. giin arasinda trofoblast hiicreleri
uterus bezlerine ylizeysel tarzda tutunarak embriyonun beslenmesinde rol oynar.
Yapilan bir arastirmada, bu donemde karunkiiler ve interkarunkiiler bolgelerin var
olan oksidatif strese SOD aktivitesindeki artisla karsilik verdigi, buna karsilik MDA
sevilerinde ise herhangi bir farklilik olugmadigi goézlenmistir (195). Koyunlarda
yapilan bir c¢alismada ise; MDA konsantrasyonu gebe olmayan hayvanlarla
karsilagtirildiginda erken, orta ve ileri gebe hayvanlarda pozitif yonde énemli 6lgiide
artarken SOD, CAT ve TAC konsantrasyonlarinda tam tersine azalma gozlenmistir.
Malondialdehit diizeyindeki artisin sebebi olarak lipid peroksidasyonu artis1 ve buna
bagli olugan ROS {iriinleri gosterilmektedir (196).

Gebe koyunlar tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada da MDA konsantrasyonu

gebeligin 21. gliniinde 6nemli diizeyde artmis ve 120. giine kadar daha az 6nemli
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derecede artmaya devam etmistir. Bu artisin olast sebebi olarak ovaryumlardaki
yogun steroidogenezis ve siklik aktiviteler gdsterilmistir (96). Abdel-Ghani ve ark.
(222), kegilerde yaptiklart c¢alismada gebelik doneminde serum MDA
konsantrasyonunu yiiksek bildirirken, Akéz ve ark. (223) kecilerde gebelik
doneminde serum MDA konsantrasyonunu diisiik bulmuslardir. Giir ve ark. (97)’nin
koyunlarda yaptiklar1 ¢alismada ikiz yavru doguran koyunlardaki MDA seviyesinin
tek yavru doguran ve gebe olmayanlarda 6nemli diizeyde yiiksek oldugunu
bildirmisglerdir. Giirgoze ve Gokalp’in kegilerde yaptiklari ¢calismada serum MDA
diizeyleri arasinda fark olmadigini bildirmislerdir (224).

Sunulan tez ¢aligmasinda elde edilen verilere gore ise; hem gebe hem de gebe
olmayan grupta embriyonal donem i¢inde suni tohumlamadan itibaren MDA miktar1
diizenli bir sekilde artarak 16. giinde en yiiksek seviyesine ulagmigtir. Fakat 28. ve
32. giinlerde degerlerde dramatik bir diisiis gerceklesmis ve diger muayene
giinlerinden 6nemli diizeyde bir farklilik tespit edilmistir. Benzer sekilde Aydin ve
Kose (221)’de koyunlarda MDA diizeyinin, gebelik dncesi degerlere gore gebelik
stiresince ve dogumdan sonra dnemli derecede azaldigini belirtmislerdir. Siiperoksit
dismutaz degerleri ise tohumlama giinlinde yiiksek tespit edilmis bu degerlerin
Jozwik ve ark. (64) tarafindan bildirilen folikiiler duvarin yirtildigr oviilasyon
donemindeki Oz ve iliskili metabolitlerin varligina bagli olarak sekillenmis
olabilecegi degerlendirilmistir. Ilerleyen siirecte 8. giinde diisen SOD seviyeleri 16.
gline kadar artarken sonraki giinlerde 6nemli diizeyde tekrar diislis gostermistir.
Stiperoksit dismutaz ve MDA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon tespit
edilmistir. SOD ve MDA diizeylerinin embriyonal donemdeki degisimlerinin
paralellik gostermesi, MDA diizeyinin azalmasinda SOD enziminin etkisi

olabilecegini diislindiirmiistiir.

Karadas ve ark. (197)’nin yaptiklar1 tez c¢alismasinda, gebelik Oncesi ve
gebeligin 1-3. Haftalarinda birbirine yakin olan MDA diizeylerinin, gebeligin 5-6. Ve
7-8. Haftalarinda istatistiki 6nemde olmamakla birlikte diisme egilimi gdsterdigini
dogumdan sonraki 3-4. Haftalarda ise MDA diizeyinde onemli bir yiikselmenin
oldugunu belirlemistir. Gebelik Oncesi ve gebeligin 1-3. Haftalar1 arasinda SOD

aktivitesi yoniinden énemli diizeyde bir fark saptanmamistir. Gebeligin baslamasiyla
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(1-3. Haftalar) SOD aktivitesinde hafif bir azalma goriilmiis; en diisiik degerler ise
gebeligin 5-6. ve 7-8. haftalarinda saptanmistir. Ayrica SOD ve MDA arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir. Calisma sonucunda gebelik doneminde hem serbest

radikallerin hem de buna paralel olarak antioksidanlarin da arttig1 tespit edilmistir.

Erigir ve ark. (95)’nin yaptiklar1 bir calismada MDA konsantrasyonu, gebeligin
2. ve 3. ayinda diger aylara gore ve gebe olmayanlara gore daha diisiik bulunmustur.
GPx seviyesi ise gebelik siiresince onemli oranda artmistir. En yiiksek GPx seviyeleri
ise gebeligin 2. ve 3. aylarinda olmustur. Malondialdehit diizeylerinde beklenen
artisin gerceklesmemesinin nedeni olarak bu aylarda goriilen yiiksek GPx aktivitesi
gosterilmistir. Sunulan tez ¢aligmasinda da bu veriyi destekler nitelikte gebeligin ilk
ay1 sonunda MDA miktarinda énemli diizeyde azalma goriilmiistiir. Ancak farkl
olarak sunulan tez ¢aligmasinda sadece 8. giinde gebe ve gebe olmayan hayvanlar
arasinda Onemli fark bulunurken, diger muayene giinlerinde benzer veriler elde
edilmistir. Glutatyon peroksidaz verileri karsilastirildiginda ise bu ¢alismadan farkl
olarak MDA ile es zamanl 6nemli diizeyde azalma tespit edilmistir. Malondialdehit

ve GPx arasinda pozitif ve orta diizeyde bir korelasyon tespit edilmistir.

Gerek oksidan gerekse de antioksidan diizeyleri gebelik siiresince sabit kalmayip
stirekli dinamik bir degisim siireci gecirmektedir. Nitekim yapilan bir ¢alismada,
hamile kadinlarda MDA, CAT ve SOD diizeylerinde azalma, NO seviyeleri ve GPx
aktivitesinde ise artis tespit edilmistir. Glutatyon peroksidaz hari¢, hem
peroksidasyon hem de antioksidan koruma gebelik siiresince azalmistir. Geg
gebelikte artan GPx aktivitesi, GPx’in MDA diizeylerinin diisiiriilmesinde énemli rol
oynadigim1 ve gebeligin {cilincli trimesterinde oksidan ve antioksidan sistemler
arasinda dengeyi sagladigini gostermistir (198). Enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin yetersizliginin olustugu durumlarda bu degerlerde de farkli sonuglar
elde edilebilmektedir. Nitekim gebe Tuj koyunlarinda A vitamini ve B-karotenin
enzimatik bir antioksidan olan GPx aktivitesine etkisi arastirildiginda, A vitamininin

etkisi yok iken B-karotenin destekleyici etkisi goriilmiistiir (199).

Koyunlarda oksidatif stresin gebeligin farkli donemlerinde incelendigi bir

caligmada, gebelik ilerledikge TAS miktar1 azalirken TOS seviyesi artmistir. Total
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oksidan seviyesinin azalmasinin olasi nedenleri olarak vitamin ve mineral eksikligi,
ROS’un agir1 iiretimi ve lipid peroksidasyonun uyarilmasi ongoriilmiistiir. Total
oksidan seviyesi Ozellikle gebeligin orta ve ileri safhalarinda Onemli artiglar
gostermistir. Calisma sonuglarina gére MDA miktar1 gebe olmayanlara gore
gebelerde daha yiiksek gozlenmis ve bu artis 6zellikle ileri gebelik doneminde daha
fazla goriilmiistiir. Siiperoksit dismutaz diizeyi, gebe olmayanlara gore gebelerde

onemli derecede azalmistir (183,197).

Stiperoksit dismutaz ve P4 iligkisinin incelendigi bir ¢calismada, erken gebelik
doneminde, SOD aktivitesinin serum P4 diizeyine paralel oldugu bildirilmis ve bu
nedenle SOD aktivitesinin erken embriyonik gelisim i¢in ¢ok 6nemli oldugu rapor
edilmistir (84,200). Sunulan tez g¢alismasinda da benzer nitelikte sonuglar elde
edilmistir. Her iki grupta da SOD ve P4 seviyelerinde ayni yonde ve es zamanl
dalgalanmalar tespit edilmis olup pozitif ve orta diizeyde bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Baska bir ¢aligmada ise; koyunlarda gebelik siiresince leptin ve P4
diizeyi arastirilldiginda, P4 diizeyinin gebeligin 40. giiniinden itibaren yiikselme
gosterdigi, gebeligin ortalarina dogru daha da arttigi ve Ozellikle gebeligin son
donemlerinde pik diizeylere ulastig1 belirtilmistir (201). Benzer P4 degerleri baska
arastirmalarda da ortaya ¢ikmistir (202,203).

Sunulan tez ¢aligmasinda ise; hem gebe hem de olmayan koyunlarda P4
degerleri 20. glinden 32. giine kadar 6nemli diizeyde azalma egiliminde olmustur. Bu
farkliligin olas1 nedeni olarak, koyunlarda Ostrojen ve P4 salgilanmasindaki gecici
degisiklikler  gosterilebilir.  Nitekim, P4  reseptorleri gebe koyunlarda
endometriyumun luminal epitelyum hiicrelerinde 11-13. giinlerden sonra
kesilmektedir (19). Koyunlarda siklus sirasinda P4 seviyeleri 13. giinde 1,8 ng/ml’ye
ulastiktan sonra 15. giin civarinda ikinci bir pik yapmaktadir. Gebe koyunlarda P4
seviyeleri ise benzer bir seyirle 20. giin civarinda 4 ng/ml civarlarina ulasir ve 20.
giinden 100. giine kadar diizenli olarak ytikselerek 15-20 ng/ml seviyelerine ulasir

(219,220).

Sunulan tez ¢alismasinda P4 diizeyinin her iki grupta da 16. giinde en yiiksek

diizeye ulastig1 belirlendi. Ancak daha once gergeklestirilen bazi caligmalarda ise
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siklusun yaklasik 10-14. giinleri arasinda (204,205) P4’un en yliksek diizeyi olan 3-4
ng/ml’ye ulastig1 bildirilmektedir. Koyunlarda sicaklik stresinde P4 diizeyinin, Ostriis
ve oviilasyonun etkilenmemesine karsin, 6zellikle yiiksek sicakliklarda (37 + 2,5°C)
KL’un fonksiyonunun etkilenmesi nedeniyle diisebilecegi belirtilmektedir.
Progesteron seviyesinde yasanan bu diislisiin nedeni olarak KL’un prematiire
regresyonu oldugu diisiiniilmektedir (206). Sunulan tez caligmasinda elde edilen
nispeten diisiik P4 diizeylerinin ¢alismada tohumlamalarin ve embriyonik gelisim
doneminin iginde yer aldig1t Temmuz ve Agustos aylarinda bildirilen yogun sicaklik
stresine  (207) bagh liiteal fonksiyonlarin etkilenmesi sonucu olabilecegi

degerlendirilmistir.

Giliniimiizde kiiclikbas hayvanlarda farkli gebelik donemlerinde uterustaki
ekotekstiirel degisiklikler ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (174,182,204). Bu tez
calismasinda, fizyolojik siirece uygun devam eden erken gebelik doneminde,
oksidatif stresin yani sira es zamanli olarak bu donemdeki endometriyal goriintii

analizleri de degerlendirilmistir.

Daha onceki caligmalarda hem gebe ve gebe olmayanlar arasinda hem de
gebeligin farkli donemlerinde uterusun ekotekstiir parametrelerinde bazen benzer
bazen ise farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin; yapilan bir calismada gri degerler,
gebe ve gebe olmayan inekler arasinda 9. ve 11. giinlerde endometriyum verileri
bakimindan 6nemli diizeyde farkli olarak bulunurken endometriyumun homojenitesi
bakimindan ise 3. ve 7. giinler arasinda farkliligin 6nemli oldugu ortaya konmustur
(137). Siklustaki hayvanlar ile gebe hayvanlar arasindaki farklilik endometriyumun
homojenitesinin verileriyle de ortaya konabilmistir. Kegilerde (174) ve inekte
(171,208) ciftlesme veya suni tohumlama sonrasinda uterus dokusunun MGL
degerlerinde bir artis oldugu gosterilmis ve bunun inflamasyonla iliskili oldugu
varsaytlmistir (9,171). Yapilan tez ¢alismasinda ise; MGL 16. giin disinda
embriyonal donem boyunca gebe ve gebe olmayan gruplar arasinda 6nemli diizeyde
farkli bulunurken, homojenite degerleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamustir.
Nitekim farkli bir ¢aligmada da; koyunda siklus giinlerinde ve gebeligi izlenen
hayvanlarin gebeligin ilk 17 giinlinde elde edilen uterus goriintiilerindeki MGL

degerleri arasinda onemli fark belirlenmis olup, Ostriisten sonra hayvanlarda MGL
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degerleri siklik hayvanlarda, hem tiim gilinlerde hem de ortalama olarak gebelik
sekillenen hayvanlardan daha yiiksek bulunmustur (204). Ancak, sunulan tez
calismasinda farkli olarak gebe grubun MGL degerleri daha yiiksek bulunmus ve her
iki grupta da artis egiliminde olmustur. Bu farkliligin olas1 sebebi olarak hormonal ve
vaskiiler etkiler olabilecegi ongoriilmiistiir. Bu sonuglarimizi destekler nitelikte baska
bir ¢alismada da gri degerlerin degisimi, gebe ve gebe olmayan hayvanlarda
karsilastirildiginda ortalama gri deger bakimindan énemli 6lgiide bir farklilik oldugu
gbzlenmistir. Ostrojen ve progesteron hormonlar1 endometriyal ddeme neden olarak
dokuya daha hipoekojenik bir 6zellik kazandirir ve buna bagl olarak da ortalama gri
degerde azalma meydana gelebilir (139). Bu tez calismasinda 16-20. giinler
arasindaki gri deger kaybinin ardindan yeniden artis olmasinin nedeninin hormonal
degisimlere bagh vezikiil artis1 ve intraluminal protein diizeylerindeki artis kaynakli
olabilecegi Ongoriilmiistiir. Nitekim, bircok hayvanda bu MGL dalgalanmalari
gbzlenmistir (209-211). Benzer sekilde, Schmauder ve ark. (140) inekte yaptiklari bir
aragtirmada Ostriis siklusunun gilinline bagli olarak MGL degerlerinde 6nemli
farkliliklar tespit etmislerdir. Koyunlarda da ayni durum s6z konusudur. Yani uterus,
siklusun farkli donemlerinde kandaki degisimlere bagli olarak farkli histolojik
ozellikler gostermektedir (36). Kanda meydana gelen bu degisikliklere bagli olarak
uterusun ultrasonografik goriintiilerinde de degisiklik meydana getirebilecegi
diistintilebilir. Nitekim; oviilasyon Oncesi ve sonrasindaki ekotekstiir parametreleri
arasinda onemli farklar olustugu, oviilasyondan sonra ekotekstiirde artis (208) veya

azalmalar (212) meydana geldigi farkli yayinlarda ileri stirlilmiistiir.

Ostriis siklusu siiresince endometriyumdaki 6demde degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Odem gelisimi sirasinda hiicre i¢i boslukta sivi artis1 sekillenmekte ve
stvinin hipoekoik 6zelliginden dolayi, endometriyumun ekojenitesinde bir azalma
meydana gelmektedir (213). Ginther (214)’in c¢alismasinda da bu histomorfolojik
durumun ekotekstiir analizleri sonucunda oviilasyon sonrasi yiliksek ortalama gri

deger ve diisiik homojenite degerleri elde edilmistir.

Saanen kegileri ilizerinde yapilan bir ¢aligmada homojenite degeri ¢iftlesme
zamaninda en yiiksek degere, ¢iftlesmeden 30 giin sonra ise en diisiikk degere

ulagmistir. Homojenite degeri, senkronize edilen kecilerde, dogal ¢iftlesen kecilere

55



gore daha yiiksek bir degere ulagsmistir (174). Yapilan tez calismasinda da bu sonucu
destekler nitelikte, embriyonal donem boyunca HOM degeri azalma egiliminde
olmustur. Yine sigirda yapilan bir ¢calismada, MGL ve HOM degerleri incelendiginde
oviilasyon giinlinde ve siklusun 1-3 giinleri arasinda diisik MGL ve yiiksek HOM
degeri elde edilmistir. En yiiksek HOM degeri siklusun 2. giiniinde elde edilmis olup
MGL degeri ise siklusun 4-13 giinleri arasinda artmistir (140). Mevcut sonuglar

dogrultusunda MGL ve HOM degerleri birbirine paralel sonuglar ortaya koymustur.

Siklik ineklerde uterus dokusundaki ortalama gri deger 0-4. giinlerde azalmakta,
4-18. gilinlerde artmakta ve 18-21. giinlerde ise azalmaktadir (215). Bu muhtemelen
steroid hormonlarin degisen etkisi ve Ostriis siklusu esnasinda degisen derecelerde
doku 6demi ve proliferasyonu ile ilgilidir. Diivelerde KL ve uterus ekotekstiirii
lizerine yapilan bir c¢alismada; gebe diivelerin uterus kontrast degeri, siklik
diivelerden 6nemli diizeyde daha yiliksek bulunmustur (141). Bagka bir ¢aligmada da
Ostriis ve metostriis donemlerine gore didstriis donemi siiresince, ultrasonografik
goriintiilerin ekotekstiirli daha koyu ve daha homojen oldugu tespit edilmistir (5).
Ancak yapilan tez ¢alismasinda gebe ve gebe olmayan koyunlarda kontrast degerleri
arasinda Onemli bir fark tespit edilmemistir. Bu sonucun olasi nedeni olarak,
diivelerde daha biiylik liteal hiicrelerin olmasi ve prodstriis ve metdstrils
donemlerindeki daha fazla stromal bilesiklerin (vaskuler yapi, bag doku,
endometriyum epiteli, sekretuvar hiicreler vb.) varligindan kaynakli olabilecegi

Ongoriilmiistiir.

Erken gebelik doneminde endometriyumun incelendigi bir ¢caligmada, gebeligin
11. gliniinde gri degerlerde belirgin bir diisiis, buna karsilik 11. giin ile 13. giin
arasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bir artis saptanmistir. Homojenitede ise, gebe
hayvanlarda 3. ve 9. giinler arasinda gebe olmayanlara gore degerlerin daha yiiksek
oldugu ortaya konmustur. Bu ylikselmenin nedeni olarak 4-5. giinlerde uterusa giris
yapan ve endometriyal ddeme neden olan konseptusa bagli olarak gerceklestigi
belirtilmistir (137). Sunulan tez calismasinda da bu sonuca benzer sekilde 8-12.
giinler arasinda gri degerlerde onemli diizeyde artis olmus ancak homojenite
degerlerinde onemli bir farklilik olusmamistir. Bu durum, fizyolojik siire¢te HOM

parametrelerinde  Onemli bir degisikligin meydana gelmedigi sonucunu
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dogurmaktadir. Nitekim, endometritisli ineklerde sagaltim oncesi ve sonrasi iyilesme
doneminde, homojenite parametrelerinde farkli sonuclar elde edilmesi (6) ve uterus
involiisyonu normal siliregte tamamlanan ve involiisyonu geciken hayvanlarla
karsilastirildiginda homojenite degerleri bakimindan farkli sonuglar elde edilmesi

(172) bu sonucu desteklemektedir.

Kopeklerde ovaryum ekotekstiirii ile serum P4 diizeyi arasindaki iligkinin
belirlenmesine yonelik bir ¢alismada, serum P4 diizeyi folikiiler evrede MGL ile
pozitif korelasyon gostermistir ve ovaryum ekotekstiirii ile Ostriis donemleri arasinda
sayisal olarak sunulabilen bir iliski oldugu belirtilmistir (216). Sigirda endometriyum
ve cervix uterinin ekotekstiir incelemelerinde benzer sekilde MGL ve CON degerleri
ile P4 arasinda pozitif, HOM ve P4 arasinda ise negatif korelasyon tespit edilmistir
(137,217). Kisrakta yapilan calismalarda da ayni yonde sonuglar tespit edilmistir
(210). Ancak sunulan tez ¢calismasinda P4 ve MGL arasinda negatif yonlii ve 6nemli
olmayan bir korelasyon saptanmistir. Bu farkli sonucun olasi nedenleri olarak
hormon degerlerindeki farkliliklar ve uterus dokusunun anatomik ve histolojik
farkliliklar1 6ngoriilmiistiir. Koyun ve inekte endometriyum, Ostriis siklusu boyunca
KL’dan saliman P4’a bagli olarak yapisal ve fonksiyonel degisikliklere maruz
kalmaktadir. Ozellikle P4 diizeyinin ¢ok diisiik oldugu siklusun 18. giiniinde hem
karunkiiler hem de interkarunkiiler bolgede SOD artisinin sekillenmekte oldugu ve
ikisi arasinda bir iligki olabilecegi bildirilmistir (195). Ancak, bu tez ¢alismasinda
elde edilen veriler, erken gebelik doneminden embriyonik donem sonuna kadar P4

ile GPx arasinda herhangi bir korelasyon olmadigini gdstermektedir.

Ke¢i iizerinde postpartum donemde yapilan bir c¢alisma sonucunda,
endometriyumun ortalama gri degeri ile SOD, GPx ve MDA seviyeleri arasinda
anlamli korelasyonlar oldugu goriilmiis ve antioksidan biyobelirteclerdeki dnemli
artislar nedeniyle dogum sonrasi kecilerde 6zellikle ilk hafta boyunca oksidatif
stresin varligini isaret edebilecegi belirtilmistir (182). Bu tez ¢alismasinda ise; gebe
olmayan grupta ekotekstiir parametreleri ile SOD, GPx ve MDA parametreleri
arasinda Onemli bir korelasyon goriilmezken, gebe olan grupta GPx ve MDA

parametreleri ile ekotekstlir parametreleri arasinda gii¢lii bir korelasyon tespit
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edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda embriyonal donemde de oksidatif stresin

varligini isaret eden bulgular elde edilmistir.

Entropi degerleri iizerine yapilan calismalarda (144,178,218) gerek gebelik
donemleri arasinda (218), gerek benign ve malign tiimorler karsilastirildiginda (178)
gerekse de abort sonrast uterus ekotekstiirii incelendiginde (144) herhangi bir
farklilik elde edilmemistir. Sunulan tez ¢alismasinda ise her ne kadar embriyonal
donemin 28. giinline kadar onemli bir degisiklik olmasa da 28-32. giinler arasinda
gebe ve gebe olmayan gruplar arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik elde edilmistir.
Belirtilen giinlerde HOM ve CON degerleri 6nemli diizeyde farklilik géstermezken,
bolgesel heterojeniteyi ifade eden ENT degerlerinin farklilik goéstermesi gebe

hayvanlarda ayiric1 bir parametre olabilecegini diisiindlirmiistiir.

Yapilan c¢alismalarda, CON degerlerinin endometritisli ineklerde (9), suni
tohumlama sonras1 16-21. giinlerde gebe ineklerde (171) ve kegilerde de gebeligin
ilerleyen doneminde (174) arttig1 gdzlenmistir. Bu tez ¢alismasinda da bu sonuglara
benzer sekilde, her iki grupta da embriyonal donem siiresince CON degerlerinde

ozellikle 8. giinden sonraki siiregte artiglar gdzlenmistir.
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7. SONUC ve ONERILER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirildiginde oksidatif stres belirtegleri
yoniinden gruplar arasinda oOnemli bir farkliligin bulunmadigi, hatching’in
gerceklestigi 8. giinde lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA degerlerinde gebe
koyunlarda yiiksek degerlerin elde edildigi tespit edilmistir. Istatisitiksel olarak
olmasa da embriyonik donemin sonu olan 32. giinde elde edilen MDA, SOD ve GPx

degerlerinin gebelerde gebe olmayanlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Ekotekstiir degerleri yoniinden yapilan degerlendirmede ENT degerlerinin gebe
hayvanlarda 28. ve 32. giinlerde 6nemli diizeyde yiiksek oldugu, CON ve MGL
degerlerinin gebelerde hatching giinii olan 8. giinde 6nemli derecede diisiik seyrettigi
tespit edilmistir. Suni tohumlama giiniinde (0. gin) MGL degerleri gebe koyunlarda
gebe olmayanlardan daha yiiksek belirlenmistir. Bu deger azalarak 8. giinde gebe
olmayanlara gére 6nemli oranda diisiik diizeyine gerilemis ancak daha sonra artarak

embriyonik donemin sonunda yeniden yiiksek degerlerine ulasmistir.

Elde edilen sonuglara gore, gebe koyunlarda embriyonal donemde MDA ve
GPx’in ekotekstiir parametreleri ile giiclii korelasyonlar gosterdigi ortaya ¢ikmuistir.
Ozellikle MDA ve GPx ile ENT arasinda negatif yonlii giiglii bir korelasyon, HOM

ile pozitif yonlii giiclii bir korelasyon tespit edilmistir.

Sonug olarak, gebe koyunlarda ekotekstiir analizleriyle oksidatif stresin tespit
edilebilecegi ve boylece embriyonal donemin takibinde yardimci bir yontem olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica oksidatif stres, P4 iiretimi ve dolayisiyla
uterus ve ekotekstiir parametreleri iizerine muhtemel etkisi olan sicak stresinin
etkilerini ortadan kaldirabilmek i¢in daha optimal sartlarin, daha kaliteli yem/rasyona
daha kolay ulasabildigi iireme mevsimine geg¢is doneminde c¢alismalar yapilarak elde

edilen verilerin bu ¢alisma verileri ile karsilastirilmasi 6nerilmektedir.
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Koyunlarda Gebeligin Maternal Kabulii ve Implantasyon Siireci
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Gelis Tarihi (Received): 05.11.2022 Kabul Tarihi (Accepted): 08.12.2022
Ozet

Koyunlarda embriyonal donem, blastogenezisin sonundan 34. giine kadar olan siiredir. Koyun
embriyolari, fertilizasyon sonrasinda 3-4. giinlerde uterusa girer. Erkek wve disi proniikleuslarinin
birlesmesiyle olusan zigot mitotik bdlinmelere ugrar. Ilk olarak iki blastomerli embriyo halini alir.
Ciftlesme sonrast 14. giinde filamantéz konseptus uterus liimeninde hareketsiz hale gelir. Uzayan blastosist
endometrial epitelle yakin temasim siirdiiriir. Biitiin memelilerde endometrial uterus bezleri, histotrof
olarak adlandirilan proteinler ve degisik besin unsurlari igeren kompleks bir sivi salgilarlar, Bu salg: tiriinii
icerisinde; enzimler, bliylime faktorleri, sitokinler, lenfokinler, hormonlar, transport proteinler vb. bulunur.
Histiyotrof beslenmede, uterus bezleri tarafindan iiretilen proteinler ve diger besleyici molekiiller
embriyonun canhligini devam ettirmesini saglar. Embriyo, bu histotrof sivinin i¢inde ylizer. Gebe olmayan
koyunlarda, siklusun 16-17. giinlerinde endometriyumdan Prostaglandin (PGF2a) salinimi artarak korpus
luteumun regresyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle gebeligin kabuliinde endometriyal PGFa’nin
salgilanmasinin engellenmesi esastir. Koyunlarda, uterus igerisinde serbest dolagan blastosist, sipesifik
proteinler tirctir. Bu protein, ovine trofoblastik protein-1 (oTP-1) olarak adlandiriimakta ve interferon tau
olarak bilinmektedir. Blastosistin trofoektoderminde iretilen interferon tau, endometriyal ostradiol
reseptorlerini  baskilayarak oksitosin reseptdrlerinin  sentezini  Onlemesi ve bdylece PGF:a'nin
salgilanmasim engellemesi seklinde agiklanmaktadir. Interferon tau, koyunlarda gebeligin 10-21.
giinlerinde tiretilmekte olup maksimum diizeye 15. giinde ulagmaktadir. Dolagimdaki progesteron hormonu
konsantirasyonu, erken gebelik doneminde blastosistin hayatta kalmasim ve geligmesini saglamaktadur.
Anahtar Kelimeler: Embriyo, kiigiik ruminant, interferon, endometriyum

Maternal Acceptance of Pregnancy and Implantation Process in Sheep
Abstract

The embryonal period in sheep is the period from the end of blastogenesis to day 34. Sheep
embryos, 3-4 days after fertilization enters the uterus. The zygote formed by the union of male and female
pronuclei undergoes mitotic divisions. First, it becomes an embryo with two blastomeres. On the 14th day
after mating, the filamentous conceptus is immobilized in the uterine lumen. The elongated blastocyst
maintains close contact with the endometrial epithelium. In all mammals, the endometrial uterine glands
secrete a complex fluid containing proteins called histotrophs and various nutrients. In this secretion
product; enzymes, growth factors, cytokines, lymphokines, hormones, transport proteins ete. is found. In
histotrophic nutrition, proteins and other nutrient molecules produced by the uterine glands ensure the
survival of the embryo. The embryo floats in this histotrophic fluid. In non-pregnant sheep, 16-17 days of
the cycle. The release of Prostaglandin (PGF20) from the endometrium increases and causes regression of
the corpus luteum. Therefore, inhibition of the secretion of endometrial PGF2a is essential in the acceptance
of pregnancy. In sheep, the free-floating blastocyst produces specific proteins in the uterus. This protein is
called ovine trophoblastic protein-1 (0TP-1) and is known as interferon tau. Interferon tau produced in the
trophectoderm of the blastocyst is explained as inhibiting the synthesis of oxytocin receptors by suppressing
endometrial estradiol receptors and thus inhibiting the secretion of PGF2o. Interferon tau, 10-21 days of
pregnancy in sheep. It is produced on the 15th day and reaches its maximum level on the 15th day. The
circulating concentration of progesterone hormone ensures survival and development of the blastocyst
during early pregnancy.

Keywords: Embryo, small ruminant, interferon, endometrium
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