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ONSOZ

Rutin gebelik teshisi fertilite kontrol programlarinin en 6nemli pargasidir.
Gebeligin miimkiin olan en erken donemde belirlenmesi ise ciddi ekonomik kazang

saglar.

Reprodiiktif performansi etkileyen birgok faktdr vardir. Bunlardan en
Oonemlileri goniillii bekleme siiresinin hemen sonunda hayvanlarin tohumlanmast,
tohumlanan hayvanlarda gebeligin miimkiin olan en kisa siirede belirlenmesi ve gebe
olmayan hayvanlarin da ilk Ostriislerinde tekrar tohumlanmasini saglamaktir.
Buzagilama araligin1 12-13 aya ve laktasyon siiresini 305 giline denklemek ve

maksimum karlilik saglamak i¢in bu elzemdir.

Hayvanlarda dogum gebe kalma araligmmi kisaltmak veya ilk tohumlamada
gebe kalmayan hayvanlarin en kisa siirede yeniden tohumlanmasini saglamak igin
oncelikle erken gebelik teshisi yapilmasi gerekmektedir. Erken gebelik teshisi
reprodiiktif performansi ve karlilig1 etkileyen 6nemli bir faktordiir. Gebelik teshisinin
ekonomik yarari; Oncelikle gebelik teshisinin yapildigt déneme, teshisin
dogruluguna, embriyonik kayiplar iizerine olan etkisine, Ostriis tespit etkinligine ve

hayvan gebe degilse nasil bir 6nlem alinacagina baghdir.

Son zamanlarda dogruluk orani yiiksek olan PAG testi ile de erken donemde
gebelikler teshis edilebilmekte ve senkronizasyon ve resenkronizasyon
programlarinin etkinligi artirilabilmektedir. PAG diizeyi farkli biyolojik sivilarda
(serum, plazma, siit) ve farkli yontemlerle (RIA, ELISA) 6l¢iilebilmektedir. Ancak
kan ve siit degerleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir ve her iki yontemin
uygulamada avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Siit PAG testinin orneklemeler icin
daha az stres olusturmasi ve non-invaziv yodntem olmast Onemli avantaj
sayllmaktadir. Sunulan ¢alismada kan ve siit PAG ELISA testlerinin etkinligi ve

giivenirliligi karsilagtirmali olarak degerlendirilmeye ¢aligilmistir.



Tez projesinin yiriitiilmesi igina materyal temininde isletmesini bize agan
EFELER Ciftligi Isletme Miidiirii Ziraat Miihendisi Basak Mutlu ERDEM
hanimefendiye, ELISA testlerinin uygulama ve degerlendirilmesinde katk1 saglayan
Agrilab calisanlarina, siit PAG ELISA testini temininde katki saglayan IDEXX
Tiirkiye Distribiitori DIAGEN Ankara temsilsici Mehmet GULSEN ve Konya
temsilcisi Orhan BOYUKELHAN ve Efeler Ciftligi Danisman Veteriner Hekimi
Ziya BAGCIK ’a tesekkiirlerimizi arz ederiz.
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bPAG - Sigir gebelikle iligkili glikoproteini

PSPB : Gebelige spesifik glikoprotein (gebelige 6zgii protein B)
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SUT INEKLERINDE ERKEN GEBELIK TESHISI AMACIYLA KAN ve
SUTTE KULLANILAN PAG (PREGNANCY ASSOCIATED
GLYCOPROTEIN) TESTINiN DEGERLENDIiRILMESI.

Hanefi AYDIN

Veterinerlik Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2017

Sunulan arastirmada, siit ineklerinde kan ve siit o6rneklerinde PAG-ELISA
diizeyinin erken gebelik teshisindeki etkinliklerinin = degerlendirilmesi ve
karsilastirilmasi amaglandi.

Yaslart 3-7 arasinda degisen, goniilli bekleme siiresini tamamladiktan
sonraki ilk dogal Ostriislerinde tohumlanan ve tohumlama sonras1 18-24 giinlerde
Ostriisleri geri donmeyen 229 bas inek materyal olarak kullanildi. Erken gebelik
teshisi amaciyla tohumlama sonrasi 29. giinde ultrasonik muayene yapildi ve PAG
diizeyini belirlemek i¢in ayn1 giin kan ve siit 6rnekleri alindi. Kan ve siit 6rneklerinde
PAG diizeyi ticari ELISA kitleri (DG29 Agrilab-TR ve IDEXX Milk Pregnancy
Test-DIAGEN AS-TR) kullanilarak belirlendi. Ultrasonik muayene referans test
olarak kullanildi.

Kan ve siit PAG-ELISA testinde duyarhilik, o6zgiillilk, gebe ve gebe
olmayanlar1 gosterme ve dogruluk oranlarinin sirastyla %93.4, %100, %100, %93.7,
%96.7 ve %92, %100, %100, %91.7, %95.8 oldugu bulundu ve her iki test de
uyumlulugun miikemmel oldugu gozlendi (*=0.935 ve 0.919). Kan ve siit PAG-
ELISA testlerinin gecerliligi sirasiyla %96.66 ve %95.75 olarak bulundu. Yanlis
negatif oranlar1 kan PAG-ELISA testinde %6.6, siit PAG-ELISA testinde %8 olarak
bulundu. Yanlis negatiflerin embriyonik 6liimlerden kaynaklandig: diisiiniildii.

Sonug olarak, kan PAG-ELISA testinin yani sira siit PAG-ELISA testinin de
stit ineklerinde erken gebelik teshisinde giivenilir bir test oldugu kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: ELISA, PAG, erken gebelik teshisi, inek.

viii
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EVALUATION of the PAG (pregnancy associated glicoprotein) TEST WHICH
is USED FOR EARLY PREGNANCY DIAGNOSIS in BLOOD and MILK in
DAIRY CATTLE

Hanefi AYDIN

Department of Veterinarian Obstetrics and Gynaecology

PhD THESIS / KONYA-2017

It was aimed to evaluate and compare the effectiveness of PAG level in
blood and milk specimens in the early pregnancy diagnosis in dairy cows.

A total of 229 Holstein cows, aged 3-7 years old, inseminated in the first
natural oestrus after completed the voluntary waiting period and not returning their
estrus at 18-24 days after insemination were used as a material. Ultrasonographic
examination was performed on the 29th day after insemination to diagnose of the
early pregnancy, and blood and milk samples were collected on the same day to
determine PAG level. PAG levels in blood and milk samples were measured using
commercial ELISA Kkits (DG29/Agrilab-TR and IDEXX Milk Pregnancy
Test/DIAGEN AS-TR). Ultrasonic examination was used as reference test.

The sensitivity, specificity, predictive values and accuracy rates of blood
and milk PAG-ELISA test were found to be 93.4%, 100%, 100%, 93.7%, %96.7 and
92%, %100, 100%, %91.7, 95.8%, respectively, and the compliance was excellent in
both tests according to the Kappa values (*=0.935 and 0.919 respectively). The
overall validity of both tests were find out 96.66% and 95.75%, respectively. The
false negative rates were found as 6.6% in the blood PAG-ELISA test and 8% in the
milk PAG-ELISA test. The false negative results were thought to be caused by
embryonic deaths.

It was concluded that milk PAG-ELISA test is a reliable test as well as
blood PAG-ELISA test for early pregnancy diagnosis in cows.

Key words: ELISA, PAG, early pregnany diagnosis, dairy cows.
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1. GIRIS

Reprodiiktif performans siit¢ii isletmelerin siirdiiriilebilirliginde kritik 6neme
sahiptir. Siit¢li isletmelerde tohumlama sonrasi gebelik durumunun belirlenmesi
reprodiiktif yonetim i¢in anahtar role sahiptir. Gebeligin miimkiin olan en erken
donemde ve en giivenilir yontem ile belirlenmesi 6nemlidir. Bu 6nem buzagilama
araliginin kisaltilmasi amaciyla gebe olmayan ineklerin en kisa siirede tespit edilip
gebe kalmalarinin saglanmasi i¢in yeniden tohumlanmasinda yatmaktadir. Bu sekilde
stirtideki infertil hayvanlar daha kisa siire icinde belirlenip tedavi edilebilir veya

stirtiden uzaklastirilarak ekonomik kayip azaltilabilir.

Siitei sigirlarda gebelik teshisi amaciyla yararlanilan ¢ok sayida yontem
bulunmaktadir. Isletmelerde gebe olmayan bir inegin isletmede bekletilmesi ekonomik
kayip olusturur. Bu nedenle isletmelerde erken gebelik teshis programi gelistirilerek
gebe olmayan bir anlamda problemli hayvanlarin tespit edilmesi ve sorunun

giderilmesi uygulamasi reprodiiktif etkinligi artirir.

Uygun bir gebelik teshis yonteminin dogruluk orani ve 6zgiilliigii yiiksek, saha
sartlarinda kolaylikla uygulanabilir ve maliyeti diislik olmalidir (Fricke ve ark., 2016).
Test ayn1 zamanda embriyonik veya fotal canlilik ile yavru cinsiyeti hakkinda bilgi

verirse kullanim ve yararlilig: artar.

Siitgli isletmelerde buzagilama araligi fertilitenin 6nemli bir gdstergesidir.
Ostriislerin tespit edilememesi, erken embriyonik oliim, yetersiz beslenme ve
postpartum andstriisiin uzun siirmesi gibi nedenler buzagilama araliginin uzamasina
neden olur. Tiim bu faktdrlerin olumsuz etkilerinin azaltilmasi veya onlenebilmesi i¢in
isletmelerde erken, spesifik, giivenli, hizli sonug¢ veren ve ekonomik bir gebelik teshis

yontemi kullanilmalidir.

Memeli plasentasi ¢ok sayida protein ve hormon iiretmektedir. Arastiricilarin
dikkatini ¢eken bu liriinlerden bir kismi1 gebelige 6zel veya en azindan gebelikle iliskili
bulunmugtur. Bu protein yapili molekiillerden biri de konsepsin tarafindan

trofoektoderm hiicrelerince {retilen gebelikle iligkili glikoproteinlerdir. Bu



glikoproteinin sigir kan ve siit 6rneklerinde immunolojik yolla tespit edilmesine imkan

veren gebelik teshis yontemleri gelistirilmistir.

Sunulan bu arastirmada; ineklerde tohumlama sonrasi kan ve siit 6rneklerinde
PAG diizeyinin gebelik teshisindeki etkinliklerinin ~ degerlendirilmesi  ve

karsilastirilmast amaglanmaistir.



2. LITERATUR OZET

2. 1. Ineklerde Erken Gebelik Fizyolojisi

Disi ve erkek cinsiyet hiicrelerinin oviduktun ampulla bolgesinde karsilagarak,
spermatozoonun oositle bilesmesi ve yeni bir canlinin baglangict olan zigotun
olusmasina fertilizasyon veya fekondasyon denir (Senger 2003). Fertilizasyonun
sekillenebilmesi ic¢in oositin ve spermatozoonun olgunlasmalar1 ve fertilizasyon
bolgelerine taginmalart gerekmektedir (Vural ve ark 2015, Garcia-Vazquez ve ark
2016).

2. 2. Spermatozoonun Disi Genital Kanalinda Tasinmasi

Ejakulasyon ile anteriyér vajina-serviks bolgesine birakilan spermatozoonlar
ilk olarak serviks engeli ile karsilasirlar (Suarez ve Pacey 2006, Hytell ve ark 2010,
Garcia-Vazquez ve ark 2016). Bu arada aktif spermatozoonlar 1-2 dakikada ovidukta
ulagirlar. Buna spermatozoonun hizli taginimi denir (Senger 2003, Suarez ve Pacey,
2006, Hytell ve ark 2010). Serviks, patolojik, zayif ve giigsiiz spermatozoonlar igin
birincil seleksiyon yeridir. Yasama kabiliyeti yiiksek olan spermatozoonlar i¢in ise
birinci depo gorevi goriir. Spermatozoonlar i¢in ikinci se¢im ve depo endometriyal
kivrimlar, iclincii engel ve depo ise uterotubal birlesme noktasidir. Ejakulasyon
noktasindan fertilizasyon noktasina kadar olan yarigta sadece bir kag yiiz
spermatoozon ampullaya ulasir ve bunlardan sadece 1 tanesi oosite niifuz edebilme

sansin1 yakalar (Senger 2003, Hytell ve ark 2010, Garcia-Vazquez ve ark 2016).

Disi genital kanal yukarida agiklanan morfolojik/stratejik noktalari ile yarisa
katilan patolojik, zayif ve gii¢siiz spermatozooitleri elimine eden, yasama kabiliyeti
yiiksek olanlar ise koruyan ve fekondasyon yetenegi kazandiran bir sistemdir (Senger
2003). Seminal plazma s1vilar1 vajina ve uterustan emilmekte, 6lii spermatozoonlar ise
fagositoz ile ortadan kaldirilmaktadir. Spermatozoonlar disi genital kanalda kimyasal
mesajlar ile uterus sivilarmin akiginin tersi istikamette aktif hareketleri ile
ilerlemektedir (Senger 2003). Ancak bazi hormonlarin da sperma taginmasinda énemli

rolleri vardir. Ornegin ejakulatta bulunan prostaglandinler, kopulasyon refleksinin



olusumunda etkili oksitosin ve Ostrojen’in (E2) uterusa kazandirdigi motilite ile
tasinmaktadirlar. Bu tasinma esnasinda spermatozoon ejakulasyon noktasindan
baslamak {izere Ozellikle ovidukt sivilarinda dolleme yetenegi kazanmakta bu olguya

da kapasitasyon ad1 verilmektedir (Visconti ve ark 1998, Ickowicz ve ark 2012).

2. 3. Spermanin Kapasitasyonu

r Ejakulasyon sirasinda spermatozoonla, epididimis ve seminal plazmadan
koken alan glikoprotein tabiatinda bir tabaka ile kaplidir (Leahy ve Gadella 2011,
Ashrafzadeh ve ark 2013). Bu tabakanin baslangictaki rolii, farkli DNA ve protein
yapisinda sahip olan spermatozoonun genital kanalda antijenik etki olusturmasini
engellemektedir. Spermatozoonun oosite penetre olabilmesi i¢in bu tabakadan
kurtulmasi, spermatozoonun oosite girisi ve gerekli olan enzimlerin ortaya ¢ikmasi
icin akrozomu saran zarlardan kurtulmasi gerekmektedir. Bu olguya akrozom
reaksiyonu adi verilir. Akrozom reaksiyonu genital kanal sivilarinin, spermatozoon
basinin 6n bolgesi olan akrozomu saran zarlarda vakuollesme ve dejenerasyona yol
acmasi ile karakterize bir olgudur. Evcil hayvanlarda kapasitasyon siiresi bir kac

dakika ile 10 saat arasinda degiskenlik gostermektedir (Leahy ve Gadella 2011).

2. 4. Fertilizasyon

Evcil hayvanlarda gebelik siirecinin baslangici olarak; bazi arastiricilara gore
ciftlesme/tohumlama, bazilarina gore zigot olusumu, bir kismina gore ise embriyonun
uterusa implantasyonu kabul edilmektedir. Ejakulasyon sonrasinda spermatozoon
serviksi gecip fertilizasyonun sekillenecegi ovidukttaki uygun bolgeye (ampulla-
istmik birlesim yeri) ulasmak zorundadir (Gadella ve Carolina 2014). Kapasitasyonu
takiben zigot olusumu icin spermatozoonun oosite baglanmasi gerekmektedir.
Spermatozoon akrozom iizerinde oositin zona pellusida proteinlerine baglanan bazi
0zel ylizey proteinlerine sahiptir. Zona pellusida, zona protein 1, 2 ve 3 olmak iizere 3
adet farkli glikoprotein igerir (Ashrafzadeh ve ark 2013). Zona protein 1 ve zp2,
zonanin yapisini korurken zp3 spermatozoon i¢in reseptor gorevi goriir. Fertilizasyon
esnasinda yaklasik olarak 10.000 ile 50.000 arasinda zp3 molekiilii spermatozoon ile
baglanir. Spermatozoon plazma membrani iizerinde iki adet zona baglanma bolgesi

vardir. Birincisi zona pellusida {izerine baglanma saglarken ikincisi akrozom



reaksiyonunu baslatir. Akrozomal enzimlerin salinmasi spermatozoonun zona
pellusida igerisinde ilerlemesini saglar (Hytell ve ark 2010, Ashrafzadeh ve ark 2013,
Gadella ve Carolina 2014). Zona pellusiday1 tamamen gegen spermatozoon perivitellin
bosluga ulasir ve oosit plazma membrani ile etkilesime girer (Kolle ve ark 2010, Liu
2011). Bunun sonucunda oosit icerisinde erken embriyogenezise hazirlik baslar. Ilk
olarak kortikal reaksiyon gergeklesir. Spermatozoon oosit membranlarinin birlesmesi
sonucu daha 6nceden oogenezisin birinci ve ikinci mayoz boliinmelerinde oositin
sitoplazmasinda perifer kisma yerlesen kortikal graniiller perivitellin bosluga gegerler.
Zona pellusida birtakim kimyasal reaksiyonlar ger¢ekleserek zona blok olusturur ve bu
sayede polispermi Onlenir (Coy ve Aviles 2010, Hytell ve ark 2010, Liu 2011).
Kortikal reaksiyon ayni zamanda vitellin blok olusturarak oositin plazma membraninin
baska spermatozoon ile birlesmesini engelleyerek polispermi i¢in baska bir 6nlem
almis olur. Spermatozoonun niikleusu oosit plazmasina girdikten sonra erkek
proniikleusu haline gelir. Daha sonra niikleus ¢oziinerek kromozomlarini agig1 ¢ikarir
ve bu olay sonucunda disi proniikleusundaki kromozomlar ile karsilikli dizilirler.
Fertilizasyonun son asamasinda erkek ve disi proniikleuslar1 birlesir ve buna singami
denir. Singamiyi takiben zigot, embriyogenezis asamasina girer (Noakes ve ark 2001,
Liu 2011, Gadella ve Carolina 2014).

2. 5. Preimplantasyon Déoneminde Embriyo

Ovidukt igerisinde singami sekillendikten sonra zigot embriyo olarak
isimlendirilir. Embriyo, gelisiminin en erken safhasindaki bir organizmadir. Anaromik
olarak bir embriyonun hangi tiire ait oldugu belirlenemez. Uterus icinde gelisimine
devam eden ancak hangi tiire ait oldugu belirlenebilen embriyolar fetlis olarak
isimlendirilir.  Fetilizasyon  sonrasinda  implantasyon  sekillenmeden  Once

gerceklesmesi zaruri olan fizyolojik olaylar asagida siralanmistir (Hytell ve ark 2010).

2. 6. Zona Pellusida i¢indeki Gelismeler

Tek hiicreli zigot olustuktan sonra seri halde mitoz boliinme asamalarindan
gecer. 1k boliinme sonrasinda iki hiicreli embriyo sekillenir ve her bir hiicre blastomer
olarak isimlendirilir. Her bir blastomer mitoz boliinme gegirerek iki ve katlar1 seklinde

boliinmeye baslar. Evcil hayvanlarda genellikle 8 blastomere kadar olan asamalarda



blastomerler totipotentdir ve her bir blastomerden bir birine tipatip benzeyen yavrular
biyotekneolojik yontemlerle iiretilebilmektedir. Blastomerlerdeki mitoz bdliinmeler es
zamanl olarak gerceklesir ve zona pellusida i¢cinde tek tek sayilamayacak kadar
cogalirlar. Bu asamada embriyo morula olarak isimlendirilir. Morulanin ileri
safthasinda dis katman hiicrelerindeki aktif sodyum pompalari iyon artisina ve
dolayistyla embriyo igerisine sivi akisina neden olur. Embriyo igerisinde sivi dolu bir
bosluk olusur ve bu asamadaki embriyo blastosist olarak adlandirilir. Bu asamada
blastosistte iki farkli hiicre populasyonu vardir; i¢ hiicre katmani ve trofoblast (Sekil
1). i hiicre katman ileri asamalarda asil embriyoyu olustururken, trofoblast hiicreleri
koryonu olustururlar ki bu da plasentanin yapisina katilir. Morula asamasinda itibaren
fertilizasyon sonrasi yaklasik olarak 4-7 giinden sonra ineklerde embriyo uterus icinde

gelismeye devam eder (Hytell ve ark 2010).

Sekil 2.1. Memeli embriyosunda gelisim asamalar1. A: Zigot, B: 2-hiicreli embriyo, C:
4-hiicreli embriyo, D: Erken morula, E: Kompakt morula, F: Blastosist, G: Genislemis
blastosist, H: Sarkmis (Hatching-catlamis) blastosist, I: Oval blastosist ve embriyonik
disk, J, 1: I¢ hiicre kiitlesi; 2: Trofoektoderm; 3: Epiblast; 4: Hypoblast; 5: Embrionik
disk (Hytell ve ark 2010).

2. 7. Blastosistin Zona Pellusidadan Cikis1 (Hatching) Ve Embriyonun Uzamasi

Donemi

Blastosist icerisindeki bosluk sivi ile dolarak i¢ basinci arttirir ve proteolitik
enzimler, steroid hormonlar ve prostaglandinlerin katkisi ile incelen noktadan zona
pellusida ¢atlayarak blastosit hiicreleri zona pellusidadan ayrilir (Hytell ve ark 2010,

Lonergan ve ark 2016, Ribeiro ve ark 2016). Bu gelisme evresi fertilizasyon sonrasi 7-



12. giinlere denk gelmektedir. Embriyo zp'dan ayrildiktan sonra kiire seklinde olup;
hizla biliylimeye baglar ve bir iplik¢ik tarzinda hizli bir sekilde biiylimeye devam
ederek 7. giinde yaklasik olarak 250 mm uzunluga ulasmis olur. Bu biiyiimede en
bliyiik katki yavru zarlarindan kaynaklanir. Embriyonun uterusa tutunmasi igin
mutlaka bu zarlarin gelismesi gereklidir. Trofoblast hiicrelerinden kdken alan bu
zarlar, digtan ige dogru koryon, allantois ve amniyon olarak isimlendirilirler (Hytell ve
ark 2010, Lonergan ve ark 2016).

Koryon ve endometriyum arasinda olusan ve ¢ok sayida fonksiyonlari bulunan
kompleks yapiya plasenta denir. Implantasyon, uterusa ulasan embriyonun
endometriyum ile yavru zarlar1 araciligi ile baglanti kurmasi olgusuna verilen isimdir.
Gebeligin mekanik olarak basladigi donem olarak da tanimlanmaktadir. Bazi yazarlara
gore. implantasyon, embriyo ile uterus arasinda ilk ylizeysel temas ile baslamakta,
bazilarina gore ise yavru zarlari ile endometriyumun sikica baglantisinin basladigi an
olarak kabul edilmektedir. Implantasyon basladiginda trofoblastin endometriyum ile
temas saglayan tek cekirdekli hiicreleri, endometriyal stroma ile temasa gectiginde ¢cok
cekirdekli forma doniisiirler. Bu farklilasmis hiicrelere sinsityum denir. Sinsityum
baglantiy1 saglamasimin yami sira erkek orjinli yabanci DNA tasiyan embriyoyu
immunolojik reaksiyonlardan da korumaktadir. Uterusa temas eden embriyo trofoblast
hiicrelerden salgiladigi enzimler ile temas noktasindaki endometriyumu lize ederek
uterusun stromasina yerlesir. Uterus stroma hiicrelerinin transformasyonu ve
proliferasyonu ile desidua hiicreleri olusur. Ozellik plasentanin siniflandirilmasinda

kriter olarak kullanilmaktadir (Hytell ve ark 2010).

2. 8. Erken Gebelikte Hormonal Diizen

Gebeligin devamliliginda birinci derecede sorumlu hormon progesterondur
(Lemley ve ark 2015). ineklerde progesteronun ana kaynagi gebeligin 150-200 giiniine
kadar CL’dur. Bu donemden itibaren ise CL'u progesteron sentezi ile plasenta dokusu
destekler. Gebeligin ilk 14 giinii periferal sirkiilasyondaki progesteron seviyesi gebe
olmayan hayvanlarin seksiiel sikluslarinin didstriis donemleri ile paralellik gosterir.
Ancak gebe olmayan hayvanlarda ovulasyonu izleyen 16-18 giin araliginda kan

progesteron seviyesi hizla bazal seviyeye diigmeye baslar. Gebe ineklerde ise anilan



donemde hafif bir diisme olmasina ragmen progesteron seviyesi gebeligin yaklasik 60.
giiniine kadar bir yiikselme gosterir. Gebeligin 60. gliniinden prepartum 20-30 giine
kadar sabit yogunluktadir. Progesteron prepartum 20-30 giinden dogum zamanina
kadar gegen siiregte bazal seviyeye iner. Erken ve orta gebelik siiresince Ostrojen
konsantrasyonu 100 pg/ml'den daha az bir seviyede iken gebeligin son donemlerinde,
ozellikle prepartum 2-5 giin araliginda en yiiksek seviyeye ulasir ve dogum sonrasi
yaklagik 8. saatte bazal seviyeye iner. Prolaktin seviyesi, gebelik siiresince bazal
diizeyde seyir gosterirken prepartum 20. saatte en yiiksek seviyeye ulasir. Ancak
dogum sonras1 30. saatte bazal seviyeye diiser. Plasental laktojen gebeligin 200. giinii
ile dogum anina kadar gegen siiregte en yiiksek seviyede bir seyir gosterir (Vural ve
ark 2015).

2. 9. Erken Gebelikte Luteolizis

Memelilerde gebeligin sekillenebilmesi ve devam edebilmesi i¢in CL'dan
sallman progesteron’a ihtiyag vardir. Progesteron bir taraftan endometriyal
proliferasyonu uyararak embriyonun implantasyonu i¢in uygun ortam hazirlarken
diger yandan da endometriyal kontraksiyonlar1 baskilayarak embriyonun
rejeksiyonunu engellemektedir (Okuda ve ark 2002, Lonergan ve ark 2013). Ineklerde
liiteolitik PGF,, salinimi CL regresyonuna ve progesteron saliniminin kesilmesine
neden olur. Siklusun 15-17. giinlerinde korpus luteumdan salinan oksitosin,
endometriyal epitel hiicre zar1 lizerindeki reseptorlere baglanarak endometriyumdan
PGF,, salinimini uyarir. Prostaglandin F,, endometriyum epitel hiicrelerinden pulzatil
olarak salgilanarak liiteolizise neden olur (Mc Cracken ve ark 1999, Okuda ve ark
2002). Liiteolizis, uterus, hipotalamus, hipofiz ve ovaryumlar arasinda etkilesimlerin
oldugu kompleks bir mekanizmadir. Liiteolizis, Oncelikle progesteron firetiminin
durmasi ile baslayan fonksiyonel liiteolizis ve bunu takiben CL'un regresyonu ile olan
yapisal liiteolizis olmak {tizere iki kisimda karekterize edilmektedir. Oksitosin
uterustan PGF,, salinimina neden olmaktadir. Progesteron Ostriis siklusunun yaklasik
12. giiniinden itibaren endometriyumdaki kendi reseptorlerini baskilayarak duyarsiz
hale getirir. Bunu takiben ovaryumda gelismekte olan follikiilden kaynaklanan
Ostradiol endometriyumda Once Ostrojen reseptor alfa ve sonra da oksitosin

reseptorlerinin artmasina neden olur. Ayrica, Ostradiol tarafindan hipotalamustaki



oksitosin salinim merkezi uyarilarak ndrohipofizden sik araliklarla oksitosin salinimi
baslatilir (Mc Cracken ve ark 1999). Oksitosinin bu sekildeki salinimi neticesinde;

1. Endometriyumdan diisiik miktarlarda PGF,, salinir,

2. Prostaglandin F,,,CL tizerindeki duyarliligi yiiksek PGF,,reseptorlerini
uyarir ve CL'dan oksitosin salinimina neden olur.

3. Liiteal oksitosin endometriyumdan yiiksek miktarda PGF;, salinimin1 uyarir

4. Korpus luteumdaki duyarliligi diisiik PGF,, reseptorler uyarilarak
progesteron salinimi durdurulur.

Prostaglandin F,, lokotrienler veya endotelin-1 vasitas1 ile CL'a giden kan
akisinda azalma ve sterojenik akut regulatory protein aktivitesini engelleyerek
liteolizise sebep olur. Progesteron iiretiminde en Onemli nokta, kolesterolii
mitekondriye tasiyan star proteinidir ve PGF,, kolesterol tasimimimi kisitlayarak

progesteron sentezini engeller (Mc Cracken ve ark 1999).

2. 10. Gebeligin Taninmasi

Uterus icerisinde saglikli bir embriyo olmasi halinde, gebeligin olugsmas1 ve
devamlilig1 icin ilk olarak embriyo, uterus ve CL arasinda bir takim kompleks
mekanizmalarin devreye girmesi gerekmektedir (Roberts ve ark 1996, Fuller ve ark
2008). Embriyonun varliginin anne tarafindan tanindigi mekanizmalarin biitiiniine
gebeligin maternal kabulii denir. Inekte gebeligin maternal kabuliiniin ilk safhasi
embriyo tarafindan liiteolitik mekanizmanin engellenmesidir (Roberts ve ark 1996,
Bazer 2013). Bu kompleks mekanizma embriyonun trofoblast hiicrelerinden salgilanan
proteinler vasitast ile baglatilir. Bu spesifik trofoblast proteinlerinden birisinin
interferon proteinleri ile homolog oldugu tespit edilmis ve daha sonra interferon tau
(IFN-1) olarak tanmimlanmistir (Roberts ve ark 1996, Wooding ve ark 2005). IFN-t
inek ve koyunlarda gebeligin 12 ile 24. giinleri arasinda embriyonun trofoblast
hiicreleri tarafindan salgilanan ve gebeligin anne tarafindan kabuliinii baslatan bir
sitokindir. Ruminantlatda IFN-t, embriyonun blastosist safhasinda uterus duvarina
tutundugu implantasyona kadar olan preimplantasyon siiresince trofoektodermin tek
cekirdekli hiicrelerinden salgilanir. Inkelerde IFN-t'nun fonksiyonlarindan bir tanesi
ve en Onemlisi endometriyumdan PGF,, pulsatil salimimmini durdurarak CL

regresyonunu engellemektir. IFN-t uterus endometriyumundaki epitel hiicreler



tarafindan PGF,, iiretilmesini engeller ve bunu endometiryumdaki Ostrojen reseptor
alfa ve oksitosin reseptorlerini baskilayarak gerceklestirir (Roberts ve ark 1996, Bazer
2013).

2. 11. Plasentasyon

Implantasyonun baslamasi ile birlikte yavruya ait koryon zar ile
endometriyum degisik katmanlari arasinda olusturulan ortak doku kompleksine
plasenta adi verilir (Wooding ve ark 2005, Adeyinka 2012, Haeger ve ark 2016).
Implantasyon esnasinda trofoblast hiicrelerinin enzimatik ve invaziv etkileri ile
endometriyumdaki stroma hiicrelerinin proliferasyonu ve transformasyonu sonucu
desidua hiicreleri olusur (Wooding ve ark 2005, Adeyinka 2012, Carter ve Enders
2013). Buna desidua reaksiyonu denir. Invaziv implantasyonda desidua hiicreleri
goriilmektedir. Karsilikli doku kayiplari olmaksizin sekillenen plasentalarda desidua

reaksiyonu yoktur (Wooding ve ark 2005, Adeyinka 2012, Carter ve Enders 2013).

2.12. Yavru Zarlar1 Ve Yavru Keseleri

Implantasyonun baslamast ile birlikte trofoektodermden kdken alan ve git gide
fonksiyonel zarlar haline doniisen bu yapilar ayni zamanda yavru keselerini de
olustururlar. Bu zarlar distan ice dogru koryon, allantois ve amniondur. Bu zarlarin
olusturdugu amnion ve allantois keselerinin yani sira yumurta sarisi kesesi

bulunmaktadir (Wooding ve ark 2005, Adeyinka 2012, Carter ve Enders 2013).

2. 13. ineklerde Gebelik Tanisi

Gilinlimiizde, damizlik isletmelerde, tohumlamay1 izleyen en erken donemde
gebe olmayan hayvanlarin belirlenmesi ve bu hayvanlarin yeniden gebe kalma
olanaginin saglanmasi, ekonomik yetistiricilik i¢in olduk¢a dnemlidir. Ineklerde, ¢ok
sayida gebelik tan1 yontemi bulunmasina ragmen dogruluk orani yiiksek ve hata pay1
diisiik olan gebelik tan1 yontemi arayislari devam etmektedir (Purohit 2010, Bekele ve
ark 2016).
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Gebelik teshis yontemlerini 2 ana sinifa ayirabiliriz. ilki gebeligi gérme veya
hissetmeye izin veren direk yontem, ikincisi ise gebeligin bulundugunu bazi isaretlerle

gosteren dolayli yontemlerdir (Bekele ve ark 2016, Pohler ve ark 2016).

Gebelik tan1 yontemlerinin bir diger siniflandirilmasi da gorsel muayene, klinik
muayene yontemleri ve laboratuvar metotlar1 seklinde yapilmaktadir. Gorsel muayene
yonteminde; kayitlarin degerlendirilmesi, Ostriis gdstermeme, metostriis kanamasi ve
ilerleyen giinlerde annede meydana gelen degisiklikler sayilmaktadir. Klinik muayene
yontemleri olarak; rektal palpasyon ve ultrasonografik muayene yontemleri,
laboratuvar yontemleri olarak ise; siit ve kan plazma/serum progesteron seviyeleri,
erken gebelik faktorii ve gebelik spesifik proteininin belirlenmesi sayilabilir. Ancak bu
yontemler arasinda, ultrasonografik muayene ve rektal palpasyon yontemi en sik
kullanilan ve en gegerli yontemler olarak kabul edilmektedir (Purohit 2010, Bekele ve
ark 2016).

Rektal palpasyon ve ultrasonografi erken gebelik teshisinde kullanilan direk
yontemlerdir. Her iki yontemde gebeligin teshisinde etkilidir ancak tecriibe ve 6zel
ekipman gerektiren yoOntemlerdir. Gebelik teshisinin yapilmasini gerektiren bazi
durumlarda veteriner hekim desteginin yeterli olmamasi olgulariyla karsilagilabildigi
icin alternatif gebelik teshisi yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyact olusmustur. Bu
nedenle arastiricilar annenin biyolojik sivilarinda bulunan ve canli embriyoyu gdsteren
hormon veya embriyoya 0zel isaretlerin miktar veya olup olmadigmi olgen
yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Caligmalar sonucunda; erken gebelik faktorii
(EPF), interferon uyarilan genler (ISG), progesteron ve gebelikle iligkili
glikoproteinler (PAG)'i tespit edebilen kitler gelistirilmistir (Purohit 2010, Bekele ve
ark 2016).

2.13. 1. ineklerde Gozleme Dayal Gebelik Tanis

Kayit

En eski, basit ve kesin olan gebelik teshis yontemi bir yavrunun dogumunu
beklemektir. Ineklerde fertilizasyon yiiksek olmasina ragmen tohumlamalarin yaklasik

%50's1  belirlenebilir  gebelikle  sonuclanmaktadir.  Aksine  godzlenemeyen,
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planlanmamisg, kayit edilmemis ciftlesmeler de az degildir. Bu nedenle hayvanin
tohumlamayla ilgili gecmisi gebelik durumunun giivenli bir gostergesi degildir ve

bazen de aldatici olabilir (Purohit 2010, Bekele ve ark 2016).

Ostriis gostermeme

Inekler genelde ortalama her 21 giinde bir striis gdsterirler. Tohumlama
sonrast inek ya gebe kalmistir ya da gebe kalmamistir ve yeniden tohumlanacaktir.
Inek gebe kalmams ise CL geriler ve progesteron diizeyi diiser ve inek tohumlama
sonrast 18-24. giinler arasinda yeniden Ostriis gosterir. Bu nedenle eger inek
tohumlamadan sonra 0Ostriis gosterirse inegin gebe olmadigi kabul edilir. Tersine eger
inek Ostriis gostermemisse hayvan gebe kabul edilir. Clinkii gebelik esnasinda embriyo
CL'un gerilemesini sonrasinda da Ostriis gostermesini engeller (Purohit 2010, Bekele
ve ark 2016).

Metostriis Kanamasi

Ineklerde Ostriisten 24-48 saat sonra kanli bir vaginal akint1 yaygin gozlenir.
Bu akintinin nedeni ovulasyon sonrasi Ostrojenin ani sekilde azalmasi sonrasinda
uterustaki kapiller damarlarin kanamasidir. Eger bir ka¢ gilin Oncesinde Ostriis
gozlenemeyen bir inekte metdstriis kanamasi goriilmiis ise Ostriisiin kagirildiginin ve

hayvanin gebe kalamadigin1 belirtisidir (Bekele ve ark 2016).
Gozleme Dayal Diger Gebelik Tan1 Bulgular:

Ineklerde bu gozlem bulgulari yaninda gebeligin ilerleyen ddnemlerinde
annede; abdomenin genislemesi, meme bezinin gelismesi, ileri donemde vaginal akinti

ve fotiistin hareketleri gibi gorsel belirtilerle gebelik teshisi yapilabilmektedir. Ancak
bu gorsel yontemlerin dogruluk derecesi diistiktiir (Youngquist 2006).

2. 13. 2. Rektal palpasyon yontemi ile gebelik tanisi

Ineklerde gebelik tamisinda 1900'lii yillarin baslarindan itibaren kullanilan ve

giinlimiizde de giincelligini kaybetmeyen biri rektal muayene yontemidir. Deneyimli
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bir veteriner hekim bu yontemi kullanarak tohumlamayi/agimi izleyen 30 giin gibi
erken bir donemde gebelik tanisin1 gergeklestirebilir. Gebelik siiresince uterusun
hacmi, icerigi, konumu ve kivami farklilik gosterse de veteriner hekim gebe
tanimlamas1 yapmadan Once;  fotal membran kaymasi, ammnion kesesinin,
plasentomlarin ve fotiisiin palpasyonu seklindeki muayene bulgularindan en az birisini

belirlemelidir (Purohit 2010, Balhara ve ark 2013, Dee Whittier 2013).

Rektal palpasyon uygulamalarinda hatali negatif gebelik sonuglari ile
cogunlukla, yavrunun abdominal tabanda oldugu gebeligin 5-7. aylar1 arasinda
karsilagilir. Bu donemde uterusun tamamen abdomen tabanina dogru ydnelmesi,
uterus ve yavruya rektal yol ile ulasma sorunlart nedeni ile hatali gebelik tanisi
sonucuyla karst karsiya kalinabilmektedir. Hatali pozitif sonuglar ise, bazi maternal
yapilarin fotiis olarak algilanmas: ile sekillenir. Ornegin, rumenin dorsal kesiti, sol
bobrek, genislemis lenf yumrulari, abdominal yag dokularinin nekrozu yaniltici
sonuglara yonlendirebilir (Romano 2004, Broaddus ve de Vries 2005, Youngquist
2006, Purohit 2010, Dee Whittier 2013, Balhara ve ark 2013, Pohler ve ark 2016).

2. 13. 3. Ultrasonografik goriintiilleme yontemi ile gebelik tanisi

Ultrasonografik goriintiileme ydnteminin hayvan reprodiiksiyonunda ilk
kullanim1 1980 yilinda kisraklarda ve kedilerde gebelik goriintiilemesi ile baslamistir.
Sonrasinda ultrasonografik goriintiileme yontemi tiim evcil hayvanlarin genital
organlarmin fizyolojik ve patolojik olusumlarimi degerlendirmede rutin Klinik
muayene ve uygulama teknigi olarak adapte edilmistir (Romano 2004, Broaddus ve de
Vries 2005, Youngquist 2006, Purohit 2010, Dee Whittier 2013, Balhara ve ark 2013,
Pohler ve ark 2016).

Ultrasonografik goriintiilleme yonteminde, goriintiileme kalitesindeki siirekli
gelismeler taginabilir ultrasonografi ekipmanlarinin piyasaya siiriilmesi ve rekabete
dayali olarak farkli fiyat seceneklerinin sunulmasi, ultrasonografinin veteriner
hekimlerin olmazsa olmaz ekipmanlar1 arasinda yer almasinda énemli rol oynamuistir.
Ultrasonografinin en 6nemli avantajlarindan biri invaziv olmamasi, diger bir deyimle
hayvanlarin seksiiel yagamlarini etkilemeden ve embriyo/fotiis lizerinde her hangi bir
yan etki olusturmadan reprodiiktif kanalin tekrarlanan muayenelerine olanak

tanimasidir. Transrektal ultrasonografi, sedasyon gerektirmeyen, non invaziv ve iyi
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tolere edilebilen bir klinik muayene yontemidir (Romano 2004, Youngquist 2006,
Purohit 2010, Balhara ve ark 2013, Dee Whittier 2013, Pohler ve ark 2016). ineklerde
asim/tohumlama  sonrasi  12-14. giinlerinde ultrasonografi ile gebeligin
belirlenebilecegi  bildirilmektedir.  Ultrasonografik  teknigin ve teknolojinin
gelismesiyle birlikte gebeligin 20. giiniinde %85, 24. giliniinden itibaren ise %100
dogruluk orani ile belirlenmesi miimkiindiir (Romano 2004, Youngquist 2006, Purohit
2010, Balhara ve ark 2013, Dee Whittier 2013, Pohler ve ark 2016).

2. 13. 4. Progesteron diizeyinin belirlenmesi ile gebelik tanisi

Ineklerde siit, kan plazmasi ve kan serumu progesteron seviyesi fonksiyonel bir
CL varliginin veya yoklugunun gostergesidir. Siit ineklerinde progesteron degerinin
Olgiilmesi ve bilinmesi diger bazi olgular yaninda erken gebelik taninmasinda da
etkilidir (Broaddus ve de Vries 2005, Prvanovi¢ ve ark 2009, Purohit 2010, Balhara ve
ark 2013).

Siit, kan plazmasi ve kan serumu progesteron seviyesi renk degisimi esasina
dayali kalitatif yontem veya miktar esasina dayali kantitatif yontemlerle belirlenebilir.
Kalitatif yontemler genelde saha kosullarinda kullanilabilirken, miktar esasina dayali
kantitatif yontemler laboratuvar kosullarinda gerceklestirilir (Broaddus ve de Vries
2005, Balhara ve ark 2013).

Siit, kan plazmasi1 ve kan serumu progesteron diizeyleri, gelismis aletlerle
donatilmis endokrinoloji laboratuvarlarinda uzman kisilerce radio Immunoassay (RIA)
veya enzim immunoassay (ELISA) yontemleri ile nanogram diizeyinde
saptanabilmektedir. Ancak laboratuvar kurulmasinin biiyiik parasal kaynaklara ve
uzmanlara gereksinim gostermesi, numunelerin laboratuvara ulastirilmasi esnasinda
ortaya ¢ikan aksakliklar ve numunelerin belli bolgelerdeki laboratuvara gonderilmesi,
degerlendirilmesi ve sonucun bildirilmesi i¢in gerekli zamanin uzun olmasi,
arastiricilart  saha  sartlarinda  uygulanabilir  progesteron  Ol¢iim  testlerine

yonlendirmistir (Broaddus ve de Vries 2005, Purohit 2010, Balhara ve ark 2013).

Hizli progesteron test kitlerinin ¢alisma prensipleri, test edilen serum, plazma
veya siitteki progesteronun alkalen fozfatazla isaretli progesteron ile birlikte bilinen ve

belli antikor ile kars1 karsiya getirilmesi (rekabet esasina gore) ve ilave edilen substrat
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ile renk degisiminin olusturulmasidir (Broaddus ve de Vries 2005, Purohit 2010).
Burada rengi 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve tetrazolium blue sekillendirmektedir. Siit,
kan plazmasi ve kan serumu Orneginde yeterli miktarda progesteron yok ise enzim
alkalen fosfataz ile progesteronlar tiip yiizeyindeki antikorla baglanir ve sonradan ilave
edilen substratla bu bilesik reaksiyona girerek degisik tonlarda renk ortaya cikar.
Hayvanlardan alinan 6rneklerde progesteron diizeyi yiiksek ise, enzim alkalen fosfataz
ile isaretli progesteronlar, tiip ylizeyindeki antikorla baglanamaz ve dolayisiyla
substratla renk reaksiyonu olusturmaz. Kecilerde ve ineklerde renk esasina dayali
kalitatif progesteron test kitleri ile miktar esasina dayali kantitatif progesteron test
kitlerinin karsilastirilmasinda kegilerde gebe olmayanlar1 %80-100, ineklerde ise %90-
91 oraninda belirlenmistir. Arastiricilar sonug olarak; renk esasina dayali progesteron
test kitlerinin basit, daha kisa siirede uygulanabilir ve dogruluk oraninin miktar esasina
dayal1 test kitleri ile benzer sonuclar verdigini belirtmis ve bu test kitlerinin 6zellikle
gebe olmayan ve Ostriiste bulunan hayvanlarin belirlenmesinde oldukga etkili

oldugunu agiklamistir (Purohit 2010, Balhara ve ark 2013).

Plazma veya kan serum diizeyine gore, progesteronun siit yaginda daha yiiksek
yogunlukta bulunmasi ve orneklerin alim yontemlerinin siitte diger yontemlere gore
daha kolay olmasi nedeni ile test teknigi yoniinden siitte progesteron tayini siklikla
tercih edilen bir yontemdir. Genelde 6gleden sonra (bu zaman diliminde siit yagi en
yiiksek seviyededir) 20 ml siit 6rnegi alinir ve igine potasyum dikromat ve merkiirik
klorit tabletinden koruyucu amagl ilave edilir. Siit 6rnekleri ytliksek 1s1 ve ultraviole
1s1klara maruz kalmamalidir. Aksine progesteron aktivitesi kaybolur. Siit 6rnekleri ve

test kitleri daima +4 derecede tutulmalidir (Purohit 2010, Balhara ve ark 2013).

Gebelik tanisinda tohumlamayr izleyen 20-24. giinlerde arasinda alinan
orneklerde progesteron 2 ng/ml altinda ise inek kesinlikle gebe degildir. Progesteron
test yoOntemlerinde yanlis negatif sonuglar, hayvanin kimlik hatalar, siitiin
saklanmasindaki aksamalar (yiiksek 1s1 ve ultraviole altinda kalmasi), CL'un diisiik
diizeyde progesteron iiretmesi, siit Orneginin karigtirllmamas: sonucu siit yagi
diizeyinin diisiik olmas1 gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilir (Purohit 2010, Balhara ve ark
2013)).
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Yanlis pozitif sonuglar ise; inegin iki Ostriis araliginin kisa olmasi,
tohumlamay1 izleyen 16. giinden itibaren embriyonik oliimlerin sekillenmesi, CL'un
yasam siiresinin uzamasina neden olan patolojiler (liiteal kist olgulari, postpartum
donem uterus enfeksiyonlari), hatali tohumlama zamani (hatali olarak Ostriis sonrasi
tohumlamalar) gibi sebeplere bagli olarak sekillenebilir (Purohit 2010, Balhara ve ark
2013).

2. 13. 5. Ostron siilfat

Ostron siilfat bagl bir dstrojendir. Sigirlarda siit drneklerinde gebelik teshisi
icin kullanilmistir. Konseptus (embriyo-fotiis ve iligkili zarlar) tarafindan tretilir. Bu
nedenle gebeligin direk gostergesidir. Ostron siilfat ve dstradiol 17 beta diizeyleri RIA
ve EIA ile odlgiilebilmekte, ancak bunlarin erken gebelik yoniinden degerlendirilme
sanslar1 zayif ve siiphelidir. Gebeligin ileri donemlerinde plasental Ostrojenler ile
dogru tan1 konulabilmektedir. Ancak anilan donemlerde tani i¢in ge¢ kalindigindan, bu

hormonun tayini ile gebelik teshisi ekonomik ve pratik bulunmamistir (Purohit 2010).

2. 13. 6. Erken gebelik faktoriiniin belirlenmesi ile gebelik tanisi

Gebe memeli disilerinin kan serumlarinda fertilizasyondan sonra 6 ile 24 saat
icinde belirlenebilen erken gebelik faktorii, kaynaginin ovaryum veya ovidukt oldugu
diistiniilen, 10.84 kDa agirliginda bir proteindir (Broaddus ve de Vries 2005, Lucy ve
ark 2011, Nandre ve ark 2012). Bu protein embriyonun uzaklagtirilmasi veya
oliimiinden 24 ile 48 saat sonra serumda tespit edilemez. Protein gebeligin 2/3"linde
serumda bulunur. Serumda bulunan, fertilizasyon ve dolayisiyla gebeligi gosteren en
erken isarettir. Rozet inhibisyon testi ile gosterilen gebelikle iligkili bu protein kuvvetli
bir immunsupresif etki gosterir. Ik 6nce farelerde dlgiimii yapilmistir. Ancak yapilan
caligmalarla gebe olmayan hayvani belirleme orani diisiik belirlenmistir (Broaddus ve
de Vries 2005, Lucy ve ark 2011). Erken gebelik esnasinda salgilanmasina ragmen
timor hiicreleri ve degisim geciren hiicreler gibi plasenta dist dokularca da
salgilandig1 i¢in gebeligi teshis giicii yeterli bulunmamistir (Nandre ve ark 2012).
Ineklerde tohumlamayi izleyen 24 saat igindeki gebelikleri %87,5 dogrulukla
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belirleyebilmekte ve uygulamalardan %12,5 oraninda da yalanci pozitif sonuglar
aliabilmektedir. Erken gebelik faktorii 1s1 sok proteinleri (hsp 60) ailesine aittir ve
hiicre dis1 bulunur ve immunsupresif ve biiyiime faktorii 6zelliklerine sahiptir. Bu
Ozelikleri antijenik yapis1 nedeni ile T lenfositlere baglanarak yabanci olan
embriyonun reddedilmesini engeller ve gelisimini destekleyici rol oynar. Biyoloji
biliminin ilerlemesi ile birlikte olduk¢a erken donemde gebeligin belirlenmesine
yonelik bu molekiilden yararlanma olanagi olacaktir. Ancak, gebeligin ilk 15 giiniinde
gebelik kayip oranlar1 yliksek oldugu ic¢in bu testin glvenirligi diisiik kalacaktir
(Broaddus ve de Vries 2005, Lucy ve ark 2011, Nandre ve ark 2012).

2. 13. 7. miRNA tespiti ile gebelik tanisi

Bilimsel alanda yasanan gelismeler bilim insanlarina yeni firsatlar
sunmaktadir. Bunlardan birisi de ineklerde erken gebelik teshisinde kullanilabilecek
farkl1 yontemlerin gelistirilmesidir. Bu asamada anne kaninda ve diger biyolojik
stvilarda farkli fonksiyonlar1 gézlenmis olan miRNA'lardir. miRNA'lar kiiciik RNA
sinifina ait, yaklagik 19-25 niikleotid uzunlugunda yapilardir. Hiicre siklusu,
farklilagsmasi, doniisiimii ve mesaj iletimi gibi hiicresel siireclerde gen bulunusunu
diizenlediklerine inamilmaktadir. Yaklasik genlerin %60'"in miRNA tarafindan

diizenlendigi diistiniilmektedir (Fatima ve Morris 2013).

Gilinlimiizde degisik biyolojik yollarda genlerin miRNA'larca diizenlenme
stirecleri yogun sekilde calisilmigtir. Serum, plazma, idrar ve siit gibi biyolojik
stvilarda stabil sekilde bulunmasi bu yapilarin bir ¢ok otoimmun, metabolik, kalp
damar ve kanser hastaliklarinin biyolojik isaretleri olmaya aday olabileceklerini akla
getirmektedir.  Ciftlik hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar sonrasinda; ovaryum
korteksinde diger bolgelerinden, oosit ve kumulus hiicreleri arasinda, olgunlasmamis
ve olgunlagsmis oositler arasinda, 8 hiicreli embriyo ile blastosist asamasindaki
embriyolar arasinda, olgunlasmamis ve olgun oositler ile onlar1 ¢evreleyen kumulus
hiicreleri arasinda, oogenezisin farkli donemleri arasinda, follikiiler gelisim
donemideki granulosa hiicreleri arasinda, erkek ve disi gonad gelisimi arasinda, olgun
testis ile olgun olmayan testis arasinda, fertilitesi yiiksek ve diisiik spermatozoonlar

arasinda, normal ve anormal spermlar arasinda, gelismekte olan ve preovulator
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follikiiller arasinda, follikiiler evreden luteal evreye gecis siirecinde, follikiiler
farklilagsma agsamasinda, gelismis korpus luteum ile gerileyen korpus luteum arasinda,
geng¢ ve yash hayvanlarin follikiiler sivilar1 arasinda ve plasental gelisim donemleri

arasinda farkli miRNA belirlenmistir (Fatima ve Morris 2013).

Bahsedilen ¢ok sayida biyolojik siireclerde oldugu gibi ineklerde erken gebelik
stirecinde de miRNA'lar 6zel gorevleri yerine getirdigi diisiniilmektedir. Bu gorevleri
yerine getirirken farkli miRNA yapilar1 farkli donemlerde bulunabilir. Arastiricilar
(loannidis ve Donadeu 2016, Gecaj ve ark 2017, loannidis ve Donadeu 2017, Pohler
ve ark 2017) bu sekilde tohumlama sonrasi erken gebelik donemlerinde dolasimdaki
miRNA belirlenmesi ile gebelik teshisinin yapilabilecegine inanmaktadir. Nitekim;
(loannidis ve Donadeu 2016) tarafindan yapilan arastirmalarda gebe olmayan ve
gebeligin 19-24. Gilinlerinde olan inekler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada erken gebelik
teshisinde kullanilmaya aday miRNA'lar belirlenmistir. Daha sonra ger¢eklestirilen bir
caligmada ise (Ioannidis ve Donadeu 2017) gebeligin 8. Giiniinde dolasimda gebeligi
gosteren farkli bir miRNA tespiti bildirilmektedir. Gecaj ve ark (2017) tarafindan da
gebeligin devam ettigi ineklerin korpus luteumlarinda bulunan miRNA ile gebeligin
devam etmedigi hayvanin korpus luteumundaki miRNA farkinin oldugu, Pohler ve ark
(2017) tarafindan embriyonun canlihigi ve yasama kabiliyetini gosteren farkl

miRNA'larin bulundugu bildirilmektedir.

2. 13. 8. Serbest dolasan niikleik asit tespiti ile gebelik tanisi

Kan ve siit 6rneklerinden erken gebelik teshisi yapilan analizlerle giiniimiizde
tohumlama sonras1 28-30 giinler arasinda giivenli sonuglara ulasilmaktadir. Bu teshis
giinlerinin daha erken (tohumlama sonras1 20. giin veya daha once) yapilabilmesi
onemlidir. Bu sekilde hayvanlar daha erken yeniden tohumlanabileceklerdir. Serbest
dolasan niikleik asitler son yillarda dikkati ¢eken yeni biyolojik isaretlerdir (Mayer ve
ark 2013a).

Ineklerde erken gebelik tanisinda kullanim igin en {imit verici molekiillerden
birisi de serbest dolasan niikleik asitler (CNS)'dir. Serbest dolagan niikleik asitler, kan
dolasiminda bulunan, hiicreden bagimsiz DNA/RNA molekiilleridir. Onemli bir

biyolojik isaret kabul edilen CNA'lar, hiicre dis1 niikleik asitlerdir ve viicut i¢inde her
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giin uzun mesafeleri dolasarak kolayca tiim dokulara diffuze olurlar. Viicutta neler
olup bittiginin anlasilmasini saglarlar. Molekiillerin diizeyinin degismesi insan ve
hayvanlarda ¢ok ¢esitli olgularda tan1 amaciyla kullanilabilir (Isik 2015). Nitekim bu
molekiiller son yillarda beseri hekimlikte baslica tiimorlerin ve diger hastaliklarin
teshisinde kullanilmaktadirlar. Lo ve ark (2007) insanlarda gebeligin 7. haftasinda
maternal plazma veya serumda bulundugunu ve gebelik esnasinda diizeyinde
belirlenebilen artis oldugunu bildirmektedirler. Ayrica hamilelikte CNA'lar genetik

hastaliklarin teshisinde de kullanilmaktadir.

Insanlardan farkl1 olarak sigirlarda fotal trofoblast katmanimnin maternal kan ile
direk temas1 yoktur. Bu nedenle genetik materyal gecisi insanlardaki gibi kolay
gerceklesmez. Ancak heniiz tam ortaya konulamayan bir mekanizma ile
epiteliyokorial plasenta yapisina ragmen fotal DNA'min maternal dolasima gegis
yapabildigi ortaya c¢ikartilmistir. Bu gecisten faydalanilarak sigirlarda tohumlama
sonra 30. giinde fotal cinsiyet teshisi yapilabilmistir. Cinsiyet tayini yaninda gebelikle
iliskili olusabilecek diizensizliklerde de kullanilabilmektedir. Mayer ve ark (2013b)
tarafindan gebeligin 20. gilinlinde gebe olan ve gebe kalmayan hayvanlarin CNA
kompozisyonunda fark oldugu ortaya konulmustur. Bu sonuca gore teknolojik gelisme
ile birlikte inek ve diivelerde tohumlama sonrasi 0. giin ile 20. giinlere kadar diizeyi
artan CNA gebelik teshisinde kullanilabilir ve gebe ile gebe olmayan hayvan ayirt

edilebilir.
2. 14. Gebelikle iliskili Proteinler

Gebelik spesifik ilk giivenli hormon 6l¢iimii plasenta kaynakli proteinlerle
yapilmistir. Bunlardan ilk 6lgiileni gebelik-spesifik protein B'dir. Bu protein gebelikle
iliskili glikoprotein ailesinin bir tiiyesidir. Gebelikle iligkili glikoproteinler kan

dolasgim1 yaninda meme bezine de gecerler ve siitteki diizeylerinin belirlenmesine

yonelik testler gelistirilmistir (Ali 1999, Nandre ve ark 2012).

2. 15. Gebelikle Tligkili Glikoproteinler

Tim memeli hayvanlarin plasentalar1 benzer yapisal ve fonksiyonel 6zellige

sahiptir, ancak plasentanin mikro ve makro anatomik yapisinda ve goriiniimiinde
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farkliliklar vardir (Ali 1999, Nandre ve ark 2012). Cift tirnakli gevis getiren
hayvanlarda plasenta; anatomik yapisina gore kotiledoner tipte siniflandirilmistir. Bu
plasenta tipi, koriyoallantois ile endometriumun karsilikli etkilesimi neticesinde 6zel
bir baglanma seklidir. Plasentomun f6tal kismi kotiledon, maternal baglanma bdlgesi
ise karunkul olarak adlandirilir. Gelisimin blastosit asamasinda embriyoda sivi dolu
bir merkezi bosluk sekillenir (Sekil 2). Blastosel denilen bu bosluk tek kath
trofoektoderm olarak bilinen hiicrelerce ¢evrelenmistir. Bu hiicreler plasentanin dis
ylizeyini olusturan tek katli hiicre katmanini sekillendirir. Bu katman mesoderm ile
birlikte koryonu olusturur. Kese benzeri yapi olan allantois sonunda koryon ile
birlesmek i¢in genisler ve koryoallantois olusur (Schlafer ve ark 2000).

Damarlar  yoniinden zengin olan koryoallantois dis yilizeyindeki
trofoektodermal epitel hiicreleri tarafindan smirlandirilmistir (Sekil 3). Trofoblast
hiicreler olarak adlandirilan bu dis hiicrelerin  6zel fonksiyonlar1 oldugu

diistiniilmektedir (Schlafer ve ark 2000).

Gevis getiren hayvanlarin plasentasinin trofoektoderminde morfolojik ve
fonksiyonel olarak farkli iki hiicre bulunmaktadir. Bunlar; tek cekirdekli trofoblast
hiicreler ile ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerdir. Tek ¢ekirdekli hiicreler karsilasma
ylizeyinde ¢ogunlukta olan hiicrelerdir ve baslica besin maddelerinin degisiminden
sorumludur. Buna karsilik ¢ift ¢ekirdekli hiicreler plasental laktojen ve progesteron

gibi hormonlari iireten hiicrelerdir (Duello ve ark 1986, Myers ve Reimers 1988).

® o 2oum_
Sekil 2.2. Gelisim asamasindaki balstosist (Hytell ve ark 2010).
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-« Endoderm

-« Trophectoderm

-«Uterine epithelium

Sekil 2.3. Trofoektoderm yapis1 (Peter 2013).

2. 16. Tek Cekirdekli Trofoblast Hiicreler

Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicreler; tek cekirdekli, kiiboidalden kiibik sekle
degisebilen, kendine 6zgii goriiniimii olan hiicrelerdir (Ali 1999, Haeger ve ark 2016).
Bu hiicreler bazal laminada yerlesmislerdir ve bir birleri ile siki baglantilar1 da igeren
kompleks sekilde baglanmislardir (Sekil 4). Bu hiicreler trofoblast popiilasyonunun
yaklagik dort kati miktarindadir. Her tek g¢ekirdekli trofoblast hiicresi biiyiik, tek
cekirdekgikli, kromatinle iyi boyanan, diizensiz sekilli ¢ekirdege sahiptir. Hiicrelerin
sitoplazmasi; kiiclik golgi cisimcigi, plasmosomlar, endoplazmik retikulum ve
hiicrenin ucuna dogru yerlesmis oval sekille genis mitekondri bulundurur.
Sitoplazmada ayrica, lipit damlacigr yiginlar, farkli blyiikliiklerde dejenere edici
materyal iceren vezikiiller goriiliir. Tek c¢ekirdekli trofoblast hiicrelerin apikal
membran yiizeyleri maternal uterus epitel hiicrelerinin benzer c¢ikintilarina uygun
sekilde mikrovilli uzantilara (Sekil 4) modifiye olur ve bu sekilde fotiis ile anne

arasinda temas bolgesi olusturur (King ve ark 1980, Haeger ve ark 2016).

21



Sekil 2.4. Bir birine yapisik iki trofoektoderm hiicresi. 5: Siki baglanti, 6: Desmosom,
7: Mikrovilluslar (Martins ve ark 2004).

2. 16. 1. Gebeligin tamnmasindaki gorevi

Gebeligin anne tarafindan taninmasi terimi annenin kendi iireme kanalindaki
zigota fizyolojik olarak nasil cevap verdigini tanimlamak ig¢in kullanilir (Ali 1999,
Igwebuike 2006). Implante olan konseptus tarafindan kurtarilmadikca CL gerileyecegi
icin plasenta annede erken konseptusun bulunusunu yonetmek iizere evrimlesmistir.
Uygun zamanda konseptusun varliginin sinyalinin verilememesi gebelik kaybina yol
acar. Ruminantlar erken gebelik esnasinda CL'un kurtarilmasi yoniinde evrimlesmistir
(Ali 1999, Igwebuike 2006). Korpus luteumun bu sekildeki kurtulusu implantasyonu
hem ylizeysel hemde ge¢ olustugu bu tiirlere 6zgili bir olgudur. Bu tiirlerde; normal
ostriis siklusunun sonunda PGF,,‘nin pulsatil salinimi sonucunda CL regrese olur.
Prostaglandin F,, uterus endometriyumundan iiretilir. Luteolitik PGF,, salinimlarinin
olusturulmasi luteal dokunun oksitosin sekresyonunu ve dolasimdaki oksitosinin
ozellikle endometrial epitel hiicrelerindeki reseptorleri ile etkilesimini gerektirir. Bu
nedenle oksitosin kontrolii altindaki bu salmmim luteolizisin olusmasi ig¢in temel
onemdedir. Ancak canli bir embriyo varliginda PGF,,nin pulsatil salinim1 azalir veya
cogu zaman durur. Erken gebelik sirasinda CL'un varliginin devami, implantasyon

oncesi embriyo tarafindan lretilen protein yapili bir faktoriin varligina baghdir. Bu
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faktor, baslangicta trofoblastin, sonra trofoblast proteini, son olarak ise IFN-t olarak
isimlendirilmistir. Sigir IFN-t'su, si8ir konseptusunun trofoblast hiicrelerinin iiretip
salgiladigi bir iirtindiir. Sigir IFN-1'su gebeligin 10 ile 24. giinleri arasinda {iretilir ve
antiluteolitik Ozelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Ruminant plasentasindaki
trofoblast hiicreleri gebeligin anne tarafindan taninmasinda ve konseptusun canliligini
siirdiirmesinde IFN-t sekresyonu ile énemli bir rol oynarlar. Ineklerde en yiiksek
interferon iiretimi gebeligin 17. giiniinde gerceklesir. Interferon-tau'nun CL
regresyonunu engellemesinin birincil mekanizmasi olarak pulsatil endometrial PGF,,,
saliniminin baskilanmasi 6nerilmektedir. interferon hipofiz ve luteal ¢ikish oksitosinin
endometrial PGF,, sentez ve salimmini engelleyerek endometrial epitelyumdaki
oksitosin reseptdriiniin  olusumunun Oniline geger. Bu etkinin gen transkription
seviyesinde gerceklestii belirlenmistir. Interferon oksitosin reseptoriinii  gen
diizeyinde engellemesi yaninda konseptusun ret edilmesini engellemek i¢in bagisiklik
sistemini diizenleyerek diger sitokinlerin sentezini de etkiler. Interferon, in vitro
sartlarda sigir lenfositlerinde interlokin-4 ve interferon gamma bulunusunu arttirir ve
lenfositlerin interferon-2’nin proliferatif cevabini arttirir. Ayni1 zamanda endometrial
cox-2 konsantrasyonunu arttirir ve luteotrofik 6zellikte olan PGE; iiretimini arttirir.
Ayrica hiicresel baglanmada gorevli molekiillerin bulunusunu uyarir. Bu sekilde
implantasyon esnasinda blastosistin endometrial ylizeye baglanmasini da kapsayacak

sekilde rol oynar (Ali 1999, Fuller ve ark 2008).

2. 16. 2. Fotal beslenmedeki rolii

Plasenta konseptusa besin taginmasindaki tek kanaldir . Bu gereksinim doguma
kadar yapisal degisikliklerle birlikte giderek artar. Rumintant plasentasi histiotrofik
transferi kapsayan interplasentomal bolge ve anne ile fotiis arasinda besin maddeleri
ile metabolitlerin gegisinin oldugu hemopoitik degisim fonksiyonunun gerceklestigi
plasentomal bolge seklinde iki ana béliime ayrilmustir. Interplasentomal alanlar, fotal
membranlar ile uterus endometriyumunun basitce karsilastigt yerdir. Fakat,
plasentomlarda endometrium ylizeyinde derin karunkular girintiler bulunur ve fotal
koriyoallantoisin kotiledoner kollarimin uzun ¢ikintilar1 bu girintilere penetre olurlar.

Bu diizenleme plasentomlarda f6tal ve maternal boliimler arasinda biiylik temas alani
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olusturur. Ruminant plasentasindaki plasentomal ve interplasentomal bdolgelerdeki
trofoblast hiicrelerin 6zel fonksiyonlarinda ve gen bulunusunda farklilik belirlenmistir.
Ancak bu iki bolgedeki trofoblast hiicrelerin morfolojik 6zellikleri hiicrelerin apikal
ylizeylerinde mikrovilli olmasi ve diger trofoblast hiicrelerle baglanti yapilar
bulunacak sekilde benzerdir (Ali 1999, Igwebuike 2006). Mikrovilliler materyal
emilimi i¢in artmig ylizey alani saglamasina ragmen baglanti bolgeleri fotal ve
maternal boliimlerin ayr1 kalmasini saglamaya devam ederler. Arastiricilara gore
plasental aktarimda trofoblastik katmanda daha fazla diren¢ olusur. Plasentada besin
maddelerinin ve diger yapilarin gegisine karst secici bariyer bulunur. Belli
biiytlikliikteki molekiiller diffuzyon ile tasinirken biiyilik molekiiller farkli sekilde
taginir (Touzard ve ark 2013).

Implantasyon esnasinda, konseptusun uterus bezi agikligma karsihik gelen
bolgesinde trofoblast papili gelisir. Bu gecici yapilar gebeligin erken doneminde
kaybolur. Bu trofoblast papilleri uterus bezinin lumeni igine dogru penetre olur. Bu
sayede konseptus uterus epiteli iizerinde hareketsiz durur ve sekresyonu yapilan
iiriinlerle histiotrop mekanizma olusur. Endometriyal bezler karisik proteinleri ve ilgili
yapilart sentezler. Bu bezler ruminant plasentasinda interplasentomal bdlgededir.
Enzimler, biiylime faktorleri, sitokinler, lenfokinler, hormonlar, transport proteinlerive
diger yapilardan olusan karmasik karisim konseptusun beslenmesi icin gereklidir ve
birincil sekilde konseptus canlilii, gelisimi, gebeligin taninmasi sinyalini {liretmesi,
implantasyon ve plasentasyonu diizenleyicidir. Haemotrofik beslenmeye ek olarak
ruminantlar gibi synepiteliochorial plasental hayvanlarda histiotrop beslenme gebelik
stiresince kritik dnemde kalir. Uterus bezinin sekre ettigi histiotrof konseptusu kaplar
ve Ozellikle plasental alanlardaki trofoblast hiicrelerce absorbe edilir. Plasental areolar
bolgeler ruminantlarda histiotrofun tasginmasi ve absorbsiyonu i¢in uterus bezinin agiz
kisminda gelismis ve farklilasmis farkli plasental yapilardir (Ali 1999, Igwebuike
2006, Touzard ve ark 2013).

2. 17. Cift Cekirdekli Trofoblast Hiicreler

Ruminant olgun ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri ¢evresindeki
trofoektodermal tek cekirdekli hiicrelerden oldukca farkli, kendilerine 6zgii yapida

biliyiik hiicrelerdir. Bu ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri implantasyonun
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baslangicindan gebelik siiresince trofoektodermal hiicrelerin yaklasik %15-20'sini
olusturur (Igwebuike 2006). Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerin asitokinetik mitoz ile
tek cekirdekli hiicrelerden koken aldiklarina inanilmaktadir (Sekil 5). Bu hiicrelerin
direk olarak trofoblast kok hiicrelerden kaynaklandiklari da diisiiniilmektedir (Ali
1999, Igwebuike 2006). Konu ile ilgili olarak her hangi bir tek ¢ekirdekli hiicrenin
sitoplazma boliinmesi olmadan ¢ekirdek boliinmesi sonrasinda ¢ift ¢ekirdekli hiicreye
dontstiigiic onerilmektedir (Wooding 1992, Wooding ve Flint 1994). Gelisimlerinin
erken donemlerinde c¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicreler trofoektodermal Kkatta
intraepitelial pozisyonda, trofoektodermin apikal mikrovilliar ile veya bazal memebran
ile temas etmeksizin gelisi giizel yerlesmiglerdir. Bu kiigiikk oval immatur hiicreler
etraflarindaki tek ¢ekirdekli hiicrelere gore daha koyu boyanan sitoplazmaya
sahiptirler. Bu koyu boyanmanin sebebi c¢ift c¢ekirdekli hiicrelerin ¢ok sayida
sitoplazmik ribozoma sahip olmasidir (Wango ve ark 1990). Olgun ¢ift ¢ekirdekli
hiicrelerin molekiiler yapisinda ¢ok fazla endoplazmik retikulum, ¢ok sayida kiiciik
mitekondri, 1yi gelismis biiyiik golgi cisimcigi ve hiicre hacminin %50'sinden fazlasini
olusturan biiyiik membran bagli molekiilleri igerir. Sigir, koyun, keci ve geyiklerdeki
cift c¢ekirdekli hiicreler benzer Ozelliklerdedir. Ruminantlarin ¢ift ¢ekirdekli
hiicrelerinin biiylik cogunlugu iki ¢ekirdek icerirken tek c¢ekirdek veya 3 ¢ekirdek
iceren formlar1 da gozlenmistir. Bu tek veya 3 c¢ekirdekli hiicreler ¢ekirdek sayisindan
disinda tamamen ¢ift ¢ekirdekli hiicrelere benzemektedir. Tek c¢ekirdekli hiicreler
genellikle karyokinez tamamlanmadan 6nce mitozun engellenmesi sonucunda lobular
bir cekirdege sahiptir. Ug cekirdekli hiicreler trofoblast hiicrelerin ii¢ kutuplu
asitokinetik mitozu ile olusur (Ali 1999, Igwebuike 2006).

Cift cekirdekli hiicreler trofoektodermde uniform sekilde dagilmamistir.
Dagilim kiiciik kiimeler seklindedir. Ruminant plasentasinin ¢ift c¢ekirdekli hiicre
bulunan plasentomal ve interplasentomal bolgeleri anatomik olarak benzer olmasina
ragmen ¢ift c¢ekirdekli hiicrelerin antijen icerme Ozellikleri yoniinden bdlgesel
farkliliklar bulunmaktadir. Gelisim sirasinda her iki bolgedeki c¢ift ¢ekirdekli hiicreler
iki c¢ekirdege, ¢ok sayida endoplazmik retikulum sisternasina ve tipik biiyiik graniil

tireten asir1 sayida golgi cisimcigine sahiptirler (Igwebuike 2006).
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Sekil 2.5. Cift ¢ekirdekli hiicre (b), Karunkul epiteli (Ce) ve maternal/fotal mikrovillus
birlesimi (J). (Martins ve ark 2004).

2. 17. 1. Konseptiisiin implantasyonundaki rolii.

Implantasyon, konseptiisiin endometriyuma yapismasi ve plasental yapilarin
olugmasi ile sonuglanan bir siiregtir. Ruminantlarda implantasyon siirecinin 3
asamasinin oldugu bildirilmistir. Bu asamalar; 1. Konseptiisiin sadece uzadigi uzun bir
yapisma Oncesi donem, 2. Maternal epitel hiicreleri ile fotiis trofoblast hiicreleri
arasinda temasin saglandig1 karsilasma donemi ve 3. Plasentada epiteliokorial ortaya
cikmasini  saglayan yapigma donemi. Cift c¢ekirdekli trofoblast hiicrelerin
implantasyondaki gérevleri ruminantlar arasinda yogun olarak ¢alisilmistir (Igwebuike
2006). Immature cift cekirdekli hiicreler ile tek cekirdekli hiicreler arasinda intra-
epitalial pozisyonda kalirlar. Bu hiicreler olgunlastiginda ve sitoplazmalarinda biiyiik

membrana bagli graniiller toplandiginda hiicreler maternal endometriyumdaki
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koryonik mikrovillar baglanti yerine dogru hareket ederler (Sekil 5) (Ali 1999,
Igwebuike 2006).

Sekil 2.6. Cift ¢ekirdekli hiicre gogii (Peter 2013)

Bu go¢ esnasinda cift ¢ekirdekli hiicreler baglantilari bozmadan birbirine bagh
tek cekirdekli hiicrelerin baglantilardan gecme yetenegine sahiptir (Sekil 6). Bu gegme
cift cekirdekli hiicrelerin apikal uglarindan sitoplazmik uzantilarini olusturmasiyla
gerceklestirilir. Bu hiicrelerin yaklasik %15-20'sinin gebeligin her hangi bir zamaninda
goc ettigi ve bu orandaki gociin gebelik siiresince devam ettigi belirlenmistir. Bu
hiicrelerin fetd-maternal araliga yaptigr bu gogiin nedeni ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin
maternal uterus epitelindeki kolumnar hiicrelerle birleserek ii¢ ¢ekirdekli melez hiicre
olusturmasidir (Sekil 7) (Ali 1999, Igwebuike 2006).

Sekil 2.7. Cift ¢ekidekli hiicre gé¢ii ve ti¢ ¢ekirdekli hiicre olusumu (Peter 2013).

Ucg ¢ekirdekli hiicrelerin ¢ok cekirdekli sinistial plak olusturmak iizere artmasi
cift ¢ekirdekli hiicrelerin devamli gé¢ etmesi ve ii¢ ¢ekirdekli hiicrelerle birlesmesiyle
olusur (Igwebuike 2006). Cift ¢ekirdekli hiicrelerin gé¢ii ve maternal uterus epiteli ile

birlegsmesi sonrasi sinsial plak olusturma yetenegi sonucunda ruminant plasentasinin
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synepiteliochorial smiflandirilmasint saglar. Farkli ruminant tiirlerinde sinsisial
plaklarin gelecegi farklidir. Sigirlarda bu plaklar implantasyon asamasinda bulunur
fakat sonra tek ¢ekirdekli uterus epitel hiicrelerin asir1 gelismesi neticesinde yer
degistirir. Sigirlarda plasentomlarda ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin daha sonraki gogii
yapisal bariyer veya yapisal gorevi olmayan gecici ii¢ ¢ekirdekli hiicre olusmasiyla
sonuclanir. Cift c¢ekirdekli hiicre gocli ve sinsisial plak olusumu plasentanin
interplasentomal bolgesinde de gergeklesir. Ancak olusan plaklar 6zellikle uterus bezi
agzinda uterus epitel hiicreleri ile hizli sekilde yer degistirir. Bu sinsisial plaklarin 6zel
bir yapisal fonksiyonu tanimlanmamasina ragmen bu plaklar yerini aldiklar1 uterus
epiteline gore daha kisa olduklari i¢in bunlarin fetiis ile maternal kan damarlar
arasindaki diffiizyon mesafesini azalttigi distiniilmektedir (Ali 1999, Igwebuike
2006).

2. 17. 2. Cift cekirdekli hiicrelerin endokrin gorevleri

Cift cekirdekli hiicrelerin gb¢ etmesi ve maternal endometrial epitel hiicrelerle
birlesmesi maternal parca i¢inde cift ¢ekirdekli graniillerinin olugsmasinda énemlidir
(Peter 2013). Maternal ii¢ ¢ekirdekli hiicrelerde ve sinsisial plaklarda ¢ift ¢ekirdekli
hiicre graniillerinin varligir gosterilmistir (Ali 1999, Igwebuike 2006). Bu nedenle
sinsisial plaklar ile maternal ii¢ ¢ekirdekli hiicrelerin ¢ift ¢ekirdekli hiicre igerigini
maternal kan dolagimia dagitilmasinda rol oynadig1 kabul edilmistir. Bu graniillerin
plasental laktojen graniilleri icerdigi goriilmiistiir. Plasental laktojen endometrial
glanduler epitellerinden uterus siitiiniin sentezinin baglamasimi1 diizenler. Ayni
zamanda plasental laktojen ruminantlarda endometrial bez morfogenezisinde ve
gebelik esnasindaki farklilasmasinda gorev alarak fotal gelisim ve biiylimeyi destekler
(Igwebuike 2006). Cift ¢ekirdekli hiicrelerde plasental laktojenlere ilave olarak
prolaktin iligkili protein-1, gebelikle iliskili glikoproteinler, Ostradiol ve progesteron
iiretildigi de distliniilmektedir. Bu hormonlar; f6tal beslenme ve uterus i¢i canliligin
devaminda gerekli olan karunkular ve uterus bez morfogenezisini, farklilagmasini ve
fonksiyonlariin kontrol edilmesinde 6nemli faktorlerdir (Igwebuike 2006).

Gebelikle iliskili glikoproteinler iki yeni protein olarak ilk olarak 1982 yilinda

sigir embriyonik zarlarinda belirlenmistir. Trofoblast c¢ift c¢ekirdekli hiicrelerin
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sayisindaki artis hiicrelerin maturasyonu ile birlikte tam granullesme olusmus
ciftgekirdekli hiicrelerin trofoektodermin apikal baglanma yerlerine go¢ etmesinden
kaynaklanir. Go¢ etme cift ¢ekirdekli hiicrelerin uterus epitelial hiicreleriyle birlesmesi
ile es zamanli meydana gelir. Ineklerde implantasyon zamaninda uterus epiteli ile ¢ift
cekirdekli hiicreler arasinda uterus epitelinde kismi kayipla sonuglanan gegici
sinsitium sekillenir. Bu sigir sinsitiumu gebeligin devaminda geri kalan giinlerde
boliinmeleri devam eden uterus epitel hiicrelerinin yer degistirmesi ile ortadan
kaldirilir (Igwebuike 2006).

Go¢ eden c¢ift ¢ekirdekli hiicreler gecici li¢ ¢ekirdekli hiicre olusturmak igin
orjinal uterus epitel hiicreleri ile birlesirler. Bu hiicreler orjinal ¢ift g¢ekirdekli
hiicrelerdeki graniiller eksostoz ile salininca oliir. Eksostozdan sonra ii¢ cekirdekli
hiicreler trofoektoderm tarafindan yeniden absorbe edilir (Ali 1999, Igwebuike 2006).

Cift ¢ekirdekli hiicreler gebelik esnasinda onemli endokrinolojik gorevlere
sahiptir. Bu hiicreler plasental laktojen ve gebelikle iligkili glikoproteinlere ilave
olarak progesteron ve B-pregnanediol gibi bazi temel firiinlerin kaynagidir. Cift
cekirdekli hiicrelerin graniillerindeki iirtinler yukarida tanimlandigi yol ile maternal
doku ve maternal kan dolagimina ulasir (Ali 1999, Igwebuike 2006).

Ik giivenilir gebelikle spesifik hormon &lgiimii plasenta kaynakli proteinlerin
Olciilmesi ile gelistirildi. Bunlardan ilki PSPB dir. Gebelige spesifik protein B
sigirlarda gebeligin 17-19 giinleri civarinda tek cekirdekli trofoblast hiicrelerden
sekillenen plasental dev hiicreler tarafindan fretilir (Spencer ve ark 2007). Bu
molekiiliin konsantrasyonu 24. giinde plazmada 6l¢iim giivenligi olusturacak diizeye
cikar ve 28. giinde ruminantlarda gebelik teshisi amaciyla 6l¢limii yapilabilecek bir
faktor olarak degerlendirilebilir duruma gelir. Molekiil; biiyiik bir gen ailesi tarafindan
kodlanan gebelikle iligkili glikoprotein ailesinin bir tiyesidir.

1991 yilinda Zoli ve ark tarafindan 1982 yilinda kullanilan yontemle gebelikle
iligkili goriinen asidik yapili glikoproteinler izole etmistir. Daha sonra bu glikoprotein
grubu gebelikle iliskili glikoproteinler (PAG) olarak isimlendirilmistir. PAG'ler
pepsin, katepsin D ve diger enzimler gibi aspartat proteaz ailesine aittir. PAG
sisteminin enzimatik aktivitesi katalitik merkezindeki mutasyonlar sonucunda inaktive
olur. Farkli hayvan tiilerindeki plasental dokularda farklit PAG'ler belirlenmistir (Ali
1999, Igwebuike 2006).
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Gilintimiize kadar; sigir (bPAG: Zoli ve ark 1991), koyun (ovPAG: Zoli ve
ark1990), kisrak (Green ve ark 1999), domuz (pPAG: Szafranska ve ark 1995,
Szafranska ve ark 2001a, Szafranska ve ark 2001b, Szafranska ve ark 2002), deve
(Majewska ve ark 2009, Majewska ve ark 2011) ve ke¢i (caPAG) (Garbayo ve ark
2000) de PAG belirlenmistir.

Arastirmalar sonucunda sigir plasental dokularinda tohumlama sonras1 18 giin
kadar erken giinlerde 22 PAG DNA's1 belirlenmistir. Bu PAG'ler iki ana gruba
ayrilmistir. Biri eski olan trofoblast hem tek hem de cift cekirdekli hiicrelerce
sekresyonu yapilir ve PAG-II olarak gosterilir. Diger PAG-I olarak gosterilen ve yeni
kesfedilen sadece ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerden salinan gruptur (Touzard ve ark 2013).

2.17. 3. PAG'lerin fizyolojik islevleri

Sigir PAG'lerin ancak gebelik yasma paralel olarak seviyesinin artmasi
(Humblot ve ark 1988, Zoli ve ark 1992, Mialon ve ark 1993, 1994), gebelik esnasinda
immun baskilayic1 etkisi (Robertsve ark 1996), plasentadan biiyiime faktorlerinin
taginmasi i¢in peptit baglayici etkisi (Xie ve ark 1991, Wallace ve ark 1997), plasental
steroid yapimindaki gorevleri (Weems ve ark 1994), uterus PGF,, ve PGE;
dretimindeki rolii (Del Vecchio ve ark 1995, 1996), postpartum ovaryum
fizyolojisindeki rolii (Kiracofe ve ark 1993, Al-Gubory ve ark 1997) ve granulosit
kemotaktik protein-2 hormonunu da icerecek sekilde hormonal iiretim (Austin ve ark
1999) gorevi bu molekiilii reprodiiktif fizyolojide 6nemli hale getirmektedir (Shahin
2012).

Cift cekirdekli hiicrelerin tarafindan iiretilen PAG'ler gebelik teshisinde
kullanilmalarimin yaninda; plasental fonksiyonlarin belirlenmesi ya da izlenmesi
(Wallace ve ark 1997), plasental beslenme bozuklugu, embriyonik mortalite, abort
(Ectors ve ark 1996) ve fotal ikizligin izlenmesinde (Dobson ve ark 1993, Patel ve ark

1995) de kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

Gebelikle iliskili glikoproteinlerin sigir ve diger ruminantlarin plasentasindaki
yerlesimi ve bazt PAG’lerin proteolitik etkileri, bunlarin gorevlerine yonelik bazi

ongoriilerin gelistirilmesine yol agmistir. Ornegin; bPAG2 gibi PAG'lerin plasentanin
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foto maternal yilizeyinde yogunlastigi bulunmustur. Bunlarin trofoblast-uterus epitelial
araliginda protein doniisiimii veya yeniden diizenlenmesinde etkili olan veya doku
araliginda yerlesmis latent biliylime faktdleri yada biyoaktif molekiillerin
aktivasyonunda gorevi olan proteolitik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (Ali

1999, Pohler ve Green 2015).

Bazi PAG'lerin proteinaz gibi yeteneginin olmamast bunlarin uterus-fotal
alanda peptit baglama gibi gorevlerinin olabilecegini dislindiirmektedir. Gebelikle
iligkili glikoproteinlerin kendi substrat baglama boélgelerinde peptit baglar ile
etkilesimde olduklar1 belirtilmektedir. Ayrica PAG'lerin yiizeyindeki karbonhidratlar
bulunduklart yerlerde lektini baglarlar (Ali 1999, Shahin 2012, Pohler ve Green 2015).

Enzimatik aktiviteye sahip PAG’ler oldukg¢a diisiik pH da substratlarin
proteolizisini gosterirler (Ali 1999).

Proteinazlarin doku araligindaki yerlesimleri, buradaki pH azaldigi zaman
PAG lerin proteolitik aktivitelerinde artma beklenir ve dogumda kotiledonlarin

karunkul kriptlerinden ayrigmasini kolaylastirir (Pohler ve Green 2015).

Gebelikle iligkili glikoproteinler, sigirlarda maternal immiinolojik sistemi
etkileyebilir. Ayrica PAG'ler periferal kan lenfositleri ve endometriyal serpin benzeri
proteinlerler iliskilidir (Pohler ve Green 2015). Progesteronun gebelik esnasinda
immun sistemi baskilayici etkisinin ortaya ¢ikmasinda uterus serpin molekiillerinin rol
oynadigi bildirilmistir. Serpin 14 molekiilii gebelik esnasindaki maternal bagisiklik
sisteminin baskilanmasi ile baglantili bulunmustur. Ayrica serpin bulunusu ile
sitokinlerin varlig1 arasindada da negatif bir iliski bulundugu bildirilmektedir
(Serrano-Pérez ve ark 2017). PAG'lerin fet6-maternal baglanti yerindeki
histoinkompatiblenin devami i¢in lokal immunsupresif 0Ozelliklerinin bulundugu
onerilmektedir. Baglica mikrovilli baglant1 yerlerinde bulunan filogenetik olarak daha
eski olan PAG'lerin trofoblasti maternal bagisiklik sisteminden korumak igin
immunolojik bariyer olusumuna katildigi ileri siiriilmektedir. Yeni PAG grubunun ise
plasentomlardaki villilerde bulunan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerle smirli olarak maternal
immun sistemi diizenledigi onerilmistir (Ali 1999, Igwebuike 2006).

Sigirlarda ve koyunlarda PAGI1/PSPB luteotropik etkili bulunmustur (Ali

1999). Ornegin sigirlarda PSPB tedavisinden sonra luteal hiicrelerde progesteron ve
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PGE; iiretiminde artig gézlenmistir. Sigir luteal hiicrelerinde progesteron iiretimindeki
bu artis PGE2'nin luteotropik etkisinden kaynaklanabilir, fakat bu etki her zaman
gbzlenememistir (Ali 1999, Pohler ve Green 2015).

Endometrial hiicreler PSPB/PAG ile tedavi edildiginde bu hiicrelerden PGF,,
ve PGE; sekresyonunu uyardigi bulunmustur. PSPB PGF,,ve PGE; sekresyonunu
uyarir ve ayni zamanda biiyiik ve kiigiik luteal hiicre karigiminda gebeligin 17-18
giinlerinde progesteron sekresyonunu arttirir. Bu iki molekiiliin benzer sekilde
embriyo implantasyonu ile iliskili olarak adezyon, yangi ve angiogenezis olgularinda
rol oynayan alfa-chemokin (granulocyte chemotactic protein-2) sekresyonunu arttirir
(Igwebuike 2006).

Tiim bunlardan, PAG'lerin gebelikte plasental gelisim ve fonksiyonunda ¢oklu
gbrevi oldugu anlasilmaktadir. ilave olarak PAG'lerin yazilanlardan ¢ok farkli gorevi
de olabilir. Yeni arastirmalar PAG'lerin erken plasental adezyon esnasinda uterusun
yeniden doniisiimiinde rol alabileceklerini gostermistir (Igwebuike 2006). Nitekim;
gebe olan ve olmayan diivelerden 18. giin de alinan endometrium eksplantlarinda
saflagtirlmis  PAG  uygulamasinin = doku  yenilenmesinde  etkili  olan
matriksmetalloproteinaz gen bulunusunu arttirdigi goézlenmistir. Embriyonik 6lim
geciren ineklerde gebeligin 28. giinlinde gebeligi devam eden hayvanlara gore
dolasimdaki PAG diizeyinde azalma belirlenmistir. Bu azalma plasental olusumu
esnasinda kritik olan doku yenilenmesi i¢in plasental basarisizlik ve endometrial
iletisim yetersizliginden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Ali 1999, Pohler
ve Green 2015).

2.17. 4. Sigirlarda gebelik siiresince PAG seviyesi

Gebelik siiresince PAG diizeyi ilk defa 1992 yilinda izlenmistir. Bu ¢alismada
PAG konsantrasyonunun gebeligin 20 giiniinden 240 giiniine kadar artt11, bu siireden
gebeligin son 10 giiniinde 6nemli sekilde azaldigi, en fazla azalmanin son 5 giin ile
dogum sonu ilk giin arasinda oldugu belirlenmistir. Ayrica postpartum dénem
stiresince PAG konsantrasyonunun giderek azaldigi ve dogum sonrast 100 giinde
seviyesi belirlenemez diizeye indigi ortaya konulmustur. Diger bir ¢aligmada; PAG

diizeyinin 24-28 giinlerde hizli sekilde yiikseldigi gozlenmistir. PAG miktarinin
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dogum Oncesi bir ka¢ hafta i¢inde daha fazla arttig1, gebeligin son haftasinda ise en

yiiksek diizeye ¢iktig1 belirlenmistir (Igwebuike 2006, Shahin 2012).

2.17. 5. Gebelik siiresince PAG diizeyini etkileyen faktorler

Gebelik siiresince PAG diizeyini etkileyen faktorlerin ortaya konulmasina

yonelik ¢alismalar gergeklestirilmistir (Ali 1999).

Bu calismalarda yavru sayisinin PAG diizeyine pozitif etki yaptigi ortaya
konulmustur. Yavru cinsiyeti gebeligin farkli donemlerinde PAG seviyesini etkiledigi
bildirilmistir. Erkek cinsiyette yavru tasiyan Holstein inek ve diivelerde disi yavru
tasiyanlara gore daha yiiksek PAG olciiliirken, disi Holstein yavru tasiyan Hereford
ineklerde PAG diizeyi daha yiiksek dl¢tilmiistiir (Ali 1999).

In vitro iiretilen embriyolar da PAG konsantrasyonunu etkiledigi gézlenmistir.
In vitro iiretilen embriyo ile klonlanmis embriyo arasinda onemli PAG diizeyi
farklilig1 belirlenmistir. Ayrica bazi reprodiiktif hormonlarin plasental dokudan PAG
sekresyonunu etkileyebilecegine dair bulgular tespit edilmistir. ineklerde gebeligin ilk
doneminde progesteron diizeyi ile PAG diizeyi arasinda pozitif iligki bildiren arastiric
yaninda, progesteronun Onemli etkisinin olmadigin1 bildiren arastiricilar da
bulunmaktadir. Progesteron gibi estradiol 17-f'nin da bazi etkileri olabilecegi 6ne
striilmektedir. Erken fotal dliimlerde gebeligin 35 giinlinde anormal yiiksek veya
diisik PAG 1ile karsilagilabilecegi vurgulanmistir. Ayrica yiiksek verimli ineklerde siit
veriminin yiiksek metabolik oran sonucu olusan hizli katabolizma sonucunda PAG

diizeyini negatif olarak etkiledigi bildirilmistir (Ali 1999).

Gebelik giinii ve yavru babasmin irkinin da PAG diizeyini gebelik siiresince

etkiledigi bulunmustur (Ali 1999, Shahin 2012).

Etci sigirlarda metabolik gereksinimlerin ve degisik faktorlerin serum PAG
diizeyini nasil etkiledigi belirlenmistir. Arastiricilara gore; beslenme ve enerji dengesi
(Randel 1990, Canfield ve Butler 1991, Lucy ve ark 1992), inek canli agirligi, buzagi
canli agirhigi, buzagi cinsiyeti, dogumdaki kondiisyon derecesi (Richards ve ark 1986),

siit verimi ve siit emme durumu (Williams 1990, Williams ve ark 1996), kan
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metabolitleri, glikoz, NEFA ve D-3-Hydroxybutyrate (Grimard ve ark 1995) sigir
PAG iiretimi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.

2. 17. 6. Gebelik teshisi ve izlenmesinde PAG kullanim

Son yillarda maternal kanda PAG belirlenmesi ruminantlarda gebelik
teshisinde kullanigh bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Farklt PAG izoformlari
periferal kanda 4. giin kadar erken donemde farkli 6l¢iim yontemleri ile belirlenebilir

(Ali 1999, Shahin 2012).

PAG belirleme gebeligin izlenmesinde de kullaniglidir. Gebelik esnasinda fotal
durumda olusacak herhangi bir bozulma, fotal 6liim, plasental fonksiyonlarin ve PAG
gibi plasental irilinlerin {retiminin bozulmasiyla sonuclanacaktir. Fotal 6lim
sonucunda PAG konsantrasyonu ayni donemdeki normal gebe hayvanlardaki PAG

diizeyine gore hizli sekilde azalacaktir (Ali 1999, Shahin 2012).

2. 18. Siitte PAG bulunusu

Siit; memelilerde yeni doganlarin yasamlarinin ilk doneminde besin
gereksinimlerini karsilamak i¢cin meme bezinden iiretilen bir biyolojik sividir. Siitlin
bilesimi tiirler arasinda ve ayni tiiriin bireyleri arasinda farkli olabilir. Bireysel olarak;
saglik, beslenme durumu, laktasyon dénemi, hayvan yasi, sagim zamanlar1 aralif1 da
stitiin bilesimini etkilemektedir (Gonzalez ve ark 2001, Lopez-Gatius ve ark 2007,
Friedrich ve Holtz 2010, Shahin 2012). Meme bezinin sekretorik birimi alveollerdir.
Her alveol tek katli sekretorik epitel hiicrelerinin ¢evreledigi alveoler lumeni olusturur.
Bu epitel kati kandan siite kimyasallarin tasinmasinda bariyer olusturdugu
diisiiniilmektedir. Meme epitel hiicreleri bazal bolgeden kan kokenli molekiillerin
alimin1 ve kendi {irlinlerini apikal bolgelerinden endositoz ve ekzostoz ile salinimini
kontrol eder. Bu mekanizmalar meme bezinin fizyolojik durumu ile siki sekilde
baglantilidir. Aynm1 sekilde meme epitel hiicreleri hormonlar, biiyiime faktorleri,
transferrin ve immunoglobuluinler gibi plazma kaynakli proteinleri baglica clathrin
kapli vezikiiller yoluyla olusturur ve apikal bélgesine tasiyarak salinimini yapar.
Ancak kandaki PAG'nin siite tasinma yolu tam olarak bilinmemektedir (Gonzalez ve
ark 2001, Lopez-Gatius ve ark 2007, Friedrich ve Holtz 2010, Shahin 2012). PAG
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suda c¢Ozlinebilen bir protein oldugu gibi iki katmanli lipit ylizey membranin
gecebilecegi bildirilmektedir. Ayrica biiylime faktorlerinin sizinti seklinde dogum
zamaninda siite tasmmmasini saglayacak sekilde yontemi kullanabilecekleri
onerilmektedir. Ayni sekilde PAG molekiillerinin de siite gecis yolunun bu olabilecegi
diistintilmektedir (Gonzalez ve ark 2001, Lopez-Gatius ve ark 2007, Friedrich ve Holtz
2010, Shahin 2012).

Siit; damar delme stresi olusturmamasi, 6zel yetenek gerektirmemesi, 6rnek
almanin kolay olmasi ve kolay saklanmasi nedeni ile hormon ve diger yapilarin
diizeyinin belirlenmesi amaciyla dikkat ¢eken bir materyal olmustur (Gajewski ve ark
2008, Friedrich ve Holtz 2010, Leblanc 2013, Lawson ve ark 2014). Siitte PAG diizeyi
ilk defa 1996 ve 1999 yilinda postpartum donemdeki ineklerde arastirilmistir.
Aragtiricilar (Tainturier ve ark 1996) bu ilk calismalarda siit 6rneginde PAG analizi ile
erken gebelik teshisi yapilabilecegini vurgulamislardir. Sigirlar yaninda kegilerde de
stit orneklerinde PAG belirlenebilecegi bildirilmistir (Gonzalez ve ark 2001, Lopez-
Gatius ve ark 2007, Friedrich ve Holtz 2010, Shahin 2012).

Bu ilk ¢aligmalardan sonra maliyeti diisiikk ve hizli sonu¢ veren hizli testler
gelistirilerek siit 6rneklerinde PAG analizleri gergeklestirilmistir. Siitte PAG analizi
yapilmakta olmasina ragmen PAG molekiillerinin maternal dolasimdan siite tasinma

mekanizmalari tam olarak agiklanmamistir (Lopez-Gatius ve ark 2007, Shahin 2012).

Meme bezinin sekretorik dokusu olan alveoller alveol lumenini tamamen
cevreleyen tek katmanli sekrotorik epite hiicrelerince ¢evrelenmistir. Bu tek ketmanh
hiicresel yap1 kan kokenli yapilarin siite gegisine karsi bariyer olusturur. Maternal kan
dolasimindaki serbest veya bagli PAG molekiiliiniin viicuttaki biyolojik sivilara
tasinma yolu bilinmemektedir. Arastiricilara gére PAG suda ¢oziinebilen bir molekiil
oldugu i¢in alveollerdeki yiizey membranindaki iki katmanli lipid yapidan karsiya
gecebilir. Meme bezindeki gevsek baglanti 6zelligi biiylime faktorlerinin siite gecisine
izin verebilir. Benzer bir mekanizma PAG molekiiliiniin meme sekresyonuna gegisi

icin de onerilmektedir (Gonzalez ve ark 2001, Shahin 2012).

Siit PAG testi tohumlama sonras1 32 giinde gebelik teshisi i¢in giivenilir, dogru
teshis saglar ve iyi yonetim uygulamalar1 ile bu test ¢iftlik sartlar1 altinda tohumlama

sonrasit 21 giinde Ostriis gostermeme seklinde kesin olmayan gebelik teshisinin

35



dogrulanmasinda gecerlidir. Ayrica bu test gebeligin devaminin izlenmesinde ve
gebelik kayiplarinin tespitinde de gegerlidir (Gonzalez ve ark 2001, Lopez-Gatius ve
ark 2007, Friedrich ve Holtz 2010, Shahin 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3. 1. Materyal

Calisma; Aydin ilinde, entansif bakim ve besleme sartlari ve modern siirii
yOnetim sistemi uygulanan ve 3.000 bas sagmal inek barindirilan 6zel bir damizlik siit
inegi isletmesinde gerceklestirildi. Bu inekler arasindan yaglar1 3-7 arasinda degisen,
gonilli bekleme siiresi (dogum sonrast 60 giin) tamamladiktan sonra dogal
oOstriislerinde isletme teknik personelince suni tohumlama yapilan ve tohumlama
sonrast 18-24 giinlerde Ostriisleri geri donmeyen 229 bas inek materyal olarak
kullanildi.

Calisma uygulamalar1 1 Aralik 2015 tarihinde baglatilip 30 Haziran 2016

tarihinde tamamlandi.

3. 2. Yontem

3. 2. 1. Ostriis tespiti ve tohumlamalar

Materyali teskil eden ineklere, goniillii bekleme siiresinden sonra, siirii yonetim
programi verileri (aktivitemetre, siit veriminde azalma) ve gozlem yoOntemiyle
kombine edilen bulgulara dayandirilarak belirlenen ilk dogal Ostriislerinde, deneyimli

teknisyenler tarafindan suni tohumlama uygulanda.

3. 2. 2. Bakim Sartlar

Giinde 3 defa sagim uygulanan hayvanlara 2 defa yem sunuldu ve su adlibitum
saglandi. Hayvanlar serbest gezinme alanina sahip serbest durakli yapiya sahip

ortamda barindirildi.

3. 2. 3. Beslenme Sartlari

Isletmede hayvanlar gereksinimlerine gore hesaplanmis yem

hammaddelerinden hazirlanmis toplam karisim rasyon (TMR) seklinde yemlendiler.
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3. 2. 4. Numunelerinin Alinmasi

Suni tohumlama uygulanan ve tohumlamalarii izleyen 18-24 giin iginde
Ostriisleri geriye donmeyen ineklerden, tohumlama sonrasi 29. glinde ayn1 anda kan ve

suit Ornekleri alind.

Kan oOrnegi kuyruk venasindan vakumlu, antikoagulantsiz tiiplere 10 ml
miktarinda alindi ve 2 saat igerisinde laboratuvara tasmarak 2.000 devir/dk’lik
santrifiijde serumlar1 ¢ikarildi. Elde edilen serum ornekleri analiz zamanina kadar
derin dondurucuda bekletildi. Analiz zamaninda Ornekler sigir gebelik testi

protokoliine gore hazirlandi ve islem uygulandi.

Stit Ornekleri, kan Ornegi alinmadan hemen once saglikli meme lobunun
herhangi birisinden birka¢ c¢ekim ©n siit yere sagildiktan sonra yaklasik 20 ml

miktarinda tiipe alind1 ve 2 saat igerisinde laboratuvara tasindi.

3. 2. 5. Ultrason Muayenelerinin Gergceklestirilmesi

Calismada ultrasonografik muayene referans test olarak kabul edildi.
Ultrasonografik muayene kan ve siit 6rneklerinin alindigi ayn1 giin (29. giin) yapildi.
Stipheli durumlarda ilk muayeneyi izleyen ilk bir hafta i¢inde (tohumlama sonrasi 35.
giine kadar) ikinci kez uygulanip sonug kesinlestirildi. Muayenede 7.5 MHz frekansta,
transrektal linear prob iceren Hasvet-SHENZEN WELL. WED-3000V cihaz
kullanildi.

Ultrasonik muayeneden 6nce rektumda bulunan digki tamamen bosaltildi. Bu
esnada rektal palpasyonda genital organlarin konumlar1 ve ovaryumlardan biri
iizerinde CL bulunup bulunmadigi tespit edilmeye calisildi. Bilahere rektumda
bulunan el laterale (gluteal kaslara dogru) yonlendirilip bilek seviyesinde geri
cekildikten sonra tarama ylizeyine ultrasonik jel siirlilmiis ultrason probu avug
icerisine itilip kavrandiktan sonra bastirilarak rektum duvarina sikica temas etmesi
saglandi. Prob tarama yiizeyi yine bastirilarak ventrale yonlendirilip yavas bir sekilde
kraniyele dogru ilerletildi. Once akustik pencere olarak kullanilan sidik kesesi

goriintiilendi. Bilahere cervix izlendi.
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Ultrasonik muayenede Oncelikle rektal muayenede CL bulunan ovaryum
goriintiilenip CL’un kalitesi (bliylikligi>22 mm, luteal doku yogunlugu, kompakt
olup olmadigi) belirlendi. Ayni sekilde diger ovaryum da degerlendirildi. Bdylece
ultrasonik gebelik teshisi amaciyla kornu uterilerin taranmasinda zaman kazanmak
acisindan oOncelikle CL’un bulundugu kornu uteri tarandi. Kornu uterilerin
taranmasinda asagida belirtilen bulgulardan en az 3 tanesi gozlendiginde hayvan gebe
olarak kabul edildi. Bunlar; yavru sular, yavru zarlari, gébek kordonu, embriyo,
embriyoda kalp atim1 ve uterusda bélmeli yapilar idi. Ovaryumlardan birisinde kaliteli
CL bulunmayan (yeterli biiyiiklilkte olmayan) hayvanlarda her bir kornu uteri,
bifurkasyo bolgesinden baslanarak longitudinal ve transversal kesitlerde muhtemel
gebelik bulgulart yoniinden detayli olarak tarandi. Yukarida belirtilen bulgular
gozlenemeyen hayvanlar gebe degil olarak kabul edildi.

3.2.6. PAG Tayini

Kan ve siit 6rneklerinde PAG diizeyi ticari ELISA kitleri (DG29 Agrilab-TR
ve IDEXX Milk Pregnancy Test-DIAGEN AS TR) kullanilarak, iiretici firmanin
bildirdigi kullanim talimati dogrultusunda, hayvanin gebelik durumunu bilmeyen,

deneyimli teknik personel tarafindan gergeklestirildi.
Kan orneklerinde PAG tayini

Deneyde kullanilan aletler
Santrifiij

ELISA okuyucu

ELISA plate yikayici
Inkiibator

Otomatik pipet

Pipet ucu

Sarf malzemeleri

Distile su

Kullanilan tampon ve soliisyonlar
Modular plates coated with antibodies (12 x 8 strips/plate)
Solution 1 / Concentrated wash solution (100X)
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Solution 2 / Assay buffer

Solution 3/ Standard A to F (0 to 3500 pg/mL)
Solution 4 / Detector

Solution 5 / Substrate

Solution 6 / Stop

Testin yapilist

Test sigir kaninda gebelik isareti olan protein bulunup bulunmadigin
belirlemektedir. Analiz tohumlama sonrasi 29. giinde alinan kan 6rneklerinden elde
edilen serumlarda yapildi. Test soliisyonu, standart sivisi ile kan ornekleri antikorla
kaplamis kuyucuklara konularak 1 saat 37 derecede inkiibe edildi. ilk inkiibasyon
sonrasinda plate yikandi ve antikor belirleyen sivi eklenerek 1 saat inkiibasyona
birakildi. Ikinci inkiibasyon sonrasinda plate yikandi, substrat ilave edilerek oda
sicakliginda reaksiyon i¢in 30 dakika beklendi. Reaksiyon durdurularak ELISA
okuyucusunda 450 nm 151k altinda okundu.

Sonuclarin yorumlanmast

Analiz sonucunda okunan deger (pg/ml);

>1.000 oldugunda pozitif/gebe,

300-1.000 oldugunda siipheli ve

<300 oldugunda negatif/gebe degil olarak kabul edildi.

Siit orneklerinde PAG tayini

Siit oOrneklerinin  saglikli memelerden alinmasina dikkat edildi. Analiz
oncesinde siit 6rneklerinde bozulma olusup olusmadigi kontrol edildi.

Siit PAG analiz testi sigir siitlinde gebelik isaretcisi olan gebelikle iliskili
glikoprotein bulunup bulunmadigini belirleyen kitler ile gergeklestirildi. Pleyt yiizeyi
PAG'ye karsi olusan antikorla kaplanmistir. Test edilecek siit 6rnegi antikorla kapl

kuyucuklarda inkiibe edildikten sonra antikorla baglanan PAG miktar1 belirlenir.
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Deneyde kullanilan aletler

Pipet

Pipet ucu

Graduated cylinder

ELISA okuyucu

ELISA yikayici

Inkiibator

Distile su

Plate calkalayici

Anti-PAG antikor kapl plate

Sarf malzemeleri

Distile su

Kullanilan tampon ve soliisyonlar
Pozitif kontrol soliisyonu

Negatif kontrol soliisyonu
Konjugat

TMB soliisyonu

Stop soliisyonu

Yikama soliisyonu

Dedektor soliisyonu

Testin yapilist

Tiim soliisyonlar oda sicakligina getirildi. Kullanim oncesinde soliisyonlar
hafifce sallandi. Pozitif ve negatif kontrol sivilart kuyucuklara ilave edildi. Siit
ornekleri kuyucuklara konuldu. Daha sonra 2 saat 37 derecede inkiibasyona birakildi.
Buharlagsmanin 6niine gegmek i¢in plate siki sekilde kaplandi. Yikama soliisyonu ile 4
defa yikandi. Yikama esnasinda plate'in kurumasinin 6niine gegcildi. Son yikamadan

sonra yikama soliisyonu tamamen uzaklagtirildi. Tiim kuyucuklara dedektdr sivisi
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ilave edildi. 30 dakika 18-26 derecede inkiibe edildi. Yikama sonrasinda tim
kuyucuklara konjugat ileve edildi. 30 dakika 18-26 derecede inkiibe edildi. Yikama
sonrasinda tiim kuyucuklara TMB soliisyonu ileve edildi. Yirmi dakika 18-26
derecede inkiibe edildi. Yikama sonrasinda tiim kuyucuklara stop soliisyonu ileve

edildi. Ornekler 450nm de okunarak kayit edildi.

Sonuclarin yorumlanmasi
Okuyucudan elde edilen deger;
<0.100 ise bos veya gebe degil,
0.100-0.250 ise siipheli ve

>0.250 ise gebe olarak kabul edildi.

3. 3. Istatistik analiz

Erken gebelik teshis yontemlerinde, gecerliligi daha Onceden saptanan ve
oldukgca yiiksek olan ultrasonografi sonucu referans deger olarak kullanildi. Kan ve siit
PAG testinin gegerlilik ve gilivenilirlik arastirmasi; duyarhilik, 6zgiilliik pozitif ve
negatifleri belirleme ve dogruluk oranlar ile belirlendi. Kan ve siit PAG sonuglari

arasindaki uyum Kappa testi ile degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3. 1. Genel Bulgulari

Tohumlama sonrasi 29. giinde ultrason, kan ve siit PAG testleri ile gebelik
muayenesi gergeklestirilen 229 bas inekten her 3 yontemle elde edilen gebelik

bulgulari Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Tohumlama sonrast 29. giinde ultrason, kan ve siit PAG testleri ile
tespit edilen gebelik bulgular

Ultrason Kan PAG Siit PAG

Gebe 104 99 103

Gebe degil 125 104 100
Yanls pozitif 0 0 0
Yanhs negatif 0 7 9
Pozitif siipheli 0 5 1
Negatif siipheli 0 14 16

TOPLAM 229 229 229

Calismada referans yontem olarak kabul edilen ultrason muayenesinde,
aragtirmaya dahil edilen 229 bas inekten 104 inegin gebe, 125 inegin ise gebe olmadig1

tespit edilmistir.

3. 2. Kan PAGs testi bulgular:

Bu 229 hayvanin kan PAG analizi sonuclarinin degerlendirilmesinde; 104
inegin gebe olmadigi, 106 inegin gebe oldugu ve 19 inegin ise siipheli gebe oldugu
gozlenmistir.

Kan PAGs analizinde ultrasonda gebe olmadig: belirlenen 125 bas inekten 7
basina gebe, 14 basina ise siipheli teshisi konuldu. Kan PAG analizinde 7 bas inek
yanlis negatif belirlenmistir. Yani bu hayvanlar gebe olmadiklar1 halde gebe teshisi

konulmustur.
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Ultrasonda gebe teshisi konulan 104 bas inekten hic¢ birisine bos teshisi
konulmazken, 5 basina ise siipheli teshisi konuldugu gozlendi. Kan PAGs analizi

sonuglari ile yanlis pozitif teshisi konulmamustir.

Cizelge 3. 2. Tohumlama sonras1 29. giinde yapilan kan PAGS diizeyine gore gebe,
gebe olmayan ve slipheli inek sayilari

Kan PAGs ELISA testi sonuc¢lari Gergek Durum
Gebe Bos Siipheli (Ultrason)
Gebe 99 0 5 104
Bos 7 104 14 125
Toplam 106 104 19 229

PG =0.886, PA = 0.458, Kappa = 0.790; Iki durum arasindaki uyum = Y7

Kan PAGs analizi ile 5 inek siipheli gebe (pozitif siipheli), 14 inek slipheli gebe
degil (negatif siipheli) teshisi konulmustur.

Stiphelilerin de degerlendirilmesi ile iki durum arasindaki uyum iyi olarak
bulunmustur (Kappa=0.790). Kan PAGS-ELISA testininin genel gilicii veya
gecerliligi=gergek pozitiftgercek negatif/ gergek pozitiftgercek negatif+yanlis
pozitif+yanlis negatif=99+104/99+104+0+7= %96.66 olarak bulunmustur.

3. 3. Siit PAGS testi bulgular:

Ayni1 229 bag inegin siit PAG analizinde 112 inegin gebe, 100 inegin gebe degil

ve 17 inegin ise siipheli oldugu anlasilmistir.

Cizelge 3.3. Tohumlama sonrast 29. giinde uygulanan Siit PAG diizeyine gore gebe,
gebe degil ve siipheli inek sayilari

Siit PAGs-ELISA testi sonuclar: Gercek Durum
Gebe Bos Siipheli (Ultrason)
Gebe 103 0 1 104
Bos 9 100 16 125
Toplam 112 100 17 229

PG =0.886, PA = 0.460, Kappa = 0.790; Iki durum arasindaki uyum = Y7
Ultrasonda gebe degil teshisi konulan 125 bas inekten 9 basina siit PAG ile
gebe, 16 basina ise siipheli teshisi konulmustur. Benzer sekilde ultrason ile gebe
teshisi konulan 104 bas inekten hi¢ birisine gebe degil denilmezken 1 basina ise
stipheli teshisi konulmustur. Siit PAG analizi ile 9 bas inege yanlis negatif teshisi

konulurken, hi¢ yanlis pozitif teshis yapilmamstir.

Siit PAG analizi ile 1 inek siipheli gebe (pozitif siipheli), 16 inek siipheli gebe
degil (negatif siipheli) teshisi konulmustur.
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Stiphelilerin de degerlendirilmesi ile iki durum arasindaki uyum iyi olarak
bulunmustur (Kappa=0.790). Siit PAG ELISA testininin genel giici veya
gecerliligi=gercek pozitif+gercek negatif/ gercek pozitif+gercek negatif+yanls
pozitif+yanlis negatif=103+100/103+100+0+9= %95.75 olarak bulunmustur.

Kan ve siit PAG-ELISA testlerinin duyarlilik, o6zgiilliik, gebe olan ve
olmayanlar1 gosterme degeri, dogruluk ve uyumluluk oranlar1 asagidaki tabloda

(cizelge 3.4) gosterildigi sekilde bulunmustur.

Cizelge 3.4. Kan ve siit PAGS-ELISA testlerinin duyarlilik, 6zgiilliik, gebe olan ve
olmayanlar1 gosterme degeri, dogruluk ve uyumluluk oranlart.

Duyarlilik | Ozgiillik | Gebe Gebe Dogruluk | Kappa
oran1 % oran1 % olanlar1 olmayanlar1 | oran1 %
gosterme | gosterme
degeri % | degeri %

Kan 93.4 100 100 93.7 96.7 0,935¢
PAG
Stit 92 100 100 91.7 95.8 0,919¢
PAG

* Kappa degeri >0.8: uyumluluk miikemmel

Kan ve siit PAGS-ELISA testinde dogruluk oranlarmin sirasiyla %96.7 ve
%95.8 oldugu bulundu ve her iki test de uyumlulugun mitkemmel oldugu gozlendi (*
>0.8). Yanlis pozitif oranlar1 kan PAGS-ELISA testinde %6,6, siit PAGS-ELISA
testinde %8,03 olarak bulundu. Kan ve siit-PAGS-ELISA testlerinin genel giicii ve
gegerliligi sirastyla %96.66 ve %95.75 olarak bulunmustur.

Sonug olarak kan PAGS-ELISA testinin yan sira siit PAGS-ELISA testinin de

ineklerde erken gebelik teshisinde giivenilir bir test oldugu kanisina varilmaistir.
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4. TARTISMA

Damizlik siit¢ii isletmelerde infertilite biiyiik 6nem tasidigi i¢in bu sorunun
¢coziimiine yonelik bilimsel ¢alismalarin sadece bilimsel degil ayn1 zamanda ekonomik
sonuclarinin da 6nemli oldugu agiktir. Bu nedenle sunulan aragtirma sonuglarinin hem
bilimsel birikime, hem de ekonomik alana katki potansiyeli bulunmaktadir. Cilinkii
infertilitenin  olumsuz etkilerinin Onlenmesinde hayvanin gebelik durumunun
bilinmesinin 6nemi kabul edilen bir gercektir. Bu nedenle siit¢li isletmeler diisiik
maliyetli, yiiksek dogrulukta sonu¢ veren ve saha sartlarinda kolay uygulanan bir
yontemle hayvanlarinin gebe olup olmadiklarini miimkiin olan en erken dénemde
belirlemelidir (Balhara ve ark 2013). Dogum gebe kalma araligimin uygun olmasi i¢in
dogum sonras1 bakim idare sartlarma odaklanilmalidir. ineklerin dogum sonrasi erken
gebe kalmasi daha fazla buzagi ve siit elde edilmesini saglar fakat erken gebe kalma
daha yiiksek embrionik 6liim nedeni ile tohumlama sayisinda artis1 beraberinde getirir.
Bu nedenle gebeligin erkenden ve yliksek dogrulukla belirlenmesi uygun dogum gebe

kalma araligini olusturmada anahtar rol oynar (Szenci ve ark 1998).

Gebelikle iligkili glikoproteinlerin erken gebelik teshisinde bir biomarker
olabileceginin belirlenmesi sonucu bilim adamlart ve teknoloji firmalari ¢ok sayida
calisma ile PAG analiz kitinin gelistirmesine odaklanmistir (Green ve ark 2005).
Erken gebelik teshisinde kullanilma potansiyeli olan ve son yillarda arastiricilarin
dikkatini yogun sekilde ¢ekmis olan PAG analizinin etkinliginin degerlendirilmesinin
amaclandig1 arastirmada, gecerliligi daha onceden saptanan ve oldukg¢a yiliksek olan

ultrasonografik muayene referans test yontemi olarak kabul edilmistir.

Ginliik ultrason muayeneleri ile erken gebelik gozlenebilir. Ancak ultrason
muayenesinin giinliik uygulanmasi pratik bulunmamakta, zaman alic1 goriilmekte ve
hayvan refahin1 olumsuz etkileyerek iatrojenik gebelik kayiplari olusturabilecegi
degerlendirilmektedir. Bu nedenle ineklerde kimyasal yontemlerle yapilacak
analizlerin kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Gebelik teshisinde kullanilan kimyasal
yontemlerde, tohumlama sonrasi 6zel bir zamanda reprodiiktif hormonlarin olup
olmadig1 veya miktar dl¢iimleri yapilmaktadir. Kimyasal testlerden bir diger yaklagim

ise canli bir embriyonun varlifin goésteren yavruya Ozel yapilarin anne kaninda
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varliginin arastirtlmasidir. Kimyasal yontemlerle gebelik teshisi konusunda ilk akla
gelen ve en cok arastirilan progesteron analizi olmustur. Son yillarda sadece gebe
uterustan sentezlendigi tespit edilen PAG'ler de dikkati ¢ekmektedir. Ancak; PAG
analizinin progesteron ile gebelik teshisine gore avantaji bulunmaktadir. Bunlardan
birisi PAG tohumlama sonrasi uygun giinlerden sonra her zaman bakilabilirken,
progesteron analiz zaman1 tohumlama sonra 19-23. giinlerde sinirli olmasidir. ikincisi
ise progesteron ile pozitif sonucun giivenirliligi en iyi bulgularda %80 diizeyinde
bulunurken (Sasser ve Ruder 1987) PAG ile pozitif sonuglarin giivenirligi %95-100
diizeyinde belirlenmesidir. (Sasser ve ark 1986, Zoli ve ark 1992).

Ineklerde ultrasonografi ile RUTIN gebelik muayenesi i¢in tohumlama sonrasi
28. giin onerilmektedir (Ding 2008). Yapilan yogun arastirmalarla bu giindeki gebelik
teshisi i¢in ultrasonografinin gegerli bir yontem oldugu genis kabul gormiistiir.
Uterusta canli bir embriyonun tespit edilmesinin yani sira ultrasonografi gebelik
kaybini, embriyonik Oliimleri ve embriyonik dejenerasyonu hizli sekilde tespit
edebilmektedir (Moharrami ve ark 2013). Ayrica gebe olmayan hayvan hakkinda ilave
bilgiler saglamaktadir. Diger taraftan ovaryumlar iizerindeki mevcut fonksiyonel
yapilara gore senkronizasyon veya resenronizasyon protokollerinin belirlenmesi,

yonlendirilmesi ve hizla uygulanmasina izin vermektedir (Ding 2008).

Ekonomik bakis agisiyla degerlendirildiginde erken gebe degil testinin (gebe
hayvanin dogru teshisi) duyarliigi Ozgiilliglinden (gebe olmayanin dogru
belirlenmesi) daha 6nemli bulunmustur. Kimyasal testlerle erken gebe olmayanin
teshisinden potansiyel ekonomik fayda elde etmek i¢in test tohumlama sonrasi 31
giinde gerceklestirilirse duyarliligin %96'dan, 24 giin sonra gerceklestirilirse %94'ten
daha yiiksek olmasi gerektigi bildirilmektedir (Fricke ve Giordano 2011, Giordano ve
ark 2013). Kan PAG diizeyinin ELISA yontemi ile belirlendigi testlerde duyarliligin
%93.9 ile %100 arasinda, Ozgiilliigiin ise %66.7 ile %95.5 arasinda degistigi
bildirilmektedir (Kaya ve ark 2016). Arastirici ineklerde %95.9 duyarlilik ve %94.7
ozgiilliik buldugu ¢alismasinda sonuglarin literatiir bildirimleri ile uyumlu oldugunu
diisiinmektedir. Sunulan calismada da kan PAG ELISA testinin duyarliligi %100,
ozgilligi ise %93.7 olarak bulunmustur. Duyarlilik ve 6zgiilliikk toplamimin >170
oldugu testlerin klinik olarak yararli oldugu sdylenir. Sunulan calismada kan PAG-

ELISA testinde bu oranlarin toplami 193.7 olarak bulundugu igin testin tanisal
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giiclinilin oldukga yiiksek oldugu kanisina varilmistir. Tohumlama sonrasi plazma PAG
diizeyi degerlendirilerek yapilan gebelik teshisinin duyarlilik ve 6zgilliigiiniin kabul
edilebilir (>%96) seviyede oldugu disiinilmektedir (Fricke ve Giordano 2011).
Ancak, duyarlilik ve 6zgiilliik siklikla testin yararinin abartilmasina yol agabilir. Bu
durumda testin pozitifleri ve negatifleri belirleme giiciiniin de ortaya konulmas: ile

daha kesin bir klinik yargiya varilabilir.

Maternal kanda PAG tohumlama sonras1 22-24 gilinlerde belirlenmeye baglar.
PAG diizeyi gebelik giinleri ilerledik¢e artar. Bu nedenle analizin duyarliliginin

artmasiyla, yanlis negatif oraninda azalma olusmasi beklenir (Kaya ve ark 2016).

Sunulan arastirmada kan PAG diizeyinin gebelik teshisindeki etkinliginin
ortaya konulmasi amaciyla yapilan arastirma sonuglarinin degerlendirilmesi
sonrasinda yanlis negatif bulgu konulmamistir. Arastirmada referans test olan
ultrasonla gebe teshisi konulan 104 bas inekten hig¢ birisine kan PAG diizeyine gore

gebe degil (yanlis negatif teshis) degerlendirilmesi yapilmamustir.

Sunulan bu arastirmada yanlis negatif sonugla karsilasilmasa da gebe olan
ineklere gebe degil teshisi konulan arastirmalar bulunmaktadir. Arastiricilara gore,
(Piechotta ve ark 2011, Karen ve ark 2015) kan PAG diizeyinin yanlis negatif teshise
yoneltmesinin nedeni érneklemenin yapildigir hayvanin bireysel 6zelligine bagli olarak
disik PAG iiretimi olabilir. Bireysel olarak diisik PAG ol¢iilen hayvanlarda
molekiiliin diizeyindeki artista gecikme olabilecegi bildirilmektedir (Piechotta ve ark
2011).

Ayrica; ineklerde gebelik siireci icinde farkli zamanlarda degisik
glikoproteinlerin {iretiminin s6z konusu olabilecegi ve bunlarin gebeligin donemlerine
gore gorev alabilecegi bildirilmistir (Green ve ark 2000, Mercadante ve ark 2013).
Gebeligin degisik donemlerinde maternal dolasimda hangi PAG molekiiliiniin yogun
oldugu tam olarak ortaya konulmadigi i¢in analizlerde hangi PAG molekiiliiniin
olgiildiigi de kesin bilinmemektedir (Wallace ve ark 2015). Bu noktada belirli bir
PAG analizi i¢in iiretilmis olan antikorlarin farkli glikoproteinlerin baskin oldugu
donemde 6rnekleme yapilmasi ile ¢eliskili sonuglarla karsilasilabilecegi, yanlis negatif
degerlendirmeler yapilabilecegi diisiiniilmektedir (Karen ve ark 2015). Ineklerde ¢ok

cesitli ve ¢ok sayida PAG molekiillerinden yarilanma siirelerinin degisik olmasi
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beklenebilir. Bu nedenle analizlerde hedeflenen PAG molekiiliiniin yarilanma siiresi
uzun ise sonuglarda yanilmalarin olusmasi kaginilmaz olacaktir. Bu nedenle kisa
yartlanma siiresine sahip PAG molekiillerinin Gl¢lilmesine yonelik testlerin

gelistirilmesi gerektigi bildirilmektedir (Green ve ark 2005).

Yanlis negatif bulgunun bir diger nedeni olarak orneklemenin tohumlama
sonrast erken donemde yapilmasi ileri siiriilmektedir. Nitekim Moharrami ve ark
(2013) tohumlama sonras1 24. giinde 3 adet hayvanda yanlis negatif teshis koymus
olmalarina ragmen 45. giinde yapilan Olgiimde yanlis negatif degerlendirme
yapilmadigi bildirilmektedir. Romano ve Larson (2010) tarafindan tohumlama ile kan
ornegi aralig1 arttikga testin duyarliligi ve negatif tahmin degerinde iyilesme oldugu
bildirilmektedir. Ancak, arastiricilara ve test tretici firmalara gore uygun olan en
erken 6rnek alma zamani olarak Onerilen gilinler ge¢ embriyonik doneme denk gelen
giinlerdir. Bu doénem fizyolojik olarak ineklerde allantochorionik villilerin
endometriyumdaki kriptlere tutundugu ve plasentomlarin olusup gelismeye basladigi,
trofoblast hiicrelerinin endometriyuma dogru goc ettikleri, ¢ift cekirdekli hiicrelerin
sekillendigi ve gebelikle iliskili glikoprotein iiretiminin basladigi siire¢ olarak
bilinmektedir. Bu fizyolojik siirece denk diisen giinlerde alinan kan drneklerinde tespit
edilebilir bir PAG diizeyinin olmamasimin trofoblast tutunmasmin diizgiin
olmamasindan, trofoblast hiicrelerinin anormal yapida olmasi veya PAG sentezleyen

gen bulunusu bozuklugundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Nitekim sigirlarda tohumlama sonrast 30. giinden Once gerceklestirilen
analizlerde degisken PAG diizeylerinin belirlendigini  bildiren arastirmalar
bulunmaktadir (Romano ve Larson 2010). Arastiricilar (Romano ve Larson 2010)
tohumlama sonras1 30. giinde ve 35. giinde aldiklari iki 6rnek arasinda testin spesifitesi

ve dogru tahmin oraninda %4.9 dan %6.1'e diizenli bir artis tespit etmislerdir.

Ricci ve ark (2015) ile Mercadante ve ark (2016) ile Fricke ve Giordano
(2011), primipar hayvanlarda kan PAG diizeyinin daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Arastiricilara gére primipar ineklerde kan PAG diizeyi ELISA ile
yapilabilecek esik diizeyin iistiinde Ol¢lilmiistiir. Bu nedenle bu tiir 6zellikteki (PAG
diizeyi ¢ok yiiksek olan) gebe olan hayvanlara yanhslikla gebe degil teshisi
konulabilir. Kaya ve ark (2016) tarafindan diivelerin kan PAG diizeylerinin ineklerden
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daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastiricilara goére bunun nedeni, laktasyondaki
ineklerde siit verimi olabilir. Sagilan ineklerde plazmadaki PAG molekiilleri siite

gectigi icin plazma diizeylerinde bir azalma olabilecegi ileri siiriilmektedir (Kaya ve
ark 2016).

Baz1 hayvanlarda normalin tstiinde yiiksek PAG diizeyinin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, fotal stresten kaynaklanabilecegi ileri siiriiliitken genetik

farkliliklarin da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Fernandez-Arias ve ark 1999).

Yanlis negatif tan1 6nemli teknik ve ekonomik etkilere sahiptir. Uygulamada
gebe olan ineklere yanliglikla gebe degil teshisi konulmasi, disilere gebeligi sona
erdirecek olan PGF,a enjeksiyonu ile sonuglanabilir. Bu sekilde ineklerin tekrar gebe
kalmasi i¢in en az 1-2 siklus zamani1 ge¢mesi gerekecektir. Bu tiir hayvanlarda agik
glinlerde uzama ve erken siiriiden uzaklastirma sonuglar1 goriilebilecektir (Fricke ve

Giordano 2011).

Sunulan ¢aligmada referans yontem olan ultrasonografi ile gebe olmadigi
belirlenen 125 bas inekten 7 basma (%5.6) kan PAG analizi yontemiyle gebe (yanlis
pozitif sonug) degerlendirmesi yapilmistir. Kan PAG analiz ELISA kiti ireten
firmalarin bildirimlerinden tiim ticari kitlerin dogru pozitif oranlarinin %98-99 oldugu
goriilmektedir. Bu kitlerin %1 ile %35 arasinda yanlis pozitif okuma yapmasi
beklenmektedir. Romano ve Larson (2010) tarafindan %35 oraninda siipheli teshis
bildirilmektedir. Aragtirmada okunan yanlis pozitif oran1 kit iireticilerinin beklentileri

ile uyumlu bulunmustur.

Diger taraftan, ineklerde kan PAG ile gerceklestirilen analizlerin sonucunda
gebe olmayan hayvanlara yanlis gebe teshisinin konulmasinin bir ka¢ nedene baglh

olabilecegi bildirilmigtir.

Oncelikle; kanda PAG molekiillerinin dogum sonrasinda tespit edilebilir
diizeyin altina inmesinin uzun siirdiigii belirlenmistir. Arastiricilara gore gebeligin
sona ermesinden sonra kanda PAG bir siire daha tespit edilmektedir. Bu siire dogum
sonrasi yaklasik 70-100 giin olarak bildirilmektedir (Szenci ve ark 1998). Bu nedenle
kan PAG ile gebelik teshisinin molekiiliin kanda tespit edilebilir diizeyin altina
inmeden kullanilmamas: gerektigi tavsiye edilmektedir. ineklerde dogum sonrasi bu

donemlerde yapilacak analizlerde bazi ineklere gebe olmadigi halde gebe teshisi
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konulabilecegi (kalinti PAG molekiillerinden dolayi) bildirilmektedir.  Nitekim
arastiricilar (Szenci ve ark 1998) 138 inekten 62 basina (%44,9) gebe olmadiklari
halde gebe teshisi konuldugunu bildirmektedirler.

Kan PAG analizi ile yanlis pozitif degerlendirme yapmanin bir diger nedeni
olarak analiz i¢in kan 6rnegi alinmasindan sonra embriyonik Oliimiin olusmasi da
kabul edilmektedir. Nitekim ineklerde tohumlama sonrasi 28 ile 45. giinleri arasinda
yaklasik %13 oraninda gebelik kaybi olusabilecegi bildirilmektedir (Santos ve ark
2004). Giordano ve ark (2012) gebe hayvanlara PGF,o enjeksiyonu ile gebeligi
sonlandirdiktan sonra PAG seviyesini izledikleri ¢calismada ortalama 9.5 giin sonra
gebe hayvanlarin PAG diizeyi gebe olmayan hayvanlarla benzer bulduklarini
bildirmektedirler. Aslinda embriyonik veya fotal 6lim hem yanlis negatif hem de
yanlig pozitif teshis degerlendirmesine yol agabilmektedir (Engelke ve ark 2015).
Arastiricilara gore uterustaki yavrunun oliimiinden sonra PAG diizeyi hemen tespit
edilebilir diizeyin altina diigmemektedir. Yavru oliimiinden sonra kanda varligimi
devam ettirmektedir. Ineklerde kan PAG diizeyinin embriyonik 6liim sonrasinda bir
stire tespit edilmesinin nedeni olarak molekiiliin yarilanma siiresinin uzun olmasi ileri
stiriilmektedir. Nitekim arastiricilara gore gebeligin ilk ayinda PAG i¢in yarilanma
stiresinin 7-9,5 giin oldugu bildirilmektedir (yarilanma siiresi). Bu nedenle yavrunun
oldiigii ancak kanda PAG bulundugu dénemde alinan kan Orneklerinde hayvan
gercekte gebe olmadigi halde gebe kabul edilebilmektedir. Embriyonik 6liim riskinin
yiiksek oldugu donemlerde erken gebelik teshisinin yapildigi zaman yanlis sonug veya
stipheli durum s6z konusu oldugunda 3-7 giin sonra tekrar Grnekleme yapilmasi

tavsiye edilmektedir (Piechotta ve ark 2011).

Kan PAG ol¢liimiiyle yanlis pozitif teshis konulmasmin bir diger nedeni de
hayvanin verim diizeyi ve iklim sartlarinin olabilecegi gosterilmistir. Nitekim; yiiksek
verimli ineklerde daha yiiksek oranda yanlis pozitif oranla karsilasildig belirlenmistir.
Bu durum ozellikle sicak hava sartlarinda meydana gelmistir. Bu sonucun sicak hava
sartlarinda yliksek verimli ineklerde emriyonik 6lim oraninin yiiksek olmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir (Lamb ve ark 2015).
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Pohler ve ark (2016) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada tohumlamay1 izleyen
31. giinden sonra eger PAG diizeyi 1.4 ng/ml'den diisiik olursa %95 giivenle gec

embriyonik 6liim tanis1 konulabilecegi bildirilmektedir.

Ayrica yiiksek verimli ineklerde siit veriminin yliksek metabolik oran sonucu
olusan hizli katabolizma sonucunda PAG diizeyini negatif olarak etkiledigi
bildirilmistir. Yiiksek verimli inekler tohumlama sonrasi erken donemde karaciger
katabolizmasinin artmasi sonucunda diisiik progesteron diizeyine sahip olabilirler.
Diisiik progesteron seviyesinde embriyo gelisimi yavaslayacagi icin bu durumu PAG

tiretiminde bir diismenin izleyebilecegi ileri siiriilmektedir (Ali 1999).

Yanlis pozitif teshisi konulan inekler gebe olmadigi halde gebe teshisi
konuldugu icin tedavi edilmeyecekler ve bu durum ekonomik kayip olusturacaktir. Bu
hayvanlarin gebe olmadiklar1 ancak daha sonra tekrar yapilacak analizlerden sonra
veya hayvanin Ostriis gostermesi sonrasinda bunun tespit edilmesi ile ortaya konacak
ve tedavi edilebilecektir (Fricke ve Giordano 2011). Aksi durumda hayvan kuruya
cikartilincaya kadar veya beklenen doguma kadar yanlis teshisle tutulacagi i¢in durum
daha kotii olabilir. Bu tiir olgular hayvanlarin erken siirede siiriiden uzaklastirilasi ile
sonuglanabilecegi bildirilmektedir. Bu tiir vakalarin 6niine gec¢ilmesi i¢in, erken
gebelik teshisi uygulanan stiriilerde gebeligin 60, 90, 120. giinlerinden birisinde veya
grup degistirme doneminde gebeliklerin devam ettigi rektal veya ultrasonik yontemle
dogrulanmalidir. Fricke ve ark (2015), tohumlama sonrasi 74. giinde gebeliklerin

tekrar dogrulanmasini 6nermektedir.

Kan PAG analizinde toplam 19 bas hayvana (%8,29) siipheli teshisi konularak
gebelik durumlan ile ilgili kesin bir kanaate ulasilamamistir. Romano ve Larson
(2010) yaptiklar ¢alismada %8,5 diizeyinde siipheli sonug bildirmektedirler. Sunulan
caligmada analiz sonucu 19 bas siipheli inekten 5 tanesine siipheli gebe (pozitif
siipheli), 14 basina ise slipheli gebe degil (negatif siipheli) teshisi konulmustur.
Gilinlimiizde kullanilan PAG ELISA testlerinin gebeligi veya gebe kalmamay1 kesin
olarak gostermedigi, slipheli sonuglarla karsilagilabilecegi bildirilmistir (Romano ve
Larson 2010). Siipheli bulgular, reprodiiktif yonetimin seklini, gebelik teshisini ve re-
senkronizasyon diisiincelerini etkileyecektir. Siipheli sonuglar yeniden 6rnek toplama

ve analiz yapilmasi yaninda farkli bir yontemle gebelik teshisini gerektirir. Kan PAG
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analizi gerceklestirilirken okunan deger 300-1.000 pg/ml araliginda oldugunda
sonucun siipheli kabul edilmesi istenmekte ve analizin tekrarlanmasi tavsiye
edilmektedir. Sunulan c¢alismada arastirmanin diizeni ve mantigr geregi siipheli
sonuglarin okundugu hayvanlarda yeniden kan alinarak analiz yapilmamistir. Ancak
negatif siiphelilerde OD ortalamast 0.56+£0.11 olarak bulunmus ve tiim bu siipheli
hayvanlarda degerin belirtilen sinirlar i¢inde oldugu gozlenmistir. Diger taraftan
negatif oldugu halde PAG ile siipheli denilen tiim bu hayvanlarin referans test olarak
kullanilan ultrasonik muayenede de negatif c¢ikmasi ikinci muayene yapilmasini
gerektirmedigi gibi negatif siliphelilerde embriyonik o6liim olma ihtimalini

giiclendirmistir.

Bu sebeple negatiflerde silipheli sonuglarin  embriyonik dliimlerden
kaynaklandig1 kanisina varilmistir. Embriyonik 6liim geciren ineklerde gebeligin 28.
giiniinde, gebeligi devam eden hayvanlara gore dolasimdaki PAG diizeyinde azalma
belirlenmistir (Prvanovi¢ ve ark 2009). Soyle ki PAGs’larin yarilanma émriiniin 2.7-7
glin oldugu (Semambo et all 1992; Szenci et all 2002), muayene giiniinde belirtilen
yarilanma Omiirleri sinirlar1 i¢cine denk gelen (muayene giliniiden 2.7-7 giin Once)
stirede sekillenen embriyonik olimlerde PAG diizeyinin hala negatif esik degerler
iizerinde olmas1 sebebiyle sonug siipheli olarak degerlendirilir. Yukarida belirtilen

ELISA OD degerlerine bakildiginda bu durum daha 1y1 anlagilmaktadir.

Maternal dolagimdaki PAG diizeyinin siipheli bulgu kabul edilen aralikta
olmasinin nedeni molekiiliin sentezi, kan dolasimina salinmasi siirecinde meydana

gelen bir diizensizlikten kaynaklanabilecegi de diistintilm{istiir.

Stipheli teshisi 5 bas inekte pozitif slipheli seklinde konulmustur. Yani bu
hayvanlarda gercek durum gebe olmasina ragmen PAG molekiil diizeyi bunu kesin
gosterecek diizeyde Olclilememistir. Kan dolasiminda PAG molekiiliiniin  diisiik
diizeyde olmasi analiz i¢in 6rneklerin tohumlama sonrasi erken alinmis olmasina veya

hayvanda bireysel yavru gelisim gecikmesinin olabilecegini akla getirmektedir.

Analiz sonucuna gore 14 bas inek gercek durumlart gebe olmamalarina ragmen
bu kesin ortaya konulamamis ve negatif siipheli kabul edilmislerdir. Bu hayvanlarda
gebelik ve dolayisiyla gebelikle iliskili glikoprotein sentezleyecek plasental yapilar

olmamasina ragmen kanda PAG olglilmiis olmasi d6lglimde c¢apraz reaksiyon verecek
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proteinlerin dl¢iilmiis olabilecegini de akla getirmektedir. Benzer sekilde Kaya ve ark
(2016) capraz reaksiyon sonuglarinin okunabilecegini bildirmektedir. Baz1 ¢eliskili
PAG sonuglarinin dolasimdaki proteinlerle olusan ¢apraz reaksiyon sonucunda
olusabilecegi diistiniilmektedir. Green ve ark (2005) 43 hayvanda gergeklestirdikleri
calismada 5 hayvanin tohumlama sonrasi 15. giinde alinan kan Orneklerinde PAG
bulundugunu goézlemislerdir. Plasental baglanmanin gerceklesmedigi bu doénemde
belirlenenin aslinda PAG olamayacagi, yabanci proteinlerle capraz reaksiyonun
olusmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 diisiince Zoli ve ark (1992) tarafindan da
bildirilmektedir. Bu arastiricilar yaptiklari ¢calismada gebe olmayan ineklerde ve boga

kanlarinda PAG benzeri immunreaksiyon gozlemlediklerini ileri siirmektedirler.

Analiz sonuglarinin kesin bir bulgu ortaya koyamamasinin nedeni PAG
diizeyinin siipheli bulgu smirlar1 araliginda olmasi bu hayvanlarda gebeligin devami
ile ilgili bir sorun olusabilecegini de akla getirmektedir. Nitekim yapilan arastirmalarla
gebeligi devam etmeyen hayvanlarda devam edenlere gore farklt PAG seviyesi
gozlenmistir. Maternal dolasimdaki PAG konsantrasyonu ile gebelik kaybi riski
iligkisini ortaya konulmasina yonelik ¢ok sayida calisma yapildig bildirilmektedir
(Wynands 2015). Bu ¢alismalara gore gelecekte gebeligi devam etmeyecek ineklerde
gebeligi devam edecek ineklere gore daha diisiik PAG konsantrasyonu oOlgiilmiistiir.
Diivelerde ultrasonografi ile 30. giin kalp atimi tespit edilen embriyolarda PAG
diizeyine gore yasama oranlari <2 ng/ml olanlarda olduk¢a diisiik bulunmustur (Reese
ve ark, 2016). Gebeligin 31. gilinlide 1.4-1.8 ng/ml’nin altinda olan ineklerde gebeligin
60. gliniinde embriyonik mortalite olusma ihtimali %95 oraninda ger¢eklesmistir
(Pohler ve ark 2016). Yiiksek abort olusturma potansiyeli olan Neospora Caninum ile
enfekte bir siiriide gebeligin 120. giinlinde yapilan analizler sonrasinda diisik PAG
diizeyine sahip ineklerde abort daha yiiksek oranda ger¢eklesmistir (Garcia-Ispierto ve
ark 2013). Pohler ve ark (2013), f6tal 6liim olusan ineklerin tohumlama sonrasi 28.
giinde fotal 6liim olugsmayan ineklerden daha diisiik PAG diizeyine sahip olduklarini
belirlemislerdir. Benzeri sekilde Thompson ve ark (2010)’da tohumlama sonrasi 30.
giinde daha yiiksek PAG diizeyine sahip hayvanlarda tohumlama sonras1 32-60. giinler
arasinda embriyonik 6liim olusan hayvanlara gore daha yiiksek PAG belirlediklerini

bildirmektedirler.
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Sadece diisiik PAG konsantrasyonunun ileriki zamanlarda gebelik kayiplar ile
ilgili bu sonuglara karsilik yiiksek PAG diizeyinin de ileri zamanda olusabilecek
gebelik kayiplarin1 gosterebilecegi diistiniilmektedir. Lopez-Gatius ve ark (2007)'na
gore basarili gebelik devami icin orta seviyede bir PAG konsantrasyonu
gerekmektedir. Arastiricilar, 98 inekten 18 basinda fotal 6liim bulduklari arastirma
sonuglarina gore bu fotal Olimleri hem disik hem de yiksek PAG ile
iligkilendirmislerdir. Arastiricilara gore Ozellikle gebeligin 28 ile 35. giinleri
arasindaki diisiik veya yiiksek PAG seviyesi fotal veya plasental anormalliklerden

kaynaklanmaktadir.

Siit PAG analizi ile gebelik teshisinin sonuglarinin siit numunesine giiven
olusmasina yol agtig1 bildirilmistir. LeBlanc (2013) gebeligi kesinlesmis, 8 isletmede
683 hayvanin kullanildig1 bir ¢alismada duyarliligin %99.2, 6zgiillik degerinin ise
%95.5 oldugunu, Lawson ve ark (2014) ise bu degerleri tohumlama sonrast 33 ve 52.
giinlerinde test ettigi 112 inekte %100 ve %97.9 olarak buldugunu bildirmistir.
Arastiricilara gére bu oranlar siit PAG sonuglarina gliven olusturmakta ve saha
taramalarinda ineklerde gebelik teshisinde gecerli yontem yapmaktadir. Sunulan
calismada siit PAG diizeyinin gebeligi belirlemedeki duyarlilik derecesi (sensitivite)
arastiricilarla benzer sekilde %92 olarak tespit edilmistir (gergek pozitif orani). Ayni
sekilde siit PAG analizinin gebe olmayanlar1 ortaya koymada %100 oraninda bir
ozgiilliige (spesifite) sahip oldugu goriilmistiir (gercek negatif orani). Sunulan
calismada siit PAG ELISA testinin dogruluk orani ise %95.8 olarak bulunmustur.
Daha once belirtildigi gibi, duyarlilik ve 6zgiilliikk toplaminin >170 oldugu testlerin
klinik olarak yararli oldugu sdylenir. Sunulan ¢aligmada siit PAG-ELISA testinde bu
oranlarin toplami 192 olarak bulundugu i¢in testin tanisal giiciiniin oldukg¢a yiiksek

oldugu kanisina varilmigtir.

Duyarlilik ve 06zgilliigiin testin yararinin abartilmasima yol acabilecegi
diisiiniilerek gebe olan ve olmayanlar1 da gosterme degerlerine bakildiginda; siit PAG
ELISA testinin gebe dedigi hayvanlarin gebe c¢ikma degeri %100, gebe degil
dediginde gebe olmama degeri ise %91.7 olarak belirlenmistir. Siit PAG ELISA
testinin gecerliligi ise %95.75 olarak hesaplanmistir. Sunulan arastirmada ortaya
konulan bu sonuglar siit PAG analiz yonteminin ekonomik kazang¢ sinirlari iistiinde

performans gosterdigi kanisina varilmaistir.
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Sunulan arastirmada siit PAG analizinde referans yontemle belirlenen gebe
ineklerin (104 bas) hi¢ birisine gebe degil (yanlis negatif) teshisi konulmamigtir. Kan
PAG analizinde oldugu gibi siit PAG analizinde de gebe hayvanlarin hig¢ birisi bos
kabul edilmedigi icin gebeligi sona erdirecek girisimlerin yapilmasi tehlikesi soz
konusu olmamustir. Siit analiz sonuglarina gore aragtirmanin gergeklestigi siirlide
ornekler dogum sonrast kalinti molekiillerin bulundugu donemde alinmadigi ve

orneklemeden sonra embriyonik 6liim meydana gelmedigi anlasilmaktadir.

Ancak yine kan PAG analizinde oldugu gibi siit analizinde de referans yonteme
gore gebe olmayan hayvan grubundan gebe teshisi (yanhs pozitif teshis) konulanlar
oldugu goriilmiistiir. Ultrasonla gebe olmadigi belirlenen ineklerde 9 basina (%8.3/7.2)
gebe denilmistir. Gebe olmayan hayvanlara gebe denilmesi isletme agisindan
ekonomik kayip olusturma potansiyeli bulunmaktadir. Bu tiir hayvanlarin gebe
olmadigi belirlenme zamanina kadar durum diizeltilemeyecektir. Bu tiir hayvanlarda
acik giinler siiresi uzayacak ve bu nedenle erken siiriiden uzaklastirma yapilmasi

gerekebilecektir.

Siit PAG seviyesine gore yapilan degerlendirmede okunan deger 300-1.000
pg/ml araliginda oldugunda sonucun siipheli kabul edilmistir. Bu kabule gore 17 bas
inege ait okunan deger siipheli oldugu goriilmiistiir. Bu 17 hayvandan 1 tanesi pozitif

(gebe) stipheli, geri kalan 16 bas1 ise negatif (gebe degil) olarak degerlendirilmistir.

Kan ve siit analizlerinin sonuglar1 degerlendirildiginde her iki yontemin siipheli
bulma sayilar1 (kan PAG analizinde 19 bas (%8.49), siit PAG analizinde 17 bas
(%7.42) hayvan) benzer oldugu goriilmiistiir. Siit PAG testinde de negatif siiphelilerin
yliksek oranda bulunmasinin (16 hayvan-%12.8), kan PAG analizinde tartigilan
sebeplerden dolayr embriyonik Oliimlerden kaynaklandigi kanisina varilmistir.
Aragtiricilara gore siipheli bulgu ihtimali gebeligin 45 ile 75. giinlerinde olan
hayvanlarda yapilan analizlerde daha yiiksek olabilecegi bildirilmektedir (Wynands
2015). Siipheli bulgu yapilan hayvanlarda yeniden analiz yapilmasi ve bir hekim
tarafindan farkli bir yontemle muayene edilmesi tavsiye edilmektedir. Plazma veya
stitteki PAG diizeyinin diisiik olmasi ELISA testinde daha fazla gebe degil veya
stipheli bulma ile sonuglanabilecegi, gebeligin ilerlemesi ve PAG konsantrasyonunun

artmasiyla bu durumun tersine donecegi bildirilmistir (Fricke ve Giordano 2011). Bu
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noktadan hareketle PAG analizi i¢in kullanilacak kan ve siit 6rneginin etkinliginin

benzer oldugu ortaya konulmustur.

Hem primipar hem de multipar gebe hayvanlarda plazma PAG diizeyi siit
verimi ile negatif iligkili bulunmustur. Siit veriminin artmasiyla hem plazma hem de
sit PAG seviyesinde azalma oldugu i¢in bu azalmanin nedeninin artan siite PAG
molekiillerinin diliisyonu olmadig: diisiiniilmektedir. Bunun bir nedeni siit veriminin
artmast sonucu yavru tarafindan PAG iretiminin azalmasi olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Yiiksek verimli hayvanlarda metabolizmanin fazla siit sentezine
kosullanmasi sonucunda erken gebelik doneminde yavru gelisiminin ikinci planda
kalarak daha yavas olugmasi nedeni ile PAG diizeyinde diisme gozlenebilecegi kabul
edilmektedir (Lopez-Gatius ve ark 2007). Yiiksek siit verimine sahip ineklerde gelisen
embriyonun sagligi iizerine etkileri konusunda arastirmalara ihtiya¢ vardir (Fricke ve

ark 2015).

Sonug olarak, kan ve siit PAG ELISA testlerinin dogru tani koyabilme yetenegi
olarak da tanimlanan her iki testin genel giicii veya gecerlilikleri sirasiyla %96.66 ve
%95.75 olarak bulunmustur. Buna gore siit PAG ELISA testini de kan PAG ELISA

testi kadar dogru sonuglar verdigi ve pratikde kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Siit ineklerde erken gebelik teshisi amaciyla kan ve siit PAG-ELISA testlerinin her
ikisinin de giivenilir yontemler oldugu gozlenmistir.

Kan veya siit PAG-ELISA diizeyinin belirlenmesi ile erken gebelik teshisi
yapilabilir.

Gebelikle iligkili glikoproteinler (PAGS) gebeligin 30. giiniinden Once
kullanilabilen biyobelirteglerdir ve embriyonik mortaliteyi tahmin etmede faydali
olabilir.

PAG sonucunda siipheli ¢ikan gebe olmayan (negatif) hayvanlarin bir sonraki
tohumlamalarinda embriyonik 6liimleri onlemeye yonelik tedbirler alinabilir.

Siit PAG-ELISA testi daha pratikdir.

58



6. KAYNAKLAR

Al-Gubory KH, Camous S, Abdel-Razak I, Soulier C, Martal J, Fevere J, Driancourt MA, 1997.
Evidence of the placental factors contributing to the control of ovarian follicular activity in the
sheep. J Reprod Fertil, 20, 70 (Abstr).

Adeyinka FD, 2012. The development of the bovine placentome and associated structures during
gestation. Thesis of PhD, Massey University, Palmerston North, New Zealand.

Ali M, 1999. Bovine pregnancy-associated glycoprotein in biological fluids. Thesis of PhD . University
of Aberdeen, UK.

Ashrafzadeh A, Karsani SA, Nathan S, 2013. Mammalian sperm fertility related proteins. Int J Med Sci,
23,10, 12, 1649-57.

Austin KJ, Bany BM, Belden EL, Rempel LA, Cross JC, Hansen TR, 2003. Interferon-stimulated gene-
15 (Isg15) expression is up-regulated in the mouse uterus in response to the implanting conceptus.
Endocrinology, 144, 3107-3113.

Balhara AK, Gupta M, Singh S, Mohanty AK, Singh I, 2013. Early pregnhancy diagnosis in bovines:
current status and future directions. The Scientific World Journal, 958540.

Bazer FB, 2013. Pregnancy recognition signaling mechanisms in ruminants and pigs. Journal of Animal
Science and Biotechnology, 4, 23.

Bekele N, Addis M, Abdela N, Ahmed WM, 2016. Pregnancy diagnosis in cattle for fertility
management: A Review. Global Veterinaria, 16, 4, 355-364.

Broaddus B, de Vries A, 2005. A comparison of methods for early pregnancy diagnosis. Proceedings 2
nd Florida Dairy Road Show. February 7-11, Florida

Canfield RW, Butler WR, 1991. Energy balance, first ovulation and the effects of naloxone on LH
secretion in early post - partum dairy cows. J Anim Sci, 69, 740-746.

Carter AM, Enders AC, 2013.The evolution of epitheliochorial placentation. Annu Rev Anim Biosci, 1,
443-467.

Coy P, Aviles M, 2010. What controls polyspermy in mammals, the oviduct or the oocyte?. Biol Rev,
85, 593-605.

Dee Whittier W, 2013. Pregnancy determination in cattle: a review of available alternatives.
Proceedings, Applied Reproductive Strategies in Beef Cattle, Staunton, VA. Oct. 15-16, Staunton,
Virginia.

Del Vecchio RP, Sutherland WD, Sasser RG, 1995. Prostaglandin F2 alpha, progesterone and oxytocin
production by cultured bovine luteal cells treated with prostaglandin E2 and pregnancy-specific
protein B. Prostaglandins, 50,137-150.

Del Vecchio RP, Sutherland WD, Sasser RG, 1996. Bovine luteal cell production in vitro of
prostaglandin E2, oxytocin and progesterone in response to pregnancy-specific protein B and
prostaglandin F2 alpha. J Reprod Fertil, 107,131-136.

Ding DA, 2008. Ultrason fizigi ve ineklerde reprodiiktif ultrasonografi. Birinci baski, Pozitif
Matbaacilik, Ankara.

Dobson H, Rowan TG, Kippax IS, Humblot P, 1993. Assessment of fetal number, and fetal and
placental viability throughout pregnancy in cattle. Theriogenology, 40, 411-425.

Duello TM, Byatt JC and Bremel RD, 1986. Immunohistochemical localization of placental lactogen in
binucleate cells of bovine placentomes. Endocrinology, 119, 1351-1355.

Ectors FJ, Schmidt M, Smith LC, Sulon J, Delval A, Remy B, Avery B, Beckers JF, 1996. bPAG
Profiles In Recipient Heifers After Transfer Of Ivf And Nuclear Transfer Embryos. Theriogenology,
45,1,

59



Engelke J, Feldmann M, Gundling N, Gundelach Y, Egli C, Hoedemaker M, Piechotta M, 2015.
Pregnancy diagnosis by detection of pregnancy-associated glycopoteins in milk: evaluation of a
commercial available ELISA. Berl Munch Tierarztl Wochenschr, 128, 9-10, 402-8.

Fatima A, Morris DG, 2013. MicroRNAs in domestic livestock. Physiol Genomics 45: 685-696.

Fernandez-Arias A, Alabart J, Folch J, Beckers J, 1999. Interspecies pregnancy of spanish ibex (Capra
pvrenaica) fetus in domestic goat (Capra hircus) recipients induces abnormally high plasmatic levels
of pregnancy-associated glycoprotein. Theriogenology 51:1419-1430.

Fricke PM, Giordano JO, 2011. Use of chemical tests for pregnancy diagnosis in a reproductive
management program. Proc. Dairy Cattle Reprod. Conf., Kansas City, MO. Dairy Cattle
Reproduction Council, Hartland, W1, 48-56.

Fricke PM , Ricci A, Carvalho PD and Amundson MC, 2015. Milk vs. blood - which is best for pag
pregnancy prediction? Western Dairy Management Conference, March 3-5 Reno, NV

Fricke PM, Ricci A, Giordano JO and Carvalho PD, 2016. Methods for and implementation of
pregnancy diagnosis in dairy cows. Vet Clin Food Anim, 32:165-180.

Friedrich M, Holtz W, 2010. Establishment of an ELISA for measuring bovine pregnancy-associated
glycoprotein in serum or milk and its application for early pregnancy detection. Reprod Domest
Anim, 45, 142-146.

Fuller WB, Robert CB, Greg AJ, Thomas ES, Guoyao W, 2008. Interferons and progesterone for
establishment and maintenance of pregnancy: interactions among novel cell signaling pathways.
Reproductive Biology, 8, 3, 179-211.

Gadella BM, Carolina L, 2014. Cell biology and functional dynamics of the mammalian sperm surface.
Theriogenology, 81, 74-84.

Gajewski Z, Melo de Sousa N, Beckers JF, Pawlinski B, Olszewska M, Thun R, Kleczkowski M, 2008.
Concentration of bovine preghancy associated glycoprotein in plasma and milk: its application for
pregnancy diagnosis in cows. J Physiol Pharmacol, 59, 9,55-64.

Garbayo JM, Green JA, Manikkam M, Beckers JF, Kiesling DO, Ealy AD, Roberts RM, 2000. Caprine
pregnancy-associated glycoproteins (PAG): their cloning, expression, and evolutionary relationship
to other PAG. Mol Reprod Dev, 57, 4, 311-322.

Garcia-Ispierto I, Almeria S, Serrano B, Sousa N, Beckers J-F, Lopez-Gatius F, 2013. Plasma
concentrations of pregnancy-associated glycoproteins measured using anti-bovine PAG-2 antibodies
on day 120 of gestation predict abortion in dairy cows naturally infected with Neospora caninum.
Reprod Domest An 48, 613-618.

Garcial |Vazquez FA, Gadea J, Matas C, Holt WV, 2016. Importance of sperm morphology during
sperm transport and fertilization in mammals. Asian Journal of Andrology, 18, 844-850.

Gecaj R, Schanzenbach C, Kirchner B, Pfaffl M, Berisha B, 2017. MicroRNA in Bovine Corpus
Luteum during Early Pregnancy World Academy of Science, Engineering and Technology, 4, 9.

Giordano JO, Guenther JN, Lopes G Jr, Fricke PM, 2012. Changes in serum pregnancy-associated
glycoprotein, pregnancy-specific protein B, and progesterone concentrations before and after
induction of pregnancy loss in lactating dairy cows. J Dairy Sci, 95, 683-697.

Giordano JO, Fricke PM, Cabrera VE, 2013 Economics of resynchronization strategies including
chemical tests to identify nonpregnant cows. J Dairy Sci, 96, 949-961.

Gonzalez F, Sulon J, Calero P, Batista M, Gracia A, Beckers JF, 2001, Pregnancy-associated
glycoproteins (PAG) detection in milk samples for pregnancy diagnosis in dairy goats.
Theriogenology, 56, 671-6.

Green J, Xie S, Quan X, Bao B, Gan X, Mathialagan N, Roberts RM, 2000. Pregnancy-associated
bovine and ovine glycoproteins exhibit spatially and temporally distinct expression patterns during
pregnancy. Biol Reprod, 62, 1624-1631.

60



Green JA, Parks TE, Avalle MP, Telugu BP, McLain AL, Peterson AJ, McMillan W, Mathialagan N,
Hook RR, Xie S, Roberts RM, 2005 The establishment of an ELISA for the detection of pregnancy-
associated glycoproteins (PAGs) in the serum of pregnant cows and heifers. Theriogenology,
63,1481-503.

Green JA, Xie S, Szafranska B, Gan X, Newman AG, McDowell K, Roberts RM, 1999. Identification
of a new aspartic proteinase expressed by the outer chorionic cell layer of the equine placenta. Biol
Reprod, 60, 1069-1077.

Grimard B, Humblot P, Ponter AA, Mialot JP, Sauvant D, Thibier M, 1995. Influence of post-partum
energy restriction on energy status, plasma LH and oestradiol secretion and follicular development
in suckled beef cows. J Reprod Fertil, 104, 173-179.

Haeger JD, Hambruch N, Pfarrer C, 2016. The bovine placenta in vivo and in vitro. Theriogenology, 86,
1, 306-312.

Humblot P, Camous S, Martal J, Charlery J, Jeanguyot N, Thibier M, Sasser G, 1988. Diagnosis of
pregnancy by radioimmunoassay of a pregnancy-specific protein in the plasma of dairy cows.
Theriogenology, 30, 2, 257-267.

Hytell P., Sinowatz F., Vejlsted M, Betteridge K, 2010. Essentials of domestic animal embryology, First
pubished, Saunders, Elsevier, China.

Ickowicz D, Finkelstein M, Breitbart H, 2012. Mechanism of sperm capacitation and the acrosome
reaction: role of protein kinases. Asian Journal of Andrology, 14, 816-821.

Igwebuike UM, 2006. Trophoblast cells of ruminant placentas — a mini review. Anim Reprod Sci, 93,
185-198.

loannidis J, Donadeu FX, 2016. Circulating miRNA signatures of early pregnancy in cattle. BMC
Genomics, 17,184, 1-12.

loannidis J, Donadeu FX, 2017. Changes in circulating microRNA levels can be identified as early as
day 8 of pregnancy in cattle. PLoS ONE, 12, 4, e0174892

Isik T, 2015. Kanda serbest halde dolagan niikleik asitlerin elektroegirme lifler ile serumdan ayrilmasi,
Yiiksek lisans tezi, Izmir Teknoloji Enstitiisii.

Karen A, Sousa NM, Beckers JF, Bajcsy AC, Tibold J, Madl I, Szenci O, 2015. Comparison of a
commercial bovine pregnancy-associated glycoprotein ELISA test and a pregnancy-associated
glycoprotein radiomimmunoassay test for early pregnancy diagnosis in dairy cattle. Anim Reprod
Sci. 159, 31-7.

Kaya MS, Kose M, Bozkaya F, Mutlu H, Ugar EH, Atli MO, 2016. Early pregnancy diagnosis using a
commercial ELISA test based on pregnancy-associated glycoproteins in Holstein-Friesian heifers
and lactating cows, Turk J Vet Anim Sci, 40, 694-699.

King GJ, Atkinson BA, Robertson HA, 1980. Development of the bovine placentome from days 20 to
29 of gestation. J Reprod Fertil, 59, 95-100.

Kiracofe GH, Wright JM, Schalles RR, Ruder CA, Parish S, Sasser RG, 1993. Pregnancy specific
protein B in serum of postpartum beef cows. J Anim Sci, 71, 2199-2205.

Kélle S, Reese S, Kummer W, 2010. New aspects of gamete transport, fertilization, and embryonic
development in the oviduct gained by means of live cell imaging. Theriogenology, 73, 786—795.

Lamb GC, Henry DD, DiLorenzo N, Ciriaco FM, Fontes PLP, Mercadante VRG, Mayo D, 2015.
Understanding pregnancy diagnosis in beef cattle. University of Florida, IFAS, Florida Coop. Ext.

Lawson BC, Shahzad AH, Dolecheck KA, Martel EL, Velek KA, Ray DL, Lawrence JC, Silva WJ,
2014. A pregnancy detection assay using milk samples: Evaluation and considerations. J Dairy Sci,
97, 6316-6325.

Leahy T, Gadella BM, 2011. Sperm surface changes and physiological consequences induced by sperm
handling and storage. Reproduction, 142(6), 759-78.

61



Le Blanc SJ, 2013. Short communication: Field evaluation of a pregnancy confirmation test using milk
samples in dairy cows. J Dairy Sci, 96, 2345-2348.

Lemley CO, Camacho LE, Kimberly A, Vonnahme KA, 2015. Maternal recognition and physiology of
pregnancy, In: Bovine reproduction,. Hopper RM,, John Wiley & Sons Inc.
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781118833971.ch25 J,,.

Liu M, 2011. The biology and dynamics of mammalian cortical granules. Reproductive Biology and
Endocrinology, 9, 149.

Lo YM, Lun FM, Chan KC, Tsui NB, Chong KC, Lau TK, Leung TY, Zee BC, Cantor CR, Chiu RW,
2007. Digital PCR for the molecular detection of fetal chromosomal aneuploidy. Proc Natl Acad Sci
USA, 104, 13116-13121.

Lonergan P, O’Hara L, Forde N, 2013. Role of diestrus progesterone on endometrial function and
conceptus development in cattle. Anim Reprod, 10, 3, 223-227.

Lonergan P, Fair T, Forde N, Rizos D, 2016. Embryo development in dairy cattle. Theriogenology, 86,
270-2717.

Lopez-Gatius F, Garbayo JM, Santolaria P, Yaniz J, Ayad A, de Sousa NM, Beckers JF, 2007. Milk
production correlates negatively with plasma levels of pregnancy-associated glycoprotein (PAG)
during the early fetal period in high producing dairy cows with live fetuses. Domest Anim
Endocrinol, 32, 29-42.

Lucy MC, Savio JD, Badinga L, de la Sota L, Thatcher WW, 1992, Factors that affect ovarian follicular
dynamics in cattle. J Anim Sci, 70, 3615-3626.

Lucy M, Green J, Poock S, 2011. Pregnancy determination in cattle: A review of available alternatives.
In Proceedings of the Applied Reproductive Strategies in Beef Cattle, Joplin, MO, USA, 31 August—
1 September; 367-376.

Majewska M, Panasiewicz G, Klisch K, Olivera LVM, Mamani JM, Abd-Elnaeim MM, Szafranska B,
2009. Pregnancy-associated glycoprotein family (PAG): transcripts and gene amplicons in
Camelids. Reprod Biol, 9, 127-150.

Majewska M, Panasiewicz G, Szafranska B, 2011. Pregnancy-associated glycoprotein (PAG) family
localized in chorionic cells within the epitheliochorial/diffuse placenta of the alpaca (Lama pacos).
Acta Histochem, 113, 570-577.

Martins VMV, Marques Junior AP, Vasconcelos AC, Martins E, Santos RL, Lima FPC, 2004. Placental
maturation and expulsion in Holstein and Nelore cows. Arg Bras Med Vet Zootec, 56, 2, 157-167.

Mayer J, Soller JT, Beck J, Purwins V, Wemheuer W, Schiitz E, Brenig B, 2013a. Early pregnancy
diagnosis in dairy cows using circulating nucleic acids, Theriogenology, 79, 173-179.

Mayer J, Beck J,Soller ST, Wemheuer W,Schiitz E, Brenig B, 2013b. Analysis of circulating dna
distribution in pregnant and nonpregnant dairy cows, Biol Reprod, 88, 2, 29, 1-10.

Mc Cracken JA, Custer EE, Lamsa JC, 1999. Luteolysis: a neuroendocrine-mediated event. Physiol
Rev, 79,263-323.

Mercadante P, Waters K, Mercadante V, Lamb G, Elzo M, Johnson S, Rae D, Yelich J, Ealy A, 2013,
Subspecies differences in early fetal development and plasma pregnancy-associated glycoprotein
concentrations in cattle. J Anim Sci 91, 3693-3701.

Mercadante PM, Ribeiro ES, Risco C, Ealy AD, 2016 Associations between pregnancy-associated
glycoproteins and pregnancy outcomes, milk yield, parity, and clinical diseases in high-producing
dairy cows. J Dairy Sci, 99, 3031-3040.

Mialon MM, Camous S, Renand G, Martal J, Ménissier F, 1993. Peripheral concentrations of a 60-kDa
pregnancy serum protein during gestation and after calving and in relationship to embryonic
mortality in cattle. Reprod Fertil Dev, 33, 269-282.

Mialon MM, Renand G, Camous S, Martal J, Ménissier F, 1994. Detection of pregnancy by
radioimmunoassay of a pregnancy serum protein (PSP60) in cattle. Reprod Nutr Dev, 34, 1, 65-72.

62



Moharrami Y, Khodabandehlo V, Ayubi MR, Mosaferi S, 2013. Accuracy rate of early pregnancy
diagnosis in Holstein heifers by transrectal ultrasonography using 7.5MHz linear array transducer,
European Journal of Experimental Biology, 2013, 3(3), 678-680.

Myers DA, Reimers TJ, 1988. Purification and endocrine evaluation of bovine binucleate trophoblastic
cells. Journal of tissue culture methods, 11, 2, 83-88.

Nandre R, Joshi C, Derashri H, 2012. Pregnancy Proteins: Early indication of pregnancy diagnosis mn
farm animals. International Journal of Life Science and pharma research, 2, 1, 1-8.

Noakes DE., Parkinson TJ. and England GCW, 2001. Arthur’s veterinary reproduction and obstetrics.
Eighth Editions, Elsevier Limited, Philadelphia.

Okuda K, Miyamoto Y, Skarzynski DJ, 2002. Regulation of endometrial prostaglandin F 2 synthesis
during luteolysis and early pregnancy in cattle. Domestic Animal Endocrinology, 23, 255-264.

Patel OV, Domeki I, Sasaki N, Takahashi T, Hirako M, Sasser RG, Humblot P, 1995. Effect of fetal
mass, number and stage of gestation on pregnancy-specific protein B concentrations in the bovine.
Theriogenology, 44, 827-33.

Peter AT, 2013. Bovine placenta: A review on morphology, components, and defects from terminology
and clinical perspectives. Theriogenology, 80, 693—705.

Piechotta M, Bollwein J, Friedrich M, Heilkenbrinker T, Passavant C, Branen J, Sasser G, Hoedemaker
M, Bollwein H. (2011) Comparison of commercial ELISA blood tests for early pregnancy detection
in dairy cows. J Reprod Dev,. 57, (1), 72-5.

Pohler KG, Geary TW, Johnson CL, Atkins JA, Jinks EM, Busch DC, Green JA, MacNeil MD,
Smith MF, 2013 Circulating bovine pregnancy associated glycoproteins are associated with late
embryonic/fetal survival but not owvulatory follicle size in suckled beef cows. J Anim Sci,
91,4158-4167.

Pohler K, Green JA, 2015. A review and update of research on pregnancy associated glycoproteins
(PAGS) in cattle. Clinical Theriogenology, 7, 3, 211-214.

Pohler KG, Franco GA, Reese ST, Dantas FG, Ellis MD, Payton RR, 2016. Past, present and future of
pregnancy detection methods. Applied Reproductive Strategies in Beef Cattle — Des Moines, lowa —
September 7-8, 251.

Pohler KG, Green JA, Moley LA, Gunewardena S, Hung WT, Payton RR, Hong X, Christenson LK,
Geary TW, Smith MF, 2017. Circulating microRNA as candidates for early embryonic viability in
cattle. Mol Reprod Dev. 2017, 84, 731-743

Prvanovi¢ N, Antun Tomaskovi¢ A, Grizelj J, Kocila P, Samardzija M, 2009. Monitoring of early
pregnancy and early embryonic mortality by ultrasound and determination of pregnancy-associated
glycoproteins and progesterone in cows. Veterinarski arhiv, 79, 3, 259-267.

Purohit G, 2010. Methods of pregnancy diagnosis in domestic animals: The current status.
Reproduction, 1, WMC001305.

Randel RD, 1990. Nutrition and post - partum rebreeding in cattle. J Anim Sci, 68, 853-862.

Reese S, Pereira M, Vasconcelos J, Smith M, Green J, Geary T, Peres RFG, Perry GA, Pohler KG,
2016. Markers of pregnancy: How early can we detect pregnancies in cattle using pregnancy-
associated glycoproteins (pags) and micrornas? Anim Reprod, 13, 200-2008.

Ribeiro ES, Greco LF, Bisinotto RS, Lima FS, Thatcher WW, Santos JE, 2016. Biology of
preimplantation conceptus at the onset of elongation in dairy cows. Biol Reprod, 94, 4, 97, 1-18.

Ricci A, Carvalho PD, Amundson MC, Fourdraine RH, Vincenti L, Fricke PM, 2015. Factors
associated with pregnancy-associated glycoprotein (PAG) levels in plasma and milk of Holstein
cows during early pregnancy and their effect on the accuracy of pregnancy diagnosis. J Dairy Sci,
98, 2502-2514.

Richards MW, Spitzer JC, Warner MB, 1986. Effect of varying levels of post-partum nutrition and body
condition at calving on subsequent reproductive performance in beef cattle. J Anim Sci, 62, 308-
311.

63



Roberts RM, Xie S, Mathialagan N, 1996. Maternal recognition of pregnancy. Biol Reprod, 54, 294-
302.

Romano JE. 2004. Early pregnancy diagnosis and embryo/fetus mortality in cattle. Thesis, University of
Texas.

Romano JE, Larson JE (2010) Accuracy of pregnancy specific protein-B test for early pregnancy
diagnosis in dairy cattle, Theriogenology, 74, 932-939.

Santos JE, Thatcher WW, Chebel RC, Cerri RL, Galvao KN, 2004. The effect of embryonic death rates
in cattle on the efficacy of estrus synchronization programs. Anim Reprod Sci, 82, 83, 513-35.

Sasser RG, Ruder CA, lvani KA, Butler JE, Hamilton WC, 1986 Detection of pregnhancy by
radioimmunoassay of a novel pregnancy-specific protein in serum of cows and a profile of serum
concentrations during gestation, Biol Reprod, 35, 4, 936-942.

Sasser RG, Ruder CA, 1987. Detection of early pregnancy in domestic ruminants, J Reprod Fertil.
Supplement, 34, 261-271.

Schlafer DH, Fisher PJ, Davies CJ, 2000. The bovine placenta before and after birth: placental
development and function in health and disease. Anim Reprod Sci, 60-61, 145-60.

Senger PL, 2003. Pathways to pregnancy and parturition. 2nd ed., Current Conceptions Inc, Pullman,
WA, USA..

Serrano-Pérez B, Almeria S, Mur-Novales R, Lopez-Helguera I, Garcia-Ispierto I, Alabart JL, Darwich
L, Lopez-Gatius F, 2017. Uterine serpin (SERPINA 14) correlates negatively with cytokine
production at the foetal-maternal interface but not in the corpus luteum in pregnant dairy heifers
experimentally infected with Neospora caninum. Reprod Dom Anim, 1-3.

Shahin M, 2012. Pregnancy-associated glycoprotein (PAG) profiles in cows and goats and attempts to
measure PAG in milk. Thesis of PhD at the University Gottingen, Germany.

Spencer TE, Johnson GA, Bazer FW, Burghardt RC, Palmarini M, 2007. Pregnancy recognition and
conceptus implantation in domestic ruminants: roles of progesterone, interferons and endogenous
retroviruses. Reprod Fertil Dev, 19, 65-78.

Suarez SS, Pacey AA, 2006. Sperm transport in the female reproductive tract. Human Reproduction
Update, 12, 1, 23-37.

Szafranska B, Xie S, Green J, Roberts RM, 1995. Porcine pregnancy-associated glycoproteins: new
members of the aspartic proteinase gene family expressed in trophectoderm. Biol Reprod, 53, 1, 21-
28.

Szafranska B, Miura R, Gosh D, Ezashi T, Xie S, Roberts RM, Green J, 2001a. Gene for porcine
pregnancy-associated glycoprotein 2 (pPAG2): its structural organization and analysis of its
promoter. Mol Reprod Dev, 60, 137-146.

Szafranska B, Panasiewicz G, Waclawik A, 2001b. Length polymorphism of PCR-amplified genomic
fragments of the pregnancy-associated glycoprotein (PAG) gene family in the pig and some other
domestic and wild mammals. J Appl Gen, 42, 335-349.

Szafranska B, Panasiewicz G, 2002. The placental expression of the porcine pregnancy-associated
glycoprotein (pPAG) gene family examined in situ and in vitro. Anim Reprod Sci, 72, 95-113.

Szenci O, Beckers JF, Humblot P, Sulon J, Sasser G, Taverne MAM, Varga J, Baltusen R, Scheckk G,
1998. Comparison of ultrasonography, bovine pregnancy-specific protein B and bovine pregnancy-
associated glycoprotein | tests for pregnancy detection in dairy cows. Theriogenology, 50, 77-88.

Tainturier D, Bedel M, Beckers JF, Fieni F, Bruyas JF, 1996. Cine'tique de la bPAG (bovine
pregnancy associated glycoprotein) dans le plasma et dans le lait au cours des trois semaines suivant
le part chez la vache laitie re. Reprod Prod Laitie re, 129-133.(French).

Thompson IM, Derri RL, Kim IH, Green JA, Santos JE, Thatcher WW, 2010 Effects of
resynchronization programs on pregnancy per artificial insemination, progesterone, and pregnancy-
associated glycoproteins in plasma of lactating dairy cows. J Dairy Sci, 93, 4006-4018.

64



Touzard E, Reinaud P, Dubois O, Guyader-Joly C, Humblot P, Ponsart C, Charpigny G, 2013. Specific
expression patterns and cell distribution of ancient and modern PAG in bovine placenta during
pregnancy. Reproduction, 146, 347-362.

Visconti PE, Galantino-Homer H, Moore GD, Bailey JL, Ning X, Fornes M, Kopf GS, 1998. The
molecular basis of sperm capacitation. J Androl, 19, 2, 242-8.

Vural R, Giizeloglu A, Kiipliili S, 2015: Gebelik ve fizyolojisi. In "Ciftlik Hayvanlarinda Dogum ve
Jinekoloji", Ed, Semacan A, Kaymaz M, Findik M, Risvanli A, Kéker A, Ikinci Baski, Medipres,
Malatya.

Wallace JM, Aitken RP, Cheyne MA, Humblot P, 1997. Pregnancy-specific protein B and progesterone
concentrations in relation to nutritional regimen, placental mass and pregnancy outcome in growing
adolescent ewes carying singleton fetuses. J Reprod Fertil, 109, 53-58.

Wallace R, Pohler MKG, Smith MF, Green JA, 2015 Placental PAGs: gene origins, expression
patterns, and use as markers of pregnancy. Reproduction, 149, R115-R126.

Wango EO, Wooding FBP, Heap RB, 1990. The role of trophoblast binucleate cells in implantation in
the goat-a quantitative study. Placenta, 11, 5, 381-94.

Weems YS, Sasser RG, Vincet DL, Nusser KD, Tanaka Y, Miller-Patrick K, Ledgerwood KS, Weems
CW, 1994. Effects of prostaglandin F2a on secretion of pregnancy-specific protein B (PSPB) and
placental weights in intact or ovariectomized 90 to 100 day pregnant ewes. Prostaglandins, 48, 377-
387.

Williams GL, 1990. Suckling as a regulator of post - partum rebreeding in cattle: A review. J Anim Sci,
68, 831-852.

Williams GL, Gazal OS, Guzman-Vega GA, Stanko RL, 1996. Mechanisms regulating suckling-
mediated anovulation in the cow. Anim Reprod Sci, 42, 289-297.

Wooding FBP, 1992. Current Topic: the synepitheliochorial placenta of ruminants: binucleate cell
fusions and hormone production, Placenta, 13, 101-113.

Wooding FBP, Flint APF, 1994. Placentation. In Marshall’s Physiology of Reproduction, 4th edn,
Lamming GE. Chapman and Hall, London, pp 230-466.

Wooding FBP, Roberts RM, Green JA, 2005. Light and electron microscope immunocytochemical
studies of the distribution of pregnancy associated glycoproteins (PAGS) throughout pregnancy in
the cow: possible functional implications. Placenta, 26, 807-827.

Wynands E, 2015. Assessment of a Test for Pregnancy-Associated Glycoproteins in Milk from Dairy
Cows, Thesis of PhD, The University of Guelph.

Xie SC, Low BG, Nagel RJ, Kramer KK, Anthony RV, Zoli AP, Beckers JF, Roberts RM, 1991.
Identification of the major pregnancy-specific antigens of cattle and sheep as inactive members of
the aspartic proteinase family. Proc Natl Acad Sci, 88, 10247-51.

Youngquist RS, 2006. Pregnancy diagnosis. Proceedings, Applied Reproductive Strategies in Beef
Cattle August 30 and 31, St. Joseph, Missouri.

Zoli AP, Beckers JF, Wouters-Ballman P, Closset J, Falmagne P, Ectors F, 1991. Purification and
characterization of a bovine pregnancy-associated glycoprotein. Biol Reprod, 45, 1-10.

Zoli AP, Guilbault LA, Delahaut P, Ortiz WB, Beckers JF, 1992. Radioimmunoassay of a bovine
pregnancy-associated glycoprotein in serum: its application for pregnancy diagnosis. Biol Reprod,
46, 1, 83-92.

Zoli AP, Beckers JF, Ectors F, 1990. Isolation of an ovine pregnancy-specific protein. Theriogenology,
33 (suppl 1), 366.

65



7. OZGECMIS

01.10.1972° de Aksaray’da dogdu. Ilk ve ortaokulu Aksaray’da okudu. Liseyi
Konya Gazi lisesinde okudu. 1992°de Selguk Universitesi Veteriner fakiiltesinde
basladig1 lisans &grenimini 1997 yilinda tamamladi. Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim dalinda Doktora 6grenimine 1997°de baslad.
Halen Balikesir Biiyliksehir Belediyesinde Veteriner Hekim olarak g¢alismalarini

surdiirmektedir.

66



