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1.GIRIS

Hayvan 1slahi ve yetistiricilikte kullanilan parametrelerden en Snemlisini olugturan dol
verimi yag, ik, beslenme durumu, barmma olanaklari, mevsim ve bazi paraziter ve
enfeksiyoz hastaliklar gibi faktSrlerce etkilenir (Eligin 1985, Aytug ve ark 1990). Bu
faktérierin dol verimi iizerine etkilerinin incelenmesi ve kontrolii hayvanlarda dél verimi ve
dol verimi fizyolojisinin iyi bir gekilde bilinmesiyle gergeklestirilebilir. Geligmig fitkelerde
hayvancihikta ytirlitiilen bilimse] galigmalann bilyiik bir kismunin dol verimi ile ilgili olmasi da
bu olguyu desteklemektedir.

Ulkemizde difer hayvan tiirlerine gore ciftcinin sigortasi olarak kabul edilen
koyunculuk konusunda ¢aligmalar olduk¢a smirlidir. Bu nedenle iilkemiz koyunlarinda dol
verimi ve d6l verimi fizyolojisiyle, bunlan etkileyen faktorler konusundaki bilgiler gok azdur.

Mevsimsel strus siklusu g&steren koyunlar, giinlerin kisalmaya bagladig1 ve iilkemiz
meralarinda kaliteli ve taze ot bulma olanaklannin azaldi3: giiz mevsimi baglangicinda siklus
gbsteren hayvanlardir. Bu donemde bir yandan kaliteli ot bulunamamasi, difer yandan
seksiiel sikluslaria steroid hormon iiretiminin baglamasi ve stresin artmasina baghi olarak

hayvanlarin bazi vitaminlere olan gereksinimlerinin yiikselmesine yol agar (Kolb 1997).

Ozellikle steroid hormon sentezinde dogrudan kullanilan ve stres hallerinde tifketimi
artan en Snemli vitamin C vitaminidir. Genellikle insanlar ve deney hayvanlan lizerinde
stirdiiriilen galigmalarda vitamin C'nin dol verimi iizerine etkileri aragtinlmigtir. Bu amagla
endokrin organ ve dokularla.ve ovaryum follikiil sivisi steroid hormon ve vitamin C
diizeyleri incelenmigtir (Lange 1973, Wise 1987, Kolb 1992, Kolb ve ark 1993). Bu
¢abigmalarda ilk olarak kadinlanin ovulasyon donemlerinde artan vitamin C'nin fertiliteyi -
onemli derecede yiikseltmesi yanisira gebelikle birlikte vitamin C'ye olan gereksinimin artti1
ve bu artigin artan bag doku tiretimiyle fotusun ihtiyacindan kaynaklandifx 6ne stiriilmiigtiir
(Lange 1973). Daba sonra domuzlar iizerinde yiiriitiilen gabigmalarda eksojen vitamin C
uygulamalarinin, bir yandan gébek kordonu kanamalanni Gnlerken, difer yandan siiften
kesilme dénemine kadar olan canli agirhik artigini maksimum diizeylere yiikselttifini ve bu
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etkilerin giinliik 1 g vitamin C enjeksiyonu ile gergeklegtirilebildigi bildirilmigtir (Sandholm
ve ark 1979). Keza sezona bagh olarak infertil domuzlara vitamin C uygulamasmin ciftlegme
yiizdeleriyle, d6l verimi kriterlerini iyilestirmesine kargm, bu iyilesmenin istatistik agidan
anlamhi bulunamadi$1 saptanmugtir (Greer ve ark 1987). Aym sekilde viicutlarinda vitamin C
sentezi olan fakat gida ile alman eksojen vitaminin ramenlerinde yikimlandifs sifirlarda da
plazma vitamin C diizeylerinin sekstiel siklus donemlerine gére deisim gistermesi yanisira
(Bagpinar ve Serpek 1993), gebelikte yiikseldifi de ortaya ¢ikanlmstir (Chattopadhyay ve
ark 1972).

Bu galiymada da iilkemiz kogullaninda meraya bagimli olarak yapilan koyunculukta
sekstiiel sikluslarin olugumunu baglatan steroid hormonlarin sentezine, siklusun olugumu
sirasinda  dolverimini  olumsuz yonde etkileyen stresin  Onlenerek  dolveriminin

iyilegtirilmesine vitamin C'nin etkilerinin incelenmesi amaglanmugtir.



2. LITERATUR BILGI
2.1. Koyunlarda Ureme Fizyolojisi
2.1.1 Koyunlarda seksiiel siklus

Yaklagik 6-9 ayhk yaglarda pubertaya ulagan koyunlar, mevsime bagh politstrik
hayvanlardir. Itk ve cofrafi bolgeye gore defisen 4-7 ayhk bir andstrus gosterirler.
Ulkemizde yaz sonu ve sonbahar baglangicinda giinlerin kisalmasiyla birikte agim sezonuna
giren koyunlar, Agustos-Aralik aylan arasinda seksiiel aktiviteye sahiptirler ve en uygun
tobumlama zaman: Ekim-Kasim aylan olarak belirlenmigtir (Aytug ve ark 1990). Asim
sezonunun baglamasinda etken fakitrler arasinda giines 1gimlan, gevre 1sismin dilgmesi, kog
katim, 1rk ve beslenme sayilabilir (Chemineau ve ark 1982, Gordon 1983, Arthur ve ark
1989, Lindsay 1991, Coyan 1994).

Asim sezonunda, koyunlarin belirgin 6struslar sayesinde saptanan seksiiel sikluslar,
genelde 16-17 giin siirmekle birlikte, bu siireler wka bagimh olarak 14-18 giin arasinda
degigmektedir (Hare ve Bryant 1982).

Koyunlarda sekstlel sikluslar, follikiiler (prodstrus, strus) ve luteal (metadstrus ve
didstrus) evrelere aynlir. Protstrus, yaklagitk 2 giin kadar devam eder ve hipofiz 6n
lobundan salgilanan FSH etkisi ile ovaryumlarda follikiiler geligimin oldugu dbnemi kapsar.
Probstrus sonunda baglayan ostrus, follikiil gelisimiyle birlikte artan ostradiol 17f'min
etkisiyle ortaya ¢ikan kizgmhpn psigik belirtileriyle karakterizedir. Fakat koyunlarda bu
belirtiler atlarda ya da ineklerde oldugu gibi gok belirgin degildir, sadece huzursuzluk ve
koga yaklagma efilimi gibi belirtiler gisterirler (McDonald 1983).

Ovulasyonun ardindan yaklagik 2 giin siiren metatstrus baglar ve ovaryumlarda
gelisen corpus luteumdan (CL).progesteron salgisi hizhi bir yiikseliy gosterir. Corpus
luteum'un aktif oldugu donem dibstrustur ve dolagim kaminda yiikselen progesteron
endometrium'u gebelige hazirlar. Corpus luteum yaklapik 12-13 giin aktif kalir ve bu siire
sonunda, bir dollenme olmamigsa gebe olmayan uterus'un endometriyumundan PGF2a
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salgilanir ve ovaryumda CL'un regrese olmast saglanir. Boylece kan progesteron diizeyinde
meydana gelen dilgiiy FSH saliimuni artinr ve yeni bir follikiiler evre geliymeye baglar
(McDonald 1983, Coyan 1994).

2.1.2. Koyunlarda seksiiel siklusun hormonal mekanizmasi

Koyunlarda seksiiel siklusun hormonal mekanizmasi agim ve anéstrus donemlerinde
farkhiliklar gosterir. Anéstrus dSneminde ostradiol, LH tizerinde negatif feedback etki
gsterirken, bu etki agim sezonunda ortadan kalkar ve ovaryum aktivitesinin mevsimsel
kontrolii 6stradiol tarafindan yonlendirilir (Webster ve Haresing 1983).

Agim sezonunda gevre faktorleri ve mevsimsel degigimin etkisiyle hipotalamustan
salgilanan GnRH, hipofiz 6n lobundan FSH ve LH salimmmm uyanr ve follikiller geligme
kontrol edilir (Ward 1986).

FSH'min hipofiz 6n lobundan salinmas) ovaryumlarda follikiiler geligimi artinr ve
follikiillerden artan miktarlarda Sstrojen salgilanir, 8strus belirtileri ve Ostrus davramglan
ortaya gikar. Kan Gstrojen diizeyinin yiiksek olmasi hipotalamus-hipofiz sistemi iizerine
pozitif feedback etkiyle LH'mn 2-10 ng/ml bazal diizeylerden 100-200 ng/mi'ye
yiikselmesine yol agar ve LH pikinden 1824 saat sonra da ovulasyon gekillenir.
Merinoslarda ovulasyon, Sstrusun baglamasindan 25-30 saat sonra spontan olarak gekillenir.
Koyunlarda ovulasyonun kegilerin aksine, Ostrus gostermeden spontan olarak meydana
gelmesi ve Gstrus belirtilerinin gok belirgin olmamasi nedeniyle Sstrus aramalarinin daha
dikkatli ve sik yapilmas: gerektipi bildirilmektedir (Sheton 1980, Arthur ve ark 1989).

Ovulasyondan sonra LH ve ostradiol diizeyleri-hizla diiger. Kandaki diigiik Sstrojen -

diizeyleri hipofiz bezine negatif feedback etki ederek gonadotropin salimmim baskiar ve
ovaryumlardan yeni follikiil geligimini engeller (McDonald 1983).

LH'nin etkisiyle patlayan follikilliin yerinde C. luteum hemorajikum, ardindan da C.
luteum periodikum geligir ve luteal faz baglar. Bu fazda C. luteumndan salinan yilksek

diizeydeki progesteron gonadotropinler lizerine inhibitor etkisi gosterir ve follikiller geligim
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baskilamir. Gebelik olugtugu hallerde C. luteum, C. luteum gravidatis'e dontigiirken, gebelik
olugmadif: hallerde, siklusun 11-12. giinlerinden baglayarak endometriynmdan salinan
PGF2a etkisiyle C. luteum kiigiiliir ve hipofiz bezi iizerindeki baskimin ortadan kalkmasina
yeni bir siklusun olugumuna yol agar (Ward 1986).

2.1.3. Progesteron ve Ustradiol 178
2.1.3.1. Biyosentezleri ve salgilanmalar

Siklopentano perhidro fenantren (steran) halkasina sahip olan steroid hormonlann
tamami 27 C'lu kolesterolden sentezlepir. Diganidan gidalarla alinabilecegi gibi, asetil
CoA'dan da sentezlenebilen kolesteroliln sentezi sitozolde gergeklestifi halde, steroid
hormonlarm ilk sentez yeri mitokondriumdur. Genellikle ester formunda bulunan kolesterol
mitokondriumda hidrolize edilerek ilk steroid hormon olan prognenolon'a doniigtiiriiliir.
Pregnenolon'un sentezi hipofiz 6n lobundan salgilanan Adrenokortikotropik hormon
(ACTH) tarafindan stimiile edilir (McDonald 1983, Bondy 1985) ve gebe koyunmlarda
hipofizektomi sonucu abortuslarin gozlenmesi pregnenolon ve dolayisiyla progesteron
sentezi izerine ACTH"n etkisini ortaya koymaktadr (Kiiplillii 1990).

Pregnenolon sentezinde ncelikle kolesteroliin D halkasmdaki 20 ve 22 numarah
karbon atomlan hidroksile edilir ve ardindan bu karbon atomlan arasindaki ba§ dezmolaz
enzimi tarafindan koparlarak pregnenolon sentezlenir. Pregnenolon ve ardindan

sentezlenecek olan progesteron tiim steroid hormonlarin 6n maddesidir (Bondy 1985).

Pregnenolondan 2 basamakta sentezlenen progesteron'un sentez yeri endoplazmik
retikulum (ER) "dur. Oncelikle pregnenolon‘un 3. Cundaki OH grubu NAD*'ye.bafiml1 . ...« .. ..
pregnenolon 3f-dehidrogenaz enzimi etkisiyle keto grubuna okside edilir. Ardindan - ASgift .

bag A4 ¢ift bagma izomerize edilerek progesteron sentezi tamamlanir (Bondy 1985).
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Mineralokortikoid, glikokortikoid, androjen ve Ostrojenlerin sentezi bu agamadan
sonra gergeklesir ve ER'da bulunan 17a-hidroksilaz enzimi progesteronun hangi yonde
metabolize edileceginin belirlenmesinde anahtar rol oynar ve progesteron bu enzimin etkisiyle
sentezlenen 17c-hidroksiprogesteron iizerinden degisik organ ve dokularda glikokortikoid,
androjen ve Ostrojenlerin sentezinde kullanilir (McDonald 1983).

17a-hidroksiprogesteron'un C-20 ve 21'in bulunduBu yan zinciri kopariir ve bir
androjen olan androstendion olugur. Bir diger androjen olan testosteron androstendion'un 17
numarahl C atomundaki okso grubunun rediiksiyonuyla meydana gelir. Androjenler 19 C
igerirler. Ostrojenler ise 19 numarali karbon atomunun metil grubunun kopanlmasi ve
aromatik bir A balkasmnin olusumuyla androjenlerden sentezlenirler. Androstendiondan
sentezlenen Gstrojen Ostron, testosterondan sentezlenen Ostrojen ise ostradiol 17f'dir. Her

ikisinin de metabolizma iiriinii Sstriol'diir (Bondy 1985) (Sekil 2.1).

Ostrojenlerin iiretim yeri gogunlukia ovaryum ve plasentadir. Kiigiik miktarlarda
bobrek iistii bezlerinde ve testislerde de iiretilir. Ostrojenler ovaryumiarda FSH ve LH'nin
sinerjik kontrolii ile ovaryum follikiiliinlin graniiloza ve teka interna hilcrelerinde tiretilirler.
Teka ve graniiloza hiicreleri arasindaki etkilegim follikiiler steroidojenez igin gereklidir. LH,
teka hticrelerinde kolesterolden androjenlerin biyosentezini stimiile eder. Bu androjenler daha
sonra follikill duvar1 bazal membramindan diffuze olur ve bir kisim andojenler antruma

gegerler. Graniiloza hiicreleri androjenlerin hem bazal membrandan gegisini, hem de

“ - FSH'nin etkisiyle androjenlerin $strojene doéniigimiinii artinirlar. Follikiller sivida biriken

<. dstrojenlerin bir kismu antruma dolarken, ¢ofunlugu sistemik dolagima génderilmek tzere

tekal hiicrelerin kapillariarina diffuze olurlar. Ostrojenlerin ikincil sentez yereri arasinda ise.
corpus luteum, adrenal korteks ve gebe hayvanlarm plasentas: sayilabilir (Ruckebusch ve ark
1991).

Dolagim kanindaki Sstradiol'iin yarilanma 6mrii yaklagjik 50 dakikadir ve gogunlukla
karaciZerde metabolize edilirler. Radyoaktf stradiol'iin verilmesi sonucu aktivitenin % 65'i
idrarda, % 151 safrada goriilmiigtiir. idrarla glukronik asit ya da siilfat esterleri halinde atilr.
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Safra ile atilan &stron ve Gstradioliin bilylik bir kismu ise barsaklardan tekrar absorbe edilir ve
idrarla atilir (Zerobin 1985).

Adrenokortikal hormonlarm, testosteronun ve dolayh olarak ostradiol 17f'min
sentezlerinde ara iiriin olmasi nedeniyle bobrek iistii bezi, ovaryum, testis ve plasentada
sentezlenebilen progesteronun, gebelifin devamim saglamasi agisindan en tnemli sentez yeri
ovaryumlarm corpus luteumu ve plasentadir. Endometriyumun proliferasyonuyla uterusu
implantasyona hazir hale getiren progesteron gebelik siiresince bir yandan follikill geligimini
ve ovulasyonu Onleyerek fizyolojik ve psikolojik kizgmhgin ortaya cikigmi engellerken,
diger yandan meme bezlerinin bilylimesini stimiile eder (Tepperman and Tepperman 1987).
Gebelikte progesteronun bilyiik kismimn plasental kaynakli oldugu gozlenmig (Tsang 1978)
ve Novoa (1986), koyunlarda corpus luteum ve plasentanin progesteron iiretimine katkismm
sirasiyla % 32 ve % 44 oldugu belirlemigtir. Jenkin ve Thorborn (1985)'un bildirdigine
gore, koyunlarda gebeligin 50. giiniinden sonra progesteron iiretimi biiyikk oranda
plasentada yapilmakta ve bu giinden sonra Corpus luteum tarafindan progesteron sentezi ya
da gebeligin siirdiiriilmesindeki 6nemi tartigtlmaktadir (Sarda ve ark 1973, Fylling 1979).

Sigr, koyun ve domuzlarin Cluteumlan bilytik ve kiigtik lutein hicreleri olmak tizere
iki hiicre tipinden olugur. Kigiik lutein hiicreleri kolesterolii alma ve depo etme
yetenegindedirler ve LH ile stimillasyonun yiikselmesi progesteron sentezinin artigma yol
acar. Bilyiik lutein hiicreleri ise LH stimiilasyonuna daha az duyarhdirlar. Kiigiik lutein
hiicrelerinden biiyilkk lutein hiicrelerine kolesterol gegisi yavag oldufundan uzun siireli
periyotlarda daha fazla progesteron sentezlenebilmektedir (Srnefin, gebelik). Bu durumda |
LH'min fonksiyonu, kiiciik.lutein hiicrede depolanan kolesteroliin bilytik lutein hiicrelerine
serbest birakilmasmin saglanmas: geklindedir (McDonald 1983).

Kandaki yanlanma &mrii yaklagik 15 dakika olan progesteronun en iyi bilinen
metabolizma tiriinil pregnandiol ve allopregnandiol'diir. Bu metabolitlerin biiyiik bir kismu
glukronik asitle konjuge edilir ve idrarla atilir. Bir kisim metabolitler ise safra ile barsaklara
atilir ve gaitada gorilliir (McDonald 1983).



Salgilanan steroid hormonlar kanda serbest halde dolagmazlar. Plazmada steroid
hormonlara &zgii transkortin adi verilen tagtyic: proteinler vardir. Bu proteinler
adrenokortikosteroidleri ve progesteronu baglayabilen, kortikostercid baglayan globulin
(CBG) ve ostradiol ve testosteronu baflama yetenefine sahip Sex hormonu baglayan
globulin (SHBG)'dir. Hormonun plazma proteinlerine baflanmasi ile hem dokulara
diffiizyonu sinirlandirilir hem de bu baglanma sayesinde hormon bozulma ve eliminasyona
karg1 daha direngli hale gelir ve etki siiresi de artar. Tagtyic1 proteinlere baflanan hormon
biyolojik olarak inaktif formdadir ve hiicre igine serbest formda girdikten sonra aktivite
kazamr (Ruckebusch ve ark 1991).

2.1.3.2. Seksiiel siklusta ve gebelikte progesteron ve stradiol 178

Fizyolojik olaylardaki siklik degigimler hormonlarca kontrol edilir. Follikiiler evrede
bazal diizeylerde seyreden progesteron diizeyleri luteal dénemde yilkselir ve progesteron
etkisi bu evrede belirginlegir. Koyunlarda seksiiel siklusun 15. giinilnde corpus luteum
regrese olur ve plazma progesteron diizeyleri 16. giinde bazal diizeylere (< 0.2 ng/ml)
geriler. Progesteron diizeyindeki bu diigme ostradiol sekresyonunu stimiile ettifinden
progesteron'un Sstradiolca olugturulan 8strus davraniglannin ortaya ¢ikmasinda prekiirsor
olarak gorev yaptig kabul edilmektedir (Ward 1986).

Pathiraja ve ark (1991) kegilerde &strusun baglangicinda belirlenemeyecek diizeyde
diigiik olan progesteron diizeylerinin siklusun ortalarinda maksimum diizeylere (5.2 + 0.28
ng/ml) ulaghim ve 12 giin boyunca siirekli olarak 2 ng / mi'nin iizerinde seyrettigini
bildirirflerken, Chemineaun ve ark (1982) aym hayvanlarda plazma progesteron diizeylerinin,

luteal fazda siirekli olarak 1 ng/mi'den'dsha yilksek bulundugunu, en yiksek diizeyin de

4.53 ng/ml olarak gozlendigni bildirmiglerdir. Sakiz koyunlarmda da Ostrus siklusunda,
tohumlamadan 16-17 giin sonra ve follikiller evrede en yiiksek progesteron diizeyleri
sirasiyla 2.45 + 0.99, 3.74 + 0.95 ve 0:23 + 0.07 ng/ml olarak belirlenmistir (Sulu ve ark
1993).
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Plazma progesteron diizeyleri irklar arasmda ve seksiiel siklusun siiresine bagl olarak
da farkhiliklar gosterebilir (Quirke ve ark 1979, Nephew ve ark 1991). Nephew ve ark
(1991)'nca koyunlarda sekstiel siklus siiresinin hormon diizeyleri iizerine etkisini aragtrriimig
ve kisa siklusa sahip gruptaki (15.9 £ 0.1 giin) plazma progesteron diizeyinin siklusun 2-4.
giinlerinde, uzun sikluslu koyunlardan (18.6 + 0.4 giin) daha yiiksek oldugu belirlenmis, 5.
giinden sonra herhangi bir farklihk saptanamammgtir. Kisa siireli siklusa sahip grupta en
yiksek diizey 2.9 ng/ml iken, uvzun stireli siklusa sahip grupta 3.1 ng/ml olarak
belidenmigtir. Ayrica luteal faza uzun olan koyunlarda ardarda iki plazma progesteron
diizeyinin 2 ng/ ml 'den yliksek oldugu da bildirilmektedir (Ward and Williams 1993)

Ostradiol diizeyleri koyunlarda dstrustan 1 giin Snce ortalama 10 pg/mi'den 20
pg/ml'ye yiikselir (Ward 1986). Chemineau ve ark (1982) kegilerde Ustrus Oncesinde 9.4
pg/ml olarak belirlenen dstradiol 17-f dilzeylerinin daha somra yavay yavag artmaya
bagladigim ve LH pikinde maksimum diizeye (32.3 pg/ml) ulagtiktan sonra 12 saat igerisinde
tekrar eski diizeylerine geriledifini (8 pg/ml) bildirmektedider. Moore ve ark (1969),
koyunlarin ovaryum veninden alinan kan Omeklerinde progesteron dilzeylerinin Ostrus
siklusunun 4. giiniinden itibaren hizla yiikseldigini ve 8-14. giin arasinda 10 ng/ml'den
yiiksek bulunan diizeylerin Sstrusun 48 saat tncesinde diigmeye bagladigim ve en diigiik
progesteron diizeylerine (progesteron < 0.1 ng/ml) Gstrusun 24 saat 6ncesinde ya da 8-16
saat sonrasim kapsayan aralikta saptandigini, dstradiol'iin de siklusun 14. giiniinden itibaren
belirlenebilecek diizeylerde bulundufunu ve prodstrusta yiikselmeye baglayan Gstradiol
diizeylerinin strusun 20-30 saat dncesinde 10 pg/ml'ye yiikseldigini ve Ostrusun 24 saat
sonrasinda hala belirlenebilecek diizeyleri korudugunu bildirmektedirler.

Progesteron hormonu diizeylerinin gebelikte siirekli yliksek seyretmesi nedeniyle siit
ya da plazma progesteron diizeyleri gebelifin tamismda kullamlabilir. Evcil hayvanlarda
kullapilan gebelik tam1 yontemleri arasmda rektal palpasyon, laparatomi, ultrasonografi ve
hormonal analiz yontemleri sayilabilir. Koyunlarda rektal palpasyonun olanaksiz olugu,
laparatomi igin anestezi ve cerrahi miidahale gereksinimi, komplikasyon ve mortalite
riskinden dolays, gebelik tanisinda genellikle ultrasonografi ya da hormonal analiz yntemleri
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kullanilir. Ultrasonografi risksiz bir yontemdir, ancak koyunlarda son 3 ayda dogru sonug
elde edilebilmektedir (Brundige ve ark 1988).

Tohumlamadan sonraki olasi ilk siklus giinlerinde plazma ya da siit progesteron
diizeylerinin belilenmesiyle gebelik teghisi yapilabilmektedir. Brundige ve ark (1988) bu
yontemle yapilan gebelik teghislerinde bagar1 oramnin % 85 olmasina kargin, gebe olmayan
hayvanlarn teghisinde % 100 bagan1 saglamiglardir. Tohumlamadan sonraki olas: ilk siklus
giiniinde bulunan 1-1.5 ng/ml'nin iizerindeki plazma progesteron diizeyleri gebeligin igareti
olarak kabul edilebilir, fakat bu egik degerler irklara ya da gevre sartlarna gore
degisebilmektedir (Gadsby ve ark 1972, Weigl ve ark 1975, Rhinds ve ark 1978, McPhee
ve Tiberghien 1987, Brundige ve ark 1988)

Gebelikte corpus luteum yamisira plasentadan da progesteron sentezlenmesi, yavru
sayis1 ile progesteron diizeyleri arasinda bir iligkinin olabilecegini diigiindiirmiiy ve Gadsby
ve ark (1972) yavru sayilan ile progesteron diizeyleri arasindaki iligkinin gebelifin
80.giintinden sonra geligtifini bildirmelerine kargin, Bedford ve ark (1972) koyunlarda
plazma progesteron diizeyleri farkliligimnin yavru agirh# ile iligkili oldugunu ve yavru agirif
4kg'dan fazla olan koyunlarin plazma progesteron dilzeylerinin daha yiksek oldugunu
saptamiglardir. Daha sonra yiiriitillen ¢aligmalarda Van de Wiel ve ark (1976) yavra sayis: ile
progesteron diizeyleri arasinda istatistk agidan anlamsiz bir iligkinin bulundugunu
bildirilerken, McPhee ve Tiberghien (1987) bu iligkinin gebelifin erken donemlerinde
(tohumlamamn 16-17. glinlerinde) gozlenemedigini yazmaktadirlar. Tamanini ve ark (1986)
da.tek ve ikiz gebelikte total strojen miktardar1 arasmda bir iligki. bulunamadifim
bildirmektedirler.

- Gebelikte plazma progesteron diizeyinin siirekli yitksek olugu gebeliin devamhih -~

agisindan bityilk 6nem tagir. Gebe koyunlarda plazma progesteron diizeylerindeki diigi,
dogumun baglatilmasint salayan PGF2¢, konsantrasyonunun yiikselmesini béglatir (Jenkin
and Thorborn 1985). Koyun embriyosunun ¢iftlesmeden yalniz 11-12 giin sonraki diigitk
plazma progesteron diizeylerine duyarh oldugu belirlenmis, iftlegmenin 8-14. giinleri
arasinda exogen progesteron uygulanan koyunlarda gebelik oramimn arthfi gzlenmigtir
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(Parr 1992). Gebe inek ve koyunlarda abort meydana gelmesi halinde ise aborttan 4-6 giin
Once diigmeye baglayan progesteron diizeyleri abort aminda amiden O'a yakin diizeylere
ulagmugtir (Mohamed ve ark 1987).

Hamon ve Heap (1990) gebe koyunlarda gebeligin 10-20. giinlerinde 5 ng/ml olarak
belirlenen progesteron diizeylerinin 40-50. giinlerde 2.8 ng/ml'ye distiiglinii, Ostradiol
dilzeylerinin gebeligin biiyiik bir kisminda sabit bir yekilde seyrettifini ve gebeligin 40-150.
giinler arasinda 27.2 - 81.66 pg/ml arasinda oldugunu bildirilmektedirler.

2.2. Koyunlarda Délverimini Etkileyen Faktorier

Hayvanlarda dol verimini etkileyen en 6nemli faktSrler arasinda; hayvanin yag, ks,
bakim, besleme, tohumlama ve kuzulama mevsimi gibi faktorier sayilabilir.

Karacabey merinosu koyunlarda gebelik, dogum oranlan ile dogum bagina diigen
kuzu sayisi sirast ile % 81.5 - 91.2, 79.5 - 87.7, 1.04 - 1.56 arasinda (Orkiz 1972, Ogan
1988), Konya merinosunda % 91.11 , 91.11 ve 1.46 bulunurken, ikizlik orani, dofum
bagina diisen kuzu sayist ve dofum agirhigimi sirasiyla % 46.34, 1.33 ve 4.552 + 0.119 kg
olarak belirlenmistir (Akmaz 1989).

Hayvanlarda agin beslenme sicaklik stresine neden olurken, az beslenme ise
asenkroniye, uterus sivisindaki amino asit kompozisyonu dagilmimn bozulmasina, kismi
embriyo kayb: ile bir batinda dogacak yavru sayisiun azalmasina ve yavru afuhifmn
diigmesine yol acar (Ley 1985). Koyunlann tohumlamadan 3-4 hafta énce, ilave yemleme ile
canli afirhik artigt kazandinlmasi ve iyi bir kondiisyona ulagtinimasi olarak tamimlanabilen
flushing, ovulasyon ve ikizlik oranina bagh olarak dofum oramnin da’ artigina neden
olmaktadir (Eligin 1985, Sénmez ve Kaymak¢1 1987, Aytug ve ark 1990). Koyunlann
tohumlama Sncesi beslenme diizeyleri ve canli afirdiklan flushing'in sonuglarm etkiler ve
tohumlama Sncesi agin yaglanmig koyunlarda stiperovulasyon etkisi engellenebilir ve buna
bagh olarak da dogum oraninda digiigler gozlenebilir (Orkiz 1972).
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Beslenmenin embriyo geligimine ve embriyonik 6lime nasil bir etkisinin oldugu
heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir. Genelde endokrin dengeyi olumsuz y&nde
etkiledigi, uterus ve embriyo arasindaki asenkroninin progesteron diizeylerini degistirdigi
yoniindedir. Biitiin bunlarin yaninda Gstrojenik bitkiler igeren meralarda otlayan koyunlarda
da fertilitenin diigtii3ii bildirilmektedir (Ley 1985).

Ciftlegme sezonunda yliksek 1s1 da fertilizasyon ve embriyonun yaganu iizerinde
etkilidir. Viicut isisindaki 2 ©C'nin #izerindeki artiglarm fertiliteyi olumsuz yonde etkiledigi
ve erken embriyo &liimlerine yol agtifi, ancak sicak ortama adapte olan koyunlarda 1si
etkisinin azaldig1 bildirilmektedir (Evsikov ve Belyaev 1978).

Délverimini etkileyen faktorler arasinda yagin da ¢ok Snemli bir kriter oldugu kesin
olarak ortaya konulmug (Orkiz 1975, Elicin 1985) ve genel olarak geng yaglarda diigiik olan
dédl veriminin, yag ilerledikge arttig: 4-5 yagh koyunlarda en yiiksek diizeye ulastii ve yagin
ilerlemesiyle tekrar diismeye bagladifi gozlenmigtir (S6nmez ve Kaymakgt 1987, Ogan
1688). Langford (1986) progesteron uygulamasiyla Ostrusu uyanlan toklularda fertifite,
¢oklu dogum, dogurganlik ve embriyonik 6liim oranlarim smasiyla % 33, 1.7, 0.6 ve 24,
koyunlarda sirasiyla % 68, 2.4, 1.6 ve 9 olarak belirlemis, koyun ve toklularin canl
agirhiklan ile kuzulama ve coklu dofum oranlan arasinda da yilksek derecede pozitif
korrelasyon oldugunu bildirmigtir.

Kuzu dogum afirhginda ise ana yagimin yamsira, tohumlama mevsimi, tohumlama
tncesi besleme, canli afirhik, kuzu dogum tipi ve cimsiveti de etkili clmaktadir (fmeryiiz
1979, Bay ve ark 1986, Akmaz 1989, Ogan ve ark 1994). Ogan ve ark (1994) Karacabey
Merinoslarmda‘ana yagiyla birlikte kuzu dogum agiriklannin artma gosterdigini; 3.54-yash .

koyunlann kuzularmda maksimuma ulagan dofum afirhfmiin yagm ilerlemesiyle birdikte .

diigtiifinti saptamiglar, koyunun yag1, canh agirlik, dofum tipi ve kuzu cinsiyetinin kuzu
dogum afirhifim1 belirleme derecesini sirasiyla % 2.0, 1.0, 150 ve 3.0.ii-olarak
bulmuslardir.
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2.3. Vitamin C (Askorbik Asit)
2.3.1. Yapisi ve biyosentezi

Suda gbzilinen vitaminler igerisinde nemli bir yeri olan vitamin C (askorbik asit) eksi
lezzetli, kokusuz, renksiz bir maddedir. Cok gabuk pargalanabilen ve stabilitesi en diigiik
vitamin olan askorbik asit, suda (1:3) ve alkolde (1:30) ¢bziinmesine kargin difer organik
cozilciilerde ¢ozlinmez (Yenson 1984).

Vitamin C, CgH8Og kapali formiiliine sahip, erime noktasi 172 ©C, molekiil agirhig:
176.1 ketolakton yapisinda bir monosakkarit tiirevidir (Lewin 1976). Limon, portakal,
greyfurt, tizlm, muz, gilek, kavun, karpuz gibi meyvalarda ve domates, yesil biber, lahana
ile tiim yesil yaprakli sebzelerde bol miktarda bulunmasina kargin, hayvansal gidalar vitamin
C ydniinden yetersizdir (McDowell 1989).

Basta ruminantlar olmak iizere bir kisim memelilerin karaciferinde, siiriingenlerin ve
evcil kanatlilarmin bobreklerinde glikozdan sentezlenebilen askorbik asit, insanlar ve difer
primatlar, kobay, yarasa ve gegitli baliklar, ¢ogu kuglar ve bazi biceklerde L-glono-y-
lakton'u askorbik asite doniigtiiren L-glono-y-lakton oksidaz (E.C. 1.1.3.8.) enziminin
yoklugu sonucu sentezlenemez. Hayvan tilrleri arasinda askorbik asit sentezinin diizeyi
bityilk farkhliklar gorillebilecegi gibi (Chatterjee 1973, Kolb ve ark 1689), karaciBerin sentez
kapasitesine bagli olarak hayvanlar aras: bireysel farkhilikiarin da oldugu bildirilmektedir
(Chatterjee ve ark 1975).

Vitamin C'nin sentez dlizeyi yas, beslenme, mevsim ve genetik fakttrlerden etkilenir.
Fotal - hayatta baglayan sentez dofuma dogru -gittikge yiikselir (Horio ve ark 1986,
Malinowska 1986). Malinowska (1986) domuz fétusundaki vitamin C sentezinin yaklagik
36. giinde bagladifm bildirmektedir. Wegger ve Palludan (1984) de genetik farkhliklar
sonucu Vitamin C sentez kapasitesinde degigiklikler gozlemislerdir. Sifidarda kan
plazmasinda bulunan 12-18 pg/mllik askorbik asit diizeylerinin yaz aylanndaki 6-12
ng/ml'lik diizeylerden yiiksek oldugu gorillmiigtiir (Kolb ve ark 1991). Agafidaki tabloda
bazi hayvan tiitlerinin karaciger askorbik asit sentez miktarlart verilmektedir
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Tablo 2.1. Baz hayvan tiirlerinde karaciBerin askorbik asit sentez kapasiteleri

(Levine 1986).
Koyun 24.8 Domuz 8.1
Kegi 32.6-190.0 Tavgan 22.1-226.0
Inek 15.7- 183 Rat 39.1-198.6
Kedi 4.8-40.0 Fare 33.6-275.0
Kopek 5.0408 Sincap 28.8

Ruminantlar, karaciferde sentezin yeterli olmadifi durumlarda oral yolla alinan
vitaminin rumenin alkali pH'sinda mikrofloranin da etkisiyle pargalanmasindan dolay:
vitamin C noksanliklarina daha duyarhdirlar (Itze 1983). Sentez igin baglangig¢ maddesi
glikozdur. Kan plazmasmdaki glukoz diizeyinin diigmesinde (hipoglisemi) sentez kapasitesi
diiger. Vitamin B12 yetmezliklerinde ruminantlarda propiyonatin glikoneogenezde
degerlendirilmesi ve buna bagh olarak kan plazma glikoz igerifi diiger. Kobalt
yetmezliklerinde 6n midede vitamin B12 sentezi aksadifindan, koyunlarda yetersiz kobalt
aliminin (sadece 44 ug /giin/hayvan) baglangicta S0-70 mg/dl olan plazma glikoz dilzeyini,
36 hafta sonunda, 20 mg/dl'ye kadar diigiirdiigii, sentez 6n maddesi glikoz olan plazma
askorbik asit igerifiinin de 4 - 8 ug/ml'den, 0.5 - 0.1 ug/ml'ye geriledifi bildirilmektedir
(McPherson 1984).

2.3.2. Metabolizmasi ve fonksiyoniar:

Sadece L-izomeri aktif olan askorbik asitin rediikte I -askorbik asit ve okside dehidro
L-askorbik asit-olmak iizere iki formu vardir. Her iki form da aktif olmakla birlikte; dehidro-
L-askorbik asit, L-askorbik asitin ancak % 80'i oraninda aktivite gosterebilir (Yenson 1984,
McDowell 1989). Askorbik asit, hiicre icinde biiyiik oranda serbest formda, daha az oranda
proteine baBh ve indirgenme ozellifini yitirmig askorbinojen halinde bulunur. Askorbik asitin
en gize carpan Ozellifi C-3'deki enolik hidrojenden ileri gelen asitlifi ve kolaylikla
dehidroaskorbik asite oksitlenebilmesidir. Sulu ortamlarda askorbik asitin 3. karbondaki enol
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grubunun hidrojen atomu iyonize olur ve monobazik bir asit gibi davranir. Bu iyonizasyon
pK 4.17'de gerceklesir. pK 11.57'de ise alkali ortamda ikinci karbon atomundaki enol
grubunun hidrojeni iyonlagir (Levine and Morita 1985, Moser 1990).

0= ?— O=C—
H |
HO-C /2 O=C
HO I O — I O
-C ~ — O0=C
| A\ l
H- cl:—— 2H H—-c—
|
HO- lC - H HO-C-~-H
|
CH,OH CH,OH
L-Askorbik asit Dehidro L-askorbik asit

Sekil 2.2. L-askorbik asit ve dehidro L-askorbik asit'in yapilan

Gidalarda L-askorbik asit reversibl olarak okside form olan dehidroaskorbik asite
oksitlenebilir. Dehidro L-askorbik asit de notral ya da hafif asit ortamlarda yavag, alkali
ortamda hizh bir gekilde inaktif form olan diketogulonik asite irreversibl bir sekilde
oksitlenebilir. Cok siiratli seyreden bu reaksiyonlarla vitamin C'nin oksidatif parcalanmas,
151 ve 151k etkisiyle daha da hizlamir. Vitamin C asit ortamlarda alkali ortamlara gére daha
stabildir. Kristal formdaki askorbik asit rutubetsiz ortamda oldukga stabilken, diigiik
diizeylerdeki metal iyonlann askorbik asitin pargalanmasim hizlandinr (Lewin 1976,
McDowell 1989).

Dehidroaskorbik asit'in oksidasyonuyla olugan diketogulonik asit daha ileri safhada

. okzalik asit ve L-treonik asite oksitlenir. Diger bilesikler oksidasyona kar§i*korunabildigi

halde. askorbik asit, oldukga hizh bir gekilde dehidroaskorbik asite okside -olur. Askorbik: . -/

asitin dehidroaskorbik asit'le reversibl oksido-rediikksiyonu, vitamin C'min kimyasal
ozetlikleri, bilinen fizyolojik aktiviteleri ve stabiliteleri hakkinda bilgi vermes#agisindan gok
onemlidir (Levine 1986, Padh 1991). Askorbik asitin dehidroaskorbik asit'e
oksidasyonunda askorbat serbest radikali ya da semidehidroaskorbik asit ad1 verilen serbest
radikal ara iiriin olarak olugur (McDowell 1989).

) 17



Vitamin C sentezi yapilamayan hayvanlarda intestinal absorbsiyon Na-bagimli aktif
transportla gergeklestirilir. Gidalarla alman vitamin C'nin absorbsiyonu karbonhidratlara
(monosakkaritler) benzer gekildedir ve kobaylarda absorbsiyon duodenal ve proksimal ince
barsaklarda gergeklegirken, ratlarda absorbsiyonun biiyiik bir kismi ileum'da olugur (Horio
ve ark 1986).

Absorbe edilen vitamin C, idrar, ter ve digkiyla digan atiir. Attlimda en 6nemli yolu
idrar olugtururken, fekal kayip daha azdir ve insanlarda 6-10 mg/giin kadardir, terle kayip ise
¢ok diigiiktiir. Kobay, rat ve tavsanlarda vitamin C ig¢in Onemli bir athlim mekanizmasi
vitaminin COj'e kadar metabolize edilmesidir. Primatlar normalde bu yolu kullanmazlar,
temel atilim yolu idrardir ve atilimin diizeyi vucut vitamin C deposuna, eksojen vitamin C
alimma ve renal fonksiyonlara baglidir. Askorbik asitin eliminasyon gekli ve mekanizmasi
glomerular ve renal fonksiyonlara, filtrasyon oramina ve plazma askorbik asit
konsantrasyonuna bagimhdir ve idrarda dehidro askorbik asit, diketogulonik asit, askorbat
2-siilfat, okzalat, metil askorbat ve 2-keto askorbito] gibi askorbik asit metabolitleri goriiliir.
ok fazla miktarda aliminda vitamin C metabolize edilmeksizin idrar ve gaitada goriilebilir
(McDowell 1989).

Askorbik asit kan plazmasi, ekstraseliiler sivi ve hiicrenin sulu kisimlarnndaki en
Onemli antioksidandir ve siiperoksit anyonlari, hidroksiradikalleri, hidrojen peroksit ile
peroksit radikallerini yok eder. Ya§ asitleri peroksit radikalleri ile tokoferollerin
reaksiyonlarindan olugan tokoferol radikallerinin rediiksiyonu sayesinde hiicrelerin tokoferol
depolanmn korunmasimda da 6nem tagir (Kolb 1997).

Askorbik asit, biyosentez.  yollarinin gogunda hidroksilasyon reaksiyonlarni
hizlandirir. Bu etkisini dofrudan ya da dolayh -olarak: enzimlere elektron -saglamasiyla
gerceklegtirir (Levine 1986). Vitamin C'nin bilinen diger nemli fonksiyonlan kisaca :

- Adrenalin ve noradrenalin olugumu, melanin stimfile edici hormon (MSH) ve
oksitosin gibi hormon sentezlerinde enzim kofaktorii (Kolb 1997),
- Kollagen sentezinin stimiilasyonu (Barnes and Kodicek 1972, Padh 1991),
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- Kolesterol'iin safra asitlerine dontigiimiiniin stimiilasyonu (Hanck 1977),

~ Metal iyonlan metabolizmasinda rediikleyici ve selat yapic1 etki (Mc Dowell 1989),

- Hiicre béliinmesi ve gogalmasinin stimiilasyonu (Liso ve ark 1984),

- Karnitin sentezinin stimiilasyonu (Thoma and Handerson 1984),

- Strese karg1 koruyucu etki (Kortikosteroidlerin sentez ve salimmindaki rolii) (Kolb
1992),

- Antikor olugumu ve T-lenfositlerin aktivasyonunun uyanimasi (Mc Dowell 1989),

- Lokositlerin fagositik aktivitelerinin artirilmasi (Evans ve ark 1982),

- Spermin zararh oksidasyonlardan korunmas: ve fertilitenin iyilegtirilmesi (Dawson
ve ark 1990),

- Nitrozamin gibi karsinojen maddelerin inhibisyonu ve tiimér insidensinin
diigiiriiimesi (Liehr 1991) seklinde 6zetlenebilir.

2.3.3. Vitamin C'nin d6l verimi {izerine etkileri

Yeterli vitamin C sentezi saglik, verim ve iireme yeteneginin siirdiiriilmesi agisindan
Onem tasir (Wegger ve ark 1984, Wenk ve ark 1992). Kan diizeylerindeki ileri dereéeli bir
diigme hiicreye girisin azalmasmna ve degigik biyosentezlerde gerilemeye yol agar. Kan
plazmasinin askorbik asit igerifi dokularin bu bilegikle doymasmm bir gdstergesidir ve
diizeyler biyosentezin biiylikliigtine ve kullammun yiiksekligine baghidir. Kan plazmasindaki
3 ug/ml'den diigitk degerler, dokulardaki yetersiz doymanin igaretidir ve goguniukla sentezin
yeterli diizeyde artinlamadifs fakat kullammm yiikseldii (Ornegin stres ve hastaliklar)
hallerde ortaya gikar (Kolb 1997).

Askorbik asit sentezi olan ve olmayan hayvanlarda yeterli diizeylerde almdifinda
.dokulara tam olarak yayilir. Dalak, karaciger, beyin ve pankreasta oldukga ryﬁksek.‘.driizeyde
vitamin C bulunmasina kargin, en yliksek diizeye hipofiz ve adrenal bezlerde rastlanmigtir
(Chinoy 1972, Kolb 1992, Kolb ve ark 1993). Bu dokulardaki vitamin C
konsantrasyonunun kan konsantrasyonundan yaklagtk 200 kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir (Metzler 1977).
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Askorbik asit, ovaryum fonksiyonlan, tersiyer follikiilin olgunlagmasi ve CL'un
fonksiyonlanimin siireklilifi icin gereklidir. Oksitosin prohormonunun aktif hormona
dontigiimiinde gerekli olan peptidilglisin c-amid monooksijenaz (PGAM) enziminin yap
tagidir. Askorbik asit, B-karotin, vitamin E ve antioksidatif etkili enzimler (Stiperoksit
dismutaz, glutasyon peroksidaz, katalaz) yamsira graniiloza ve C.luteum hiicrelerinde
ozellikle reaksiyon yetenedi yiiksek siiperoksit radikallerinin yikimlanmasinda 6nem tagir.
Kobaylarda tersiyer follikiillerin olgunlagmasinda ovaryumdaki askorbik asit icerigi analizleri
ilging sonuglar vermigtir. ProOstrusta igerik oldukca oOnemli derecede diiger ve
prostaglandinler (F2q ve Ep) ileri derecede artar. Prostaglandinlerin olugumunda peroksitler
ve difer yiiksek reaksiyon yetenegindeki radikal bilegiklerin olusumu goriiliir ve bunlarin
yikimlanmasinda askorbik asit kullamilir (Kolb 1997). Aynica askorbit asitin gebelik
siiresince domuz endometriyumunda prostaglandin F2a salimmm diigiirdiigii (p<0.01)
bildirilmigtir (Rosenkrans ve ark 1990).

26-27 giinlik ratlarda korion gonadotropin verilmesiyle siiperovulasyon
baglatilmasinda vitamin C, A ve E igerifinin analizleri dikkat g¢ekici bulgular ortaya
koymugtur. Plazma progesteron igerii C.luteum'un olugumunu izleyerek yiikselirken,
ozellikle ovaryumlardaki vitamin A igerifinin baglangigta yiikselmesi ve sonra diigmesi
ilgingtir. Bu degigim graniiloza hiicrelerinin olugumu ya da bunu izleyerek C.luteum
hiicrelerinin olugumu (progesteron sentezinin siirdiiriilmesi) icin gereklidir. Askorbik asit ve
vitamin E'nin ovaryumlardaki icerikleri tertier follikiil olugumu sirasmnda degigmezken,
C.luteum'un regresyonu sirasinda ovaryumdaki vitamin E igerigi 6nemli derecede yiikselir.
Ovulasyon sonrasi 8. gilnde LH'nin verilmesinden (20u.g/rat) sonraki ilk 4 saat igerisinde rat
ovaryumu askorbik asit icerigi kuvvetli bir sekilde diiger ve daha sonra tekrar yiikselirken,
PGF2a verilmesinden 2 saat sonra ovaryumlardaki askorbik asit igerifinin 880'den 222
ng/mg'a geriledii goriilmiigtiir (Aten ve ark 1992).

Adrenal bezlerde ve gonadlarda steroidlerin sentezinde regiilatér olarak rol oynayan
askorbik asit (Tolbert 1979), sigir adrenal mikrozomlarinda elektron transport sistemi {izerine
etkilidir ve ACTH tarafindan adrenal bezlerin stimiilasyonunda  askorbat
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konsantrasyonlaninda goriilen diigme steroidogenez igin vitamin C'nin gerekli oldufunu
ortaya koymaktadir (Kitachi ve West 1975). Tsuji ve ark (1989) skorbiitlii ve skorbiitlii
olmayan ratlarda progesterondan testosteron iiretiminde bir farklihm go6zlenemedegini
bildirirken, Dabrowski ve ark (1995) alabaliklara farkli dozlarda askorbik asit verilmesinin
plazma testosteron diizeyini yiikselttigini belirlemigler ve alabaliklarda askorbik asitin steroid
tiretimi lizerine etkili olabilece§i sonucuna varmiglardir. Mathews ve Devi (1993) de anne rat
ve yavrularinda &stradiol 17-8'min askorbik asit diizeylerini diigiirdigiinii, progesteron'un

askorbik asit diizeyleri tizerine herhangi bir etkisine rastianmadigim bildirmektedirier.

Steroidogenezde askorbik asitin lipid pro-oksidanti olarak etkili olabilecegi
dilsliniilmiis, bu etki, metal iyonlan varlifinda rat karacifer mitokondrial ve mikrozomal
fraksiyonlarinda vitamin C'nin enzimatik olmayan yoldan poliansatiire lipidlerle okside
olarak lipid peroksitleri olugturmasiyla kantlanmistir (Shimada ve Yasuda 1979). Pintauro
ve Bergan (1982) kobaylarda vitamin C'nin steroidojeneze etkisini in vitro olarak
incelemigler ve 0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2 mM askorbik asit inkubasyonlarindan 1.5 ve 2 mM'liikk
yiiksek askorbik asit inkubasyonlarimn kolesterol'iin pregnenalon'a doniisiimiini diiiirerek
testosteron ve progesteron liretiminde dilgmelere yol agtifimi, 0.5 mM askorbik asitin
pregnenalon'un A4 steroidlere doniigiimiinii artinrken, AS steroidlere doniiglimiini
diiglirdti3tinii belirlemigler ve boylece yiiksek dilzeyde askorbik asitin steroid
hidroksilasyonlarinda genel inhibitor etkili oldugu ve pregnenalon'un A4 ve AS steroidlere
doniigtimiinde askorbik asitin regiilator role sahip oldufu sonucuna varmuglardir. Askorbik
asit ile kolesteroldeki yan zinciri koparan enzim sistemi arasinda bir iligkinin kesin olarak
bulunmas: yanisira, pregnenalon'un progesterona doniigiimiinii katalizleyen 3f-hidroksi
steroid dehidrogenaz ile de iligkili oldugunu bildirmektedirler. Byrd ve ark (1993) da in vitro
olarak tavuklarm granuloza hiicrelerinde progesteron sentezini stimtile eden LH tizerine Na-
askorbatin etkisini aragtirmiglar ve memelilerde oldufu gibi kanathilarda da askorbatin
steroidojenezle ilgili oldugunu ve 0.4 ve 0.8 mM Na-askorbatin progesteron sentezini

artirdif1 bulmuglardar.

21



Koyun ve sifirlarda C.luteumdaki askorbik asit icerikleri seksiiel siklus boyunca da
incelenmigtir. Sifirlarda ovaryum igerifi 0.20 ve 0.52 mg/g diizeyindedir. C.luteum
askorbik asit igerigi, C.luteum olugumunun baglangicinda 1.29 (0.58-2.0), ¢ok bilyikk
miktarlarda progesteron sentezinin yapildifn donemde 1.99 (1.44 - 2.84) ve CLum
regresyonundan sonra 0.41 (0.21 -0.82) mg/g diizeyine gerilerken, gebelik sirasinda igerik
yiiksektir ve 1.97 (1.83 - 2.11) mg/g dolayindadir. Keza lutein kistlerinde 1.97 (0.99 - 2.6)
mg/g ‘lik yiksek diizey belirlenmigtir (Kanakiyo 1968). Koyunlarda yapilan caligmalar
C.luteum askorbik asit igerifinin ovulasyondan sonra 4. giine kadar 0.83 mg/g taze afithk
diizeylerine yiikseldigini gOstermigtir. CL'un geligimi dopeminde yiiksek seyreden
diizeylerin CL'un regresyonu ile diigmeye bagladif1 ve 15. siklus giiniinde 037 mg/g taze
agirlik diizeylerine geriledigi saptanmgtir (Kolb 1997). Bagpinar ve Serpek (1993) sifirlarda
plazma askorbik asit diizeylerinin seksiiel siklus giinlerine baglh olarak degistigini (p < 0.01),
siklusun baglangicindan itibaren yiikselen diizeylerin 12. giinden sonra diismeye bagladigin:
ve 18. giinde goriilen en diisiik konsantrasyonun daha sonra tekrar yiikselmeye bagladifim
saptamiglar ve Ostrus sirasinda saptanan yiiksek plazma vitamin C diizeylerinin bu fazda
olusan stress'ten kaynaklanabilecegini ileri siirmiiglerdir. Wise (1987) benzer sonucu follikiil
sivisinda gozlemis ve siklosun baglangicinda yiiksek olan vitamin C diizeylerinin, 12.
giinden itibaren diigmeye bagladigim bildirmigtir. Keza giivercinlerde yumurtlama
donemlerinde kan ve doku vitamin C diizeylerinde gozlenen diigmelerin bu vitaminin
steroidogenez'de kullanildiginin kanit: oldugu bildirilmig (Kotak ve Ambadkar 1985) ve aym
sekilde bahiklarda da vitamin C'nin bliytime ve cogenezis ile iligkisi belirlenmigtir (Sandnes
ve Breakkan 1981, Dabrowski ve ark 1995). Das ve ark (1993) da digi ratlarda plazma,
karaciger, pankreas, troid, ovaryum, adrenal ve hipofiz dokusunda sckstiel siklusun 4 farkh
evresinde askorbik asit konsantrasyonlarimi incelemigler ve kontraseptif steroid uygulamalari,
ovariektomi ve ostrus fazlarinda askorbik asit konsantrasyonlarimda istatistiki olarak Snemli
farkliliklar belirlemiglerdir.

Pascu ve ark (1970) sifarlarda follikiil askorbik asit diizeylerinin kan askorbik asit
diizeylerinden yiiksek olmasmna kargin, aralarinda siki bir iligki bulundufunu ve daima
yitksek seyreden follikil askorbik asit diizeylerinin ovumun olgunlagmasinda nemli
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olabilecegini ileri siirmiigler, luteal kist igerisindeki vitamin C konsantrasyonunun kan ve
follikiiler kist diizeylerinden daha yiiksek olmasimin da, vitamin C'nin progesteron
sentezinde rol alabilecegini diiglindfirdiigiinii bildirmiglerdir.

Gebeligin farkli donemlerinde 24-38 giin siireyle askorbik asitin yeterli miktarda
verilmemesinde f&tiista 6demler, subkutan ya da subperiostal kanama olur ve iskelet geligimi
ileri gekilde engellenir. Askorbik asit yetersizliffinde dokulardaki kanamalar kapillarlardaki
interseliller madde sentezindeki bozukluga bagh olarak permeabilitenin bozulmasmdan ileri
gelmektedir (Wegger ve Palludan 1994).

Endo ve ark (1993) ratlarda luteolizisde askorbik asitin hizli ve siirekli bir kaybim
askorbik asitin kollagen biyosentezinde kullanilmasindan ileri gelebilecegini tne siirmiigler,
Luck ve Zhao (1993) da sigirlarda genel olarak luteal fazin tiim donemlerinde vitamin C
diizeylerinin yiiksek bulunmasina kargin, luteal fazmn ortalaninda (siklusun 11-17. giinleri)
ulagilan en yiiksek diizeylerin, CL'un regresyonuyla birlikte diigmeye bagladigmi, doku
bilylimesi ve askorbik asit konsantrasyonlan arasinda gok siki bir iligkinin bulunduBunu
belirlemiglerdir. |

Canlilarda gebelik olugmadigi hallerde endometriyumda sentezlenen PGF20'min
salmmmyla CL'un regresyonn baglatilir (Sheldrick ve Flint 1989). CL'un regresyonu
PGF2a tarafindan yonlendirilen bir dizi reaksiyonlarca gergeklestirilir. PGF2a
verilmesinden hemen sonra (yaklagik 10 dakika) CL hiicre zardammin akigkanbifmm
artmasiyla baglayan hareketlilik ve siiperoksit anyon radikalleri ve H202 olugumunun
yiikselmesini fosfolipaz A2'nin aktivasyonu izler. Bu aktivasyon zarann yapilanm
defigtiren arahidonik asit ve lizofosfolipidlerin salimmlarmi artinr. Bu gekilde hiicreler .
yikimlanirken, hiicre zarlarma baglanan PGF2a diizeylerinin yiikselmesinden 20 dakika
kadar sonra progesteron sentezi dilgiiriiliir. Bu sirada siiperoksit anyon radikallerinin
H%02'in ve hidroksi radikalleri gibi diger reaktif O molekiillerinin yikihilanmasimda artan
miktarlarda askorbik asit kullamlmas: askorbik asit igeriginin diigmesine yol agar (Sawada ve
Carlson 1991).
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Kadinlarda da ovulasyon donemlerinde askorbik asit titketiminin artt1 ve fertilite
sorunu olan kadimlara vitamin C verilmesinin fertiliteyi olumlu yonde etkiledigi bildirilirken
(Lange 1973), aym olgunun domuzlarda da gézlendigi ve vitamin C uygulamalarmin
istatistik agidan Gnemli olmamakla birlikte gebe kalma oramini artirdi saptannmgtir (Greer ve
ark 1987).

Insanlarda gebelikle birlikte vitamin C ihtiyacinda gbriilen yikselmenin bilyitk 6lgtide
fotiisteki bag doku iiretiminin artmasmdan kaynaklandifi ve gebeligin ilerlemesiyle birlikte
gereksinimin de yiikseldifi bildirilmektedir (Lange 1973). Aym olgu vitamin C
gereksipimlerini kendi viicutlanndaki biyosentezle kargilamaya ¢aligan sifidarda da
gozlenmig ve gebelikte saptanan yiiksek diizeylerin gebeligin siirdiiriilmesinde nem tagidif
ileri siiriiliirken (Chattopadhyay ve ark 1972), gebeligin ilk ¢eyregi ile 8. ay1 igerisinde 14.0
pg/ml bulunan plazma vitamin C diizeylerinin, gebelifin sonlarina dogru (270. giin) 8.3
ug/ml'ye kadar geriledigi, dogum sirasinda ve postpartum 14-16. giinlere kadar devam eden
diigmenin (7.4 pg/ml), daha sonra sona erdifi ve postpartum 25-30. giinlerde normal
dilzeylerine ulagti$1 (10.3 pg/ml) bildirilmektedir (Cheremisinow ve ark 1981).

Domuzlarda maksimum canli agirlik artig1 igin eksojen vitamin C uygulamalarma
gereksinim duyuldugu (Yen ve Pond 1981), yeni dofan domuzlarda gébek kordonu
kanamalarmin Onlenmesi ve siitten kesilme donemine kadar maksimum canli airhfa
ulagilabilmesi igin giinliik 1 g vitamin C uygulamalarmm yararli oldufu bildirilmistir
(Sandholm ve ark 1979).

Asi stres ve yorgunluklar vitamin C kullanimmi yiikselterek plazma vitamin C

... diizeylerini diigiiriicler. Sifidarda da gebelifin sonlarmda gorillen plazma vitamin C ve A
diizeylerindeki diismenin dofum sonras retensio sekundinarum goriilen hayvanlarda ¢ok :

daha belirgin olarak gozlenirken, dofuma yakin donemde plazma Ostrojen diizeylerindeki
yiikselmenin sajlikli hayvanlardan daha diigiik bulundugu, keza saglikh sifirlarda 103 +
1.4 pg/ml olgiilen plazma askorbik asit diizeylerinin, endometritisli sifidarda 2.9 + 1.0

ug/ml'ye geriledigi saptanmstir (Kolb 1997).
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2.4. Seruloplazmin
2.4.1. Yapis:1 ve biyosentezi

Oksidaz aktivitesine sahip seruloplazmin, «-globulin yapisinda bir enzimdir.
Plazmadaki bakinn %90'm1 tagiyan seruloplazminin her molekiiliinde biyolojik aktivitesini
saglayan 8 Cu atomu bulunur . Ismini mavi renginden alan bu enzim, ilk kez domuz ve insan
plazmasindan izole edilmis ve 151.000 molekiil agidifiyla birgok hayvan tiirlinde benzer
yaptya sahip oldugu saptanmigtir (Bingley and Dick 1969).

Gidalarla alinan ve ince barsaklarin proksimalinde emilen bakir, albumin ve amino
asitlerle kompleksler olusturarak karacifere tagmir ve karacifer paransim hiicrelerinde
seruloplazmin ve bakirli enzimlerin sentezine katilir (Amer ve ark 1975, Chang ve ark 1975).
Bu sentez insan fotusunda dollenmenin 32. giiniinden itibaren baglamasma kargin,
domuzlarda enzimin protein kismi olan aposeruloplazminin dogumdan sonra sentezlenmeye
baglamas: nedeniyle seruloplazmin ancak dogumdan 10-15 saat sonra kanda goriilmektedir
{Chang ve ark 1975).

2.4.2. Metabolizmas: ve fonksiyonlar:

Serum bakirmn Snemli bir bdliimiiniin seruloplazmin yapisinda bulunmasi 6zellikle
hayvancilikta Onemli bir sorum olan hipokuprozisin tamismnda serum seruloplazmin
konsantrasyonlarindan yararlanilabilecegini akla getirmigtir. Bu kopuda yapilan birgok
galigmada Cu ile seruloplazmin konsantrasyonlar arasmda yiiksek oranda pozitif korrelasyon
saflanmig, Cu ve seruloplazmin konsantrasyonlarmm belilenmesinde birbirlerinin
konsantrasyonlarindan gegisler yapilabilmistir (Agiannidis ve  ark 1976, Sefpek 1983,
Blakley ve Hamilton 1985, Chacomnac ve ark 1986). Blakley ve Hamilton (1985) sifir ve
koyun serum seruloplazmin diizeyleri ile Cu diizeyleri arasmdaki iligkiyi incelemigler ve
dzellikle koyunlarda gok daha yiiksek bir korrelasyon (+0.92) tesbit etmiglerdir. Genel
olarak plazma bakimm biiyiikk bir kismu, karacigerde sentezlenen ve kana birakilan
seruloplazmine sikica baglidir ve insanlarda plazmada bakinn %90-98Yi seruloplazmin
yapisinda yer alirken, koyunlarda bu oran % 80 civarmndadir (Frieden 1978).
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Seruloplazmin bakirmn dokulara transportu diginda depo organlardan demirin mobilize
edilip transferrine baglanmasim ve Fet+'nin Fet++'e oksidasyonunu stimiile ederken,
fosfolipid lipozomlarinn ferritine bagh lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Samokyszyn ve
ark 1989), serbest radikalleri ve stiperoksit iyonlar yakalayan bir serum antioksidam olarak
gorev yapar (Goldstein ve ark 1982).

Tiirler arasinda seruloplazmin konsantrasyonu agisindan biiyiik farkliliklar goriiliir ve
domuzlarda gozlenen en yliksek seruloplazmin konsantrasyonlan daha sonra sirasiyla insan,
sigan, koyun, sifir, kopek ve kanathilarda goriilir. Evans ve Wiederanders (1967)
koyunlarda ortalama seruloplazmin diizeylerinin 26.5 mg/d! oldugunu bildirirlerken, Serpek
(1983) Daglig, Imroz, Kivircikk ve Merinos ki koyunlann serum seruloplazmin
konsantrasyonlarni sirasiyla 11.52, 23.45, 21.64, 19.22 mg/dl olarak belirlemistir.

Insan hekimliginde seruloplazmin diizeylerinin hastaliklarnn tamsinda klinik kullanimm
¢ok daha yaygm olmasina kargm, son yillara kadar veteriner hekimlikte ancak bakir
eksikliinin belilenmesiyle sirh kalmugtir. Insanlarda romatoid artritis, karaciger
hastaliklar, kronik enfeksiyonlar, Wilson hastalig:, Cu eksikligi ve Hodgkin's Hastalij1 gibi
bozukluklarin tamsinda seruloplazmin konsantrasyonlar: belirlenmektedir. Cunningham ve
ark (1995) diabetli hastalarda da plazma seruloplazmin diizeylerinde Snemli derecede artig
oldugunu gozlemiglerdir. Akut faz proteinlerinden olan seruloplazmin, akut enfeksiyonlarda
yaklagik % S0 oranmmnda artar ve diger akut faz proteinlerle birikte akut enfeksiyonlarin
habercisi olarak kullamlabilir. Akut faz proteinleri plazma diizeylerinin belirlenmesiyle
hastalifin satirumin seyri hakkinda bilgi edinilebilecedi gibi, seruloplazminin de igerisinde
bulundugu .bu proteinler yardumyla, . mezbahalarda enfeksiyonlu karkaslann . ortaya
cikarilabilmesi de s6zkonusudur (Koshner 1982).

Osaki ve ark (1964)nin seruloplazminin askorbat oksidaz aktivitesine sahip
oldufunu belirlemesiyle bidikte askorbik asitle seruloplazmin arasindaki iligkilerin
incelendigi arastrmalar hiz kazanmigtir ve Finley ve Cerklewski (1983) insanlarda diyete
askorbik asit ilavesiyle serum seruloplazmin aktivitesinin Snemli derecede diigtiriildiigiinii,
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Johnson ve Murphy (1988) de askorbik asitle birlikte yiiksek dilzeyde Fe'in ratlarda siddetli
anemiye yol aghfm ve plazma seruloplazmin dizeylerini %44 oraninda diiglirdiigtini
bildirmektedirler. Askorbik asitin insanlarda seruloplazminin oksidaz aktivitesini
diigiirdiigiiniin ancak intestinal Cu absorbsiyonunu etkilemediginin (Jacop ve ark 1987)
bildirilmesine kargm, Pekiner ve Nebioflu (1994) askorbik asitin kobaylarda Cu
metabolizmas; lizerine antogonistik etkiye sahip oldugunu bildirmektedifler. Powers ve ark
(1995) prematiire bebeklerde yiiksek diizeyde belirlenen vitamin Cmin seruloplazminin
ferroksidaz aktivitesini inhibe ettiini ve inhibisyon derecesinin askorbik asit : seruloplazmin
oranina bagh oldugunu belirlemiglerdir. Aym sekilde Gutteridge (1991) de askorbat :
seruloplazmin oranmin 200'den fazla oldugu durumlarda ferroksidazin antioksidan
aktivitesinin ortadan kayboldugunu belirlemig, askorbat ve demir tuzlarmin kangimyla
membran lipidlerinin hasarmin stimiile edildigini, askorbat : seruloplazmin oramnm diigiik
oldugu durumlarda bu hasarin seruloplazmin tarafindan inhibe edildigini ve oral yolla alinan
vitamin C'den kaynaklanan artiglarin seruloplazmin aktivitesini inhibe  edemedigini

gozlemigtir.
2.4.3. Seruloplazminin d6l verimi {izerine etkileri

Seruloplazmin'in bir akut faz proteini olusu, plazma diizeylerinin bazi hastaliklarm
prognozunda kullanilabileceini ve reprodiiksiyonda da akut enfeksiyonlar sonucu meydana
gelebilen abort ve embriyonik &liimlerde degerlendirilebilecek bir kriter olabilecegini akla
getirmektedir.

Seruloplazminin dSl verimi {izerine etkisinin aragtirilmasi askorbik asitle olan
iligkisinin digma pek ¢ikmamugtir ve  gebelifin - gesitli donemlerinde seruloplazmin
diizeylerinin dalgalanmalar gosterdifi ortaya konulmugtur. Butler (1963) koyunlarda kan ve
plazma bakir diizeyleri ile seruloplazmin diizeylerinin gebelifin baglamasi ile birlikte
diigtiigtinti ve dzellikle gebelifin son ayinda seruloplazminin minimuma indigini, dogumdan
sonra ise tekrar ylikselmeye bagladifim belirlerken, Bagpmar (1989) koyunlarda gebelik ve
postpartum ilk ayda seruloplazmin diizeylerinin yiiksek seyrettifini bildirmektedir. Aym
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sekilde Burrows ve Pekala (1971) da insanlarda gebelifin baglamasiyla seruloplazmin
diizeylerinin ylikseldigini, gebelifin 22. haftasinda pik yapan diizeylerin daha sonra hafifge
dilgme gostererek doguma yakin dénemde tekrar yiikseldifini bildirmektedir.

Basu (1986) oral kontraseptif uygulamalarinda seruloplazmin diizeylerinin digtiigiinii
bildirirken, Sissan ve ark (1995), Ostrojenlerin ratlarda Cu ve seruloplazmin diizeylerini
yiikselttifini, progestin uygulamalannin ise Onemli derecede (p< 0.05) dusiirdigil
belirlemiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Caligma, Konya Merkez Hayvancibk Arastirma Enstitiisii'nde yetigtirilen 2-7 yag

aras1 Merinos (Alman Siyah Bag X Merinos ASBXM: Hampshire X Merinos HXM) 1rki
damizlik koyunlarda gerceklestirildi.

Arastirmaya baglamadan 6nce saglikli 100 koyundan birer hafta ara ile iki kez kan
Orpekleri almarak plazmalan aynldi ve her iki 6rnekte vitamin C analizleri yapildi. Vitamin C
diizeylerinin ortalamalarn alinarak. x + 2Sx'in altindaki ve iistiindeki koyunlardan vitamin C
diizeyleni diigiik ve yiiksek olan 30'ar koyun segilerek iki grup olusturuldu. Daha sonra bu
gruplar agirliklan ve irklan dengeli olacak gekilde asagida verilen, herbiri 15'er koyun
kapsayan 4 alt gruba aynidi. Hayvan materyalinin yetersiz olusu yas agisindan gruplandirma

yapilmasini engelledi.

1. Grup: Plazma vitamin C diizeyi diisiik + intramuskuler vitamin C enjeksiyonu
2. Grup: Plazma vitamin C diizeyi diigiik
3. Grup: Plazma vitamin C diizeyi yiiksek + intramuskuler vitamin C enjeksiyonu

4. Grup: Plazma vitamin C diizeyi yliksek

Yukandaki sekilde olusturulan gruplarda hormon dﬁzeylerinin etkilenmemesi
acisindan seksiiel siklus senkronizasyonu yapilmadi ve tedavi gruplarna (grup 1 ve 3) kan
ornegi ahndip1 siirece intramuskuler olarak haftada iki kez 500 mg dozda vitamin C
enjeksiyonlar (Injacom-C - Roche) yapildi. Hergiin {i¢ adet arama kogu ile koyunlann dstrus
tarihleri belirlendi ve koyunlar ikinci Ostruslarmda bire-bir tohumlama yontemi ile
tohumlandilar. Tohumlamalann ardindan. bir. 'siklus . boyunca siiriiye tekrar. arama. kogu
katilarak gebe kalmayan hayvanlar belirlendi ve tekrar tohumlamalan yapildi. Koyunlardan
deneme baslangicindan gebelikleri belirleninceye kadar haftada 3 kez, daha sonra embriyonal
doneminin sonuna kadar (yaklagik 40 giin) haftada iki kez kan Ornekleri alindi, plazmalan

kazanild1 ve kazamlan plazmalar 2'ser pool halinde plazma saklama tiiplerine alindi. Plazma
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pool derin dondurucuda (- 20 ©C' de) saklanarak plazma Ostradiol 17-§ ve plazma

progesteron analizierinde kullanild:

Plazma vitamin C analizleri kolorimetrik (Haag 1985), plazma seruloplazmin
analizleri PPD (p-fenilendiamin diklorid)'in kullanildigi spektrofotometrik (Colombo ve
Richerich, 1964) metotlarla, plazma Ostradiol 17-f ve plazma progesteron analizleri ise

enzim immunoassay (EIA) yontemi ile yiiriitiildii.

Denemeye alinan koyunlarda embrivonal donem boyunca 2 kez rekto-abdominal
olarak, deneme sonlandinidiktan sonra (gebelidin yaklagik 2-2.5 aylik d6neminde) bir kez
trans-abdominal olarak ultrasonla (B-Mode Linear Array, 5-7.5 MHz frekansli olan Real
Time Ultrason. 480 Pie Med., Maastrich. Netherland) gebelik muayeneleri yapildi ve

sonuclar plazma progesteron analiziyle yapilan gebelik tamlarins kontrol amaciyla kullamildi.

Ayrica deneme sirasinda koyunlann sikluslanmin diizeni, siklusun hormonal seyr,
fotus sayisi. canli agirliklan, hastalanma oranlan ve kuzu dogum agwhklan gibi kriterler
saptand1, incelenen parametreler aras: farkliiklar istatistiki vontemlerle Windows 95 paket

programina uyumlu SPSS 6.0 istatistik programi uygulanarak belirlendi.
3.2. Metot

3.2.1. Plazma vitamin C analizi

3.2.1.1. ilke

Askorbik asit, hafif okside edici ajanlarla dehidroaskorbik asite okside olur.
Dehidroaskorbik asit hafif asit solusyonlarda yavag bir sekilde diketogulonik asite doniigiir.
Dehidroaskorbik asit ve diketogulonik asit, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)1e reaksiyona
sokuldugunda, 2 ve 3 nolu C atomlarina DNPH'in baglanmasiyla, DNPH'in bir tiirevi olan
bis-2.4-dinitrofenilhidrazon meydana gelir. Dehidroaskorbik asit ya da diketogulonik asit'in
bis-2,4-dinitrofenilhidrazon tiirevi de 12 mol H2SO4 ile muamele edildiginde, kirmizimsi-
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kahverengi renkli, oldukca stabil ve 500 -550 nm'de absorbsiyon maksimumuna sahip
molekiiler forma doniigiir (Haag 1985).

3.2.1.2. Aymraclar

Triklorasetik asit (TCA) Cozeltisi, %6 : 100 milik balon jojede 6 g TCA
(Merck 810) bir miktar distile su ile ¢oziindiiriildii ve kangim distile su ile 100 ml'ye
tamamlandi.

H2S04 Cozeltileri :
a) 4.5 mol L1 H2S04 : 75 ml distile su alinan 100 ml'lik bir balon joje, cegme suyu
ile sogutularak yogun H2S504 (Merck 1830) ile 100 ml'ye tamamlandi.

b) 12 mol L-1 H2SO4 : 33 ml distile su alman 100 ml'lik bir balon joje, gesme suyu
ile sogutularak yogun H2SO4 (Merck 1830) ile 100 ml'ye tamamlandi.

Tiolire Cozeltisi, % 5: 100 ml'lik balon jojeye 5 g Tiotire (Merck 7978) alind1
ve bir miktar distile su ile ¢6ziindiiriildiikten sonra distile su ile 100 ml'ye tamamlanda.

CuSQ4 (Cozeltisi, % 0.6: 100 ml'lik balon jojeye alinan 0.94 g CuSO4. SH20
(Merck, 2787) bir miktar distile su ile ¢oziindiiriildid ve ¢ozelti distile su ile 100 ml'ye
tamamlandi.

- Temel Cozelti : 2 g 2,4-Dinitrofenilhidrazin, DNPH (Merck 803080) 100 ml 4.5
M H2S804 iginde ¢ozeltildi, 4 ©C'de 1 gece bekletildikten sonra filtre edildi ve filtre ¢ozelt,
temel ¢ozelti olarak kullanild:

Renk reaktifi : Renk reaktifi olarak temel Cozelti, % 5 Tiolire ve % 0.6 CuSO4.
5H20 ¢bzeltilerinin karigim kullamlds, (100 / 5/ 5,v /v / v).

3.2.1.3. Teknik

Ormek sayisinca hazirlanan santrifiij tiiplerine alinan 1'er ml'lik plazma 6rneklerinin
tizerine 2'ser ml % 6k TCA ¢bzeltisi ilave edildi. Vortex mikserde kangtirdan tiipler 4
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OC'de 3000 rpm'de 15 dakika santrifiije edildi. Santrifiij sonras: siipernatantlardan 1'er ml
almarak test tiiplerine aktanldilar. Standart tiiplerine % 6'lik TCA ¢ozeltisi igerisinde
hazirlanan % 10 pg/ml'lik askorbik asit ¢8zeltisinden 1 ml, kor tipiine ise % 6 Tik TCA
gOzeltisinden 1 ml alind1.

Test, standart ve kor tiiplerinin iizerlerine 0.4'er ml renk reaktifi ilave edildi ve 6zenle

agizlan kapatilan tiipler 38 ©C'de 4 saat su banyosunda inkubasyona birakildi.
Inkubasyondan sonra tiiplere 12 M H2SOg'den 2'ser ml ilave edildi. Tiim tiipler vortex

mikserde kangtirildi ve test ve standartlarin absorbanslar1 520 nm'de kore kars: okundu.
3.2.1.4. Hesab:
ug/ml askorbik asit = Testin absorbans1 / Standardin absorbans: X 3

3.2.2 Plazma seruloplazmin analizi

3.2.2.1. ilke

Optimum pH ve 1s1 kogullarinda asetat tamponunda hazirlanan p-fenilen diamin
diklorid (PPD) plazma &mekleri ile inkube edildiginde olusan renkli iiriniin absonbans:
spektrofotometrede 546 nm'de okunur ve okunan absorbanstan seruloplazmin

konsantrasyonlar Colombo ve Richerich (1964)in formiiliine gére hesaplamr.
3.2,2.2. Aywracglar

Substrat Czeltisi : 144 mg p-fenilen diamin diklorid, PPD (Merck 7247) 100 mi
asetat tamponunda ¢dzeltildi (7.95 mM), ¢6zeltinin pH's1 0.1 N sodyum hidroksit ile 5.6'ya
ayarlands. Isiga kargs duyarh olan ¢ozelti her seride taze olarak hazirlandi ve kullanilds.

Asetat Tamponu , 0.43 M, pH 5.6 : 1.34 ml glasiyel asetik asit (Merck 2789)

ve 26.49 g sodyum asetat (Merck 6267) 1 litrelik balon jojeye alinarak bir miktar distile suda

¢ozeltildi, balon igerigi distile su ile litreye tamamland.
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Sodyum Azid Cozeltisi : 3 g Sodyum azid (Merck 6688) 100 ml'lik balon jojeye
alindy, bir miktar distile su ile gizeltildi, balon igerigi distile su ile 100 ml'ye tamamland: ve
oda 1s1s1nda saklandi.

3.2.2.3. Teknik

Analizler 10 &rneklik seriler halinde yapildi. Alinan plazma Srneklerinden hemoliz ve

bulanklik gostermeyenler secilerek seruloplazmin analizlerinde kullamida.

Bir tiip sporuna 10 adet test tiipii ve karsilarina ayn1 sayida kor olarak kullanmak
amaciyla tiipler yerlestirildi. Tiim test ve kor tiiplerine taze olarak hazirlanmig substrat
¢ozeltisinden S'er ml konuldu. Kor tiiplerine 1'er ml sodyum azid ¢ozeltisi ilave edilerek

tiipler iyice kangtinldi.

Her plazma drneginden kendisine ait test ve kor tiiplerine 100'er ul eklendi ve iyice

kanigtinlan tiipler kapaklan kapatilarak 37 ©C'deki su banyosunda 15 dakika inkubasyona
birakildilar.

Inkubasyon sonunda test tiiplerine sira ile 1'er ml sodyum azid ¢tzeltisi eklendi ve
tiipler iyice kangtinldi. Test ve kor tiiplerindeki kansimlann absorbanslan sira ile

spektrofotometrede distile suya kargi 546 nm'de 6lciildii.
3.2.2.4. Hesabx
Seruloplazmin (mg/dl) = 237 (Testin Absorbans: - Kériin Absorbansi)

3.2.3. Plazma progesteron hormonu analizi

Koyun plazma progesteron hormonu. analizi laboratuvarinmzda geligtirilen EIA
yontemiyle gergeklegtirildi.

3.2.3.1.1ke

Monoklonal antiprogesteron rat IgG'lerle progesteronun antijen antikor
etkilegiminden koken almaktadar.
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3.3.3.2. Aymraclar

Progesteron Antiserumu : Monoklonal antiprogesteron (Rat IgG, Sigma P-
1922, Clone 2H4) 1:10 oraninda assay tamponunda [7.12 g/I. NapHPO4. 2H20 (Merck-
6580) 8.5 g/L. NaCl (Merck- 6404), 1 N HCl ile pH 7.2'ye ayarlamr, izerine 1 g/L sifir
serum albumini, BSA (Serva-11930) ilave edilir] sulandinldi. Daha sonra bu stok
antiserumdan S'er ml'lik poller halinde 1:1000'ik stoklar hazirlanarak kullanima kadar -20

OC'de derin dondurucuda saklandilar.

Calisma sirasinda buzdolabinda ¢oziindiiriilen stok antiserumun 1:60.000'k
dilusyonlan assaylerde kullamidi.

Tracer (ozeltisi : 0.5 mg'lik Progesteron-Peroxidase labelled (Sigma P-3659,
lot.44H8250) 2 ml assay tamponunda ¢oziilerek 1:4.000 'lik stok ¢tizelti I elde edildi. Assay
tamponunda stok ¢ozelti I'den hazirlanan 1:100.000'%ik stok gozelti II poolleri assaylerde
kullanilmak amactyla -20 ©C'de derin dondurucuda saklandilar.

Assayler sirasinda stok ¢ozelti II buzdolabinda g¢ozeltildi ve assay tamponunda
seyreltilerek 1:3.200.000 oraninda kullamidi.

Kegi IgG-anti rat IgG : Keci IgG-anti rat IgG'si Dr. Biilent Giiven (Tiirkiye
Atom Enerjisi Kurumu - Lalahan)'den temin edilmigtir.

3.2.3.3. Enzimimmunoassay prosediirii
3.2.3.3.A. EIA plaklarinin ilk kaplanmasi

Kegi I1gG-anti rat IgG'si doymug amonyum siilfat gozeltisi igerisinde 1 mg/ml
konsantrasyonda gozeltilerek denatiire edildi. i1k kaplamada mikrotitre plaklanmn (Greiner,
No. 655180) her yuvasma 100 il kaplama tamponu (50 mM NaHCO3, Merck 6329, pH 9.6)
icinde gozelulm1§ 1 ug kegi IgG-anti rat IgG 'si verildi ve plaklar ya 2 saat oda 151smda yada
1 gece 0 ©C'de galkalanarak inkiibe edildiler ve inkiibasyon sonunda plaklann igerikleri
dokiildi,
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3.2.3.3.B. EIA plaklarmin ikinci kaplanmasi

EIA plaklanmn yuvalannm duvarlannda kaplanmamug bolgelerin doyurulmasi ve
hormona spesifik antikorlann spesifik olmayan baglanmalarnin Snlenmesi amaciyla % 0.1
oraminda s1fir serum albumini (BSA) igeren assay tamponundan plagm her yuvasina 300 pl
verildi ve 40 dakika +4 ©C'de inkubasyondan sonra igerikleri bosaltilan plaklar kullanima
kadar (6 ay kadar) -20 °C'de derin dondurucuda saklandilar.

Plaklarin nonspesifik baglanmalarmin (NSB) optik dansiteleri 0.076 - 0.098

arasinda bulundu.

3.2.3.3.C. EIA plaklarinin assay 6ncesi yikanmasi

Assaya baglamadan 6nce FIA plaklan yikama cihazi (Biotek EL 403) ile 1 kez 300 ul
% 0.05' lik Tween-80 ile yikandi.

3.2.3.4. Assay protokolii

Progesteron standardi (Sigma P-0130) 1 mg/ml konsantrasyonda metanol igerisinde
stok standart olarak hazirlandi. Bu stok standart 1:1007iik iki seri dilusyon ile assay
tamponu igerisinde 100 ng/ml konsantrasyona diigiiriildii. Hazirlanan stok standartlar
kullanima kadar -20 ©C'de derin dondurucuda saklandilar.

Caligma sirasinda buzdolabinda ¢oziinmesi saglanan 100 ng/ml'lik stok standart
1:2 'lik seri dilusyonlarla 0.196-50 ng/ml arasinda seri standartlara seyreltildi.

10'ar pl standart ve Omekler bir diluatsr dispenstr (Hamilton Microlab 1000)
yardimiyla alinarak plaklarm yuvalarma 100 pl assay tamponunda ¢ozeltilmis antiseram
gozeltisi (1:60.000) ile dilue edilerek verildi. -

Standart ve Srneklerin yuvalara verilmesinden hemen sonra plagmm biitiin yuvalarina
assay tamponunda ¢Szeltilmig tracer gozeltisinden ( 1 : 3.200.000) 100 ul ilave edildi ve
plaklar 24 saat +4 ©C'de inkubasyona birakildilar.
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3.2.3.5. Substrat reaksiyonu

Plaklar 5 kez 300 ul'lik %0.05 Tween-80 ile yikandiktan sonra, her yuvaya 150 pl
substrat gozeltisi ilave edildi [Substrat Cozeltisi: Substrat A+B, 1:1 (Substrat A, 1 g 11,
hydrogen peroxydurea, 18 g I-! NagHPO4.2H;0, 10.3 g 1! citric acid monohydrate, 0.1 ml
Il kathon, pH 5.0; Substrat B, 500 mg 1! Tetramethylbenzidine, 40 ml !
dimethylsiilfoxide, 103 g I'! citric acid monohydrate, pH 2.4)]. Plaklar calkalamali su
banyosunda +26-28 ©C'de 40 dakika inkiibe edildiler ve 50 ul 2 M H2SOy4 ilave edilerek

reaksiyon durduruldu ve plaklarm ekstinksiyonlar1 450 nm'de EIA mikrotitrasyon plaklarn
fotometresi (Biotek EL 311) ile okundu .Deltasoft II programinda sonuglar degeriendirildi.

3.2.4. Plazma Ostradiol 178 hormonu analizi

Plazma &stradiol 178 hormonu analizi laboratuvarimizda geligtirilen EIA y&ntemiyle

gerceklestirildi.

3.2.4.1 ilke
Monoklonal anti Sstradiol tavsan IgG'lerle Sstradiollin antijen-antikor etkilegiminden

koken almaktadir.

3.2.4.2. Ayrraglar

Ostradiol 6-CMO HRP Tracer Cozeltisi : Tracer ¢ozeltisi Dr. H.H.D. Meyer
{(Institiit filr Physidlogie Technische Universitat Miinchen, Fereising, Germany)'den temin
edilmigtir. Assaylerde kullamlmak tizere 10 g/ BSA igeren doymus amonyum siilfat
icerisinde 1: 1.000 oraninda diliie edilmig stok tracer ¢zeltileri hazirland: ve assayda 100 kat
assay tamponu (7.12 g/l. NapHPO4. 2H20, Merck-6580; 8.5 g/L. NaCl, Merck- 6404;
HCl yardimiyla pH 7.2'ye ayarlanir, lizerine 1 g/I. BSA, Serva-11930 ilave edilir) ile
sulandirilarak kullamlmak fizere 4 ©C'de saklandi.

Ostradiol antiserumu : Antiserum Dr. HH.D. Meyer (Institiit fiir Physidlogie
Technische Universitat Milnchen, Fereising, Germany)'den temin edilmigtir. 10 g/L. BSA

iceren doymug amonyum siilfat igerisinde 1: 2.000 oraninda stok antiserum g¢tzeltisi olarak
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hazirlandi ve 4 °C'de saklanan stok, assay'de assay tamponu ile 100 kat sulandirilarak
kullanilds.

Kegi IgG-anti tavgan IgG : Kegi IgG-anti tavsan IgG'si Dr. Klobosa (Istitiit fiir

Tierzucht und Tierverhalten, Mariensee)'dan temin edilmigtir.
3.2.4.3. Enzimimmunoassay prosediirii
3.2.4.3.A. EIA plakiarimn ilk kaplanmas:

fIk kaplamada mikrotitre plaklarmn (Greiner, No. 655180) her yuvasma 100 ul
kaplama tamponunda (15 mM Na;COs, 35 mM NaHCOs, pH 9.6) ¢ozeltilmig 1 ug kegi-
IgG anti-tavsan IgG'si verildi ve plaklar ya 2 saat oda isisinda ya da 1 gece 0 °C'de
calkalanarak inkube edildiler ve inkubasyon sonunda plaklarin igerikleri dokiildii.

3.2.4.3.B. EIA plaklarinin ikinci kaplanmasi

EIA plaklannin yuvalannin duvarlannda kaplanmamig bblgelerin doyurulmasi ve
hormona spesifik antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarinin Snlenmesi amaciyla % 0.1
oramnda sifir serum albumini (BSA) igeren 350 ul assay tamponu her yuvaya verildi ve
plaklarin nonspesifik baglanmalarmin (NSB) optik dansiteleri 0.068 - 0.098 arasinda
bulundu. Kaplanmg plaklarin igerigi dokiildii ve 20 9C'de derin dondurucuda saklanan
plaklar 6 ay bozulmadan kullamilabilirliZe sahipti.

3.2.4.3.C. EIA plaklarinin assay dncesi yikanmasi

Assaya baglamadan tnce plaklar yikama cihazi (Biotek EL 403) ile 2 kez 375 wl %
0.05 lik Tween-80 ile yikandu.

3.2.4.4. Assay protokolii
Ostradiol 17B standardi (Merck 8964) 1 mg/ml konsantrasyonda etanol igerisinde

stok standart olarak hazirlandi. Bu stok standarttan assay tamponunda 1:1007%ik seri
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diliisyonlarla 10 pg/ml, 100 ng/ml ve 1 ng/ml'lik stok standartlar hazirland1. Hazirlanan stok
standartlar kullamima kadar -20 ©C'de derin dondurucuda saklanda.

Caliyma sirasinda buzdolabinda ¢Sziinmesi saflanan 1 ng/ml'lik stok standart
yardimyla 6nce 1:10 daha sonra 1:2 'lik seri dilusyonlarla 0.39 - 100 pg/ml arasinda seri
standartlar hazirlandi.

Standart ve Srneklerden 50'ser wl bir diluatdr dispensér (Hamilton Microlab 1000)
yardimiyla plaklarnn yuvalarma 100 ul assay tamponundaki antiserum ¢Ozeltisi ile dilue
edilerek verildi.

Standart ve Srneklerin yuvalara verilmesinden hemen sonra plagin biitiin yuvalarma
assay tamponunda ¢ozeltilmiy tracer ¢dzeltisinden (1:100.000) 50 ul ilave edildi ve plaklar 24
saat +4 9C'de inkubasyona birakildilar.

3.2.4.5. Substrat reaksiyonu

Plaklar 5 kez 300 ul'lik %0.05 Tween-80 ile yikandi ve her yuvaya 150 ul substrat
cozeltisi ilave edildi (Substrat Cozeltisi: Substrat A+B, 1:1 (Substrat A, 1 g I'1, hydrogen
peroxydurea, 18 g 1'! NasHPO4.2H>0, 103 g 1! citric acid monohydrate, 0.1 ml I
kathon, pH 5.0; Substrat B, 500 mg 1-! Tetramethylbenzidine, 40 ml 11 dimethylsiiifoxide,
10.3 g I-! citric acid monohydrate, pH 2.4)). Plaklar calkalamali su banyosunda 40 dakika
+26-28 ©C'de inkiibe edildiler ve 50 ul 2 M HpSQy ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve
plaklann ekstinksiyonlann 450 nm'de EIA mikrotitrasyon plaklan fotometresi (Biotek EL
311) ile okundu .Deltasoft II programinda sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Progesteron Hormonu EIA'nin Bulgular:

Progesterone peroksidase labelled (tracer) ve monoklonal anti-progesteron
antiserum'unun optimal konsantrasyonlarim: belirlemek amaciyla 2 dimensiyonlu titre tayini
yapildi. Titre tayinde 1: 60.000 - 1: 320.000 dilusyonlu antiserum ve 1: 800.000 -
1: 6.400.000 dilusyonlu tracer konsantrasyonlar kullaniidi. Yaklagik 1000 optik dansite
veren (OD4s0) optimal antiserum ve tracer konsantrasyonlan sirasiyla 1: 60.000 ve

1: 3.200.000 dilusyon olarak bulundu.

4.1.1.Assaym dogrulugu

Assay Kinetigine inkubasyon Isisinin Etkisi: Optimal inkubasyon siiresi ve 1sisinm
saptanmas: amactyla mikrotitre plaklart 4 ve 24 h 22 OC'de ya da 24-48 h 4 OC'de
inkubasyona birakildilar. En iyi relatif baglanma 24 h 4 0C'deki inkubasyonda elde edildi.

4.1.2. Assaym hassasiyeti

Assaymn hassasiyeti igin en uygun 6mek miktarimmn 10 ul/yuva oldugu goézlendi.
Aynica assaymn hassasiyeti progesteron igerigi belirlenmig bir plazma ornegi tizerine farkh
diizeylerde progesteron ilavesi ve tekrar progesteron analizlerinde bulunan diizeylerin
degerlendirilmesi ile incelendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Plazmaya farkl1 konsantrasyonlarda ilave edilen progesteron'un tekrar bulunma

oranlar
Plazma . llave edilen Bulunmas: gereken. Bulunan Tekrar bulunma, | = Varyasyon,
Progesteron Progesteron Progesteron,.. .| Progesteron, % %
_ng/ml ngiml _ng/ml ng/ml
421 5 9.21 8.22 89.25 8.26
4.21 10 14.21 13.07 01.98 9.27
4.21 20 2421 23.67 97.78 7.67

Assaym en diiglik 8lglim smirt 0.125 ng/ml progesteron, %50 relatif baglanma 1.25

ng/ml progesteron olarak bulundu.
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4.1.3. inter ve intraassay varyasyon

Farkli diizeylerde progesteron igeren plazmalar kullamilarak inter ve intraassay
varyasyonlar hesaplandi. 1.472 x 0.171 (n= 14) ve 2.601 + 0233 (= 14) ng/ml
progesteron igeren plazma Orneklerinde hesaplanan intraassay varyasyon sirastyla, % 11.58
ve % 8.97 olarak bulunurken, aym plazma Smeklerinin interassay varyasyonlar sirasiyla,

% 6.04 ve % 7.74 olarak belirlendi.

4.2. Ostradiol 178 Hormonu EIA 'nin Bulgular

Ostradiol-6-CMO-HRP  (tracer) ve anti-Ostradiol antiserum'unun  optimal
konsantrasyonlarimi belirlemek amaciyla 2 dimensiyonlu titre tayini yapildi. Titre tayinde 1:
80.000 - 1: 300.000 antiserum ve 1: 40.000 - 1: 240.000 tracer dilusyonlari kullanildi.
Yaklagik 1000 optik dansite veren (ODg4s0) optimal tracer ve antiserum dilusyonlan sirasiyla
1: 200.000 ve 1: 200.000 olarak bulundu.

4.2.1. Assaym dogrulugu

Assay Kinetigine Inkubasyon Isisiin Etkisi: Optimal inkubasyon siiresi ve 1sismm
belirlenmesi amactyla mikrotitre plaklar1 24-48 h +4 °C'de ve 22 OC'de inkube edildiler ve
en uygun olarak +4 °C'de 24 saatlik inkubasyon kullanildi.

4.2.2. Assaymn hassasiyeti

Assaym hassasiyeti farkli diizeyde Ostradiol 178 igeren 3 ayn plazma Omegine
3.906 ve 15.630 pg/ml konsantrasyonda ostradiol ilave edilerek (n= 9) incelenmig ve

sonuglar Tablo. 4.2'de gosterilmigtir.

50 pl/yuva hacimde standart kullamimasinda assaym en diigiik 6l¢lim s 2 pg/ml
ve % 50 relatif baglanma 20 pg/ml olarak bulunmugtur.
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Tablo 4.2. Plazma 6meklerine ilave edilen farkli konsantrasyonlarda ostradiol 178'mn
tekrar bulunma oranlari.

X+ 3.906 X+ 15.630
Plazmaj X Bulunm. | Bulunan | Bulunm.| % Bulunm. | Bulunan | Bulunm.| %

gereken %o Varyasy gereken % Varyasy
Kuzu Pi 0 3.906 {3.145 |80.52 |12.51 115.630]14.060189.96 |6.70

K1 0.153 14.059 [4.854 [119.59111.07 §15.783 116.959{107.45(5.12
K2 6.696 110.602]11.932]112.5519.54 122.32623.986|107.4417.54

4.2.3. inter ve intraassay varyasyon

Farkli diizeylerde Ostradiol igeren plazma Omekleri kullamlarak interassay ve
intraassay varyasyonlar saptandi. 8.13 + 1.04 (n= 10) ve 84.49 = 5.95 (n=10) pg/ml
ostradiol iczeren plazma Sreklerinde hesaplanan interassay varyasyon sirastyla % 12.82 ve
% 7.21 bulunurken, 13.84 + 1.19 pg/ml (n= 14) Ostradiol iceren plazma Orneginin
kullamldig: assayin intraassay varyasyonu % 8.63 olarak belirlendi.

4.3. Arashrma Bulgulan

Caligmaya baglamadan 6nce, Merinos irki 100 koyunun birer hafta arayla iki kez
plazma vitamin C diizeyleri belirlendi. Ortalama vitamin C diizeyleri 6.44 = 0.13 pg/ml
olarak belirlendi. Paired t testi uygulanarak iki plazma vitamin C konsantrasyonlan arasinda
. farkhbik olmadi31 (p = 0.21) saptandiktan sonra X + 28x'in altindaki ve istiindeki 30'ar
“koyun vitamin C diizeyi yiiksek ve diigiik olmak iizere 2 gruba aynidi. Canli airlik ve irklan
dikkate alinarak yiiksek ve diigiik plazma vitamin C diizeylerine sahip 60 adet Merinos irki
koyundan tedavi ve kontrol gruplan olugturulduktan sonra, hergiin iig arama kogu
kullanilarak 8strus tarihleri belirlendi ve ikinci &struslarmda 'bire-bir tohumlama' yéntemi ile
tohumlanan koyunlara, tohumlamalarin ardindan bir siklus siiresince tekrar arama kogu
katild1 ve gebe kalmayan hayvanlar belirlenerek ikinci tohumlamalan yapildi. Koyunlardan
plazma progesteron diizeyleri'yle gebelikleri belirleninceye kadar haftada {ig kez, embriyonal
donem sonuna kadar haftada iki kez kan ©mekleri alindi. Koyunlarm ilk &struslan
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belirleninceye kadar alinan kan 6mekleri 1. donem (siklus oncesi), ilk Sstrustan tohumlama
giiniine (ikinci Ostrus) kadar almman kan Ornekleri 2. donem (seksiiel siklus) ve gebelik

embriyonal dénemi siiresince alinan kan 6rnekleri 3. donem olarak degerlendirmeye alindi.

Denemeye alman koyunlarda dofum sonuglari alinarak da tek ve ikiz dogum,
embriyonik 6lim, abort ve gebe kalmayan koyunlar olmak fizere simiflandirilmiglardir.
Denemeye alinan 2. grup koyunlardan biri dofuma yaklagik 15 giin kala 6lmiig, bu nedenle
dogumla ilgili bilgileri verilememistir. Aynica 4. grup koyunlardan birinin 2 siklus siiresince
hergiin yapilan arama kogu ile taramalarda cevap vermedidi belirlenmis ve fertilite sorunu
oldugu saptanan bu koyun caligmadan c¢ikartilnmgtir. Tohumlamanin ardindan koyunlarin
plazma progesteron diizeylerini belirleyerek gebelik tamlarmin yapiimasmin yaninda
embryonal donem boyunca 2 kez rekto-abdominal ve gebelidin yaklagik 2-2.5 ayhik
doneminde bir kez trans-abdominal olmak iizere toplam 3 kez ultrasonografik gebelik
muayeneleri (USG) yapilarak sonuglarla kargilastinlmigtir. Buna gore biitiin gruplarin
tobumlamanin 16-17. giinii plazma progesteron diizeyler ile USG ve dogum sonuglan ve
kuzu dogum canli agirliklar1 Tablo 4.4, 4.5, 4.6 ve 11.7 'de verilmisy, progesteron EIA ile
gebeligin dogru belirlenme oranmmmm % 8929 oldugu belirlenmistir. Bu tablolar
incelendiginde goriilebilecegi gibi toplam 8 ikiz dogumun 7'sinin yiiksek plazma vitamin C
diizeyine sahip gruplarda (grup 3 ve 4), kalan bir ikizlifin ise 2. grupta ikiz 6lii dofum
seklinde oldugu gozlenmistir.

Tiim gruplarin seksiiel siklus boyunca, tohumlamadan 16-17 giin sonra ve follikiiler

dénem plazma progesteron diizeyleri belirlenerek Tablo 4.3'de verilmistir.

"Tablo 4.3. Gruplarin seksiiel siklus boyunca, tohumlamanin 16-17. giinii ve follikiiler

dénemde gbzlenen en yiiksek plazma progesteron diizeyleri, x + Sx.

Plazma Progesteron (ng/m!) . | 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Siklus boyunca 2.15+£0.67 {2.35+0.78 |2.63 £0.56 |2.35+0.98
Tohumlamanin 16-17.giinii |, |2.03 +0.54 {2.30+0.65 |2.59+0.58 12.43 £ 047
Follikiiler d6nem 0.054+0.0401 0.108+0.052] 0.151+0.044] 0.144+0.058
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Anne yags: ile reprodiiksiyon arasindaki iligkiler de incelenerek 6 embriyonik 6liimiin
tamamimn 2-3 yagh koyunlarda meydana geldigi, toplam 8 ikiz dogumdan 6'sinin ise 4 yag
ve iizerindeki koyunlarda oldugu belirlenmigtir. Yavru alinamayan koyunlarda yag ortalamasi
2.8 iken. tek dogumlarda 4.08. ikiz dogumlarda ise 5.0 olarak bulunmustur.

Plazma vitamin C diizeyi yiiksek olan gruplarda (3. ve 4. grup) plazma progesteron
ve Ustradiol diizeylerinin de yliksek, seruloplazmin diizeylerinin ise diizensiz oldugu

g6zlenmistir (Tablo 4.8).

Aynca tiim gruplann donemler arasi plazma vitamin C, seruloplazmin, progesteron

ve Ostradiol 17p diizeylerinin incelenmesinde tiim gruplarda vitamin C diizeyinin 3.

donemde (gebelik) diger donemlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiigtiir (Tablo 4.9).

Seruloplazmin diizeyleri ise 1. grupta, gebelik doneminde (3.d6nem) siklus
doneminden (p<0.005), 4. grupta, hem 1. ve hem de 2. ddnemden (p<0.00001), 3. grupta
ise. 1. ve 3. donmemlerin seruloplazmin diizeyinin 2. donemden daha yiiksek oldugu

(p<0.0001) belirlenirken, 2. grupta dénemler arasi farklilifa rasttanmamustir (Tablo 4.9).

D6l verimine gore vitamin C, seruloplazmin, progesteron ve Ostradiol 178 diizeyleri
arasindaki iligkiler dikkate alindifnda. en yiiksek plazma vitamin C diizeyinin ikiz
gebeliklerde (7.69 + 0.14) oldugu, embriyonik &liim goriilen koyunlarda plazma vitamin C
diizeyinin (6.71 +0.16) digerlerinden anlamli derecede (p<0.00001) diisiik, seruloplazmin
diizeylerinin ise tek ve ikiz dofumlara gbre anlamli derecede (p<0.001) yiiksek oldugu
gériildii. Ikiz dogumlarda plazma progesteron diizeyi yiiksek (p<0.0005), dstradiol diizeyleri
ise gebe kalmayan koyunlarda yiiksek, embriyonik 6liim ve abortlarda ¢ok diisiik ortalamaya
sahipti (Tablo 4.10). D&l verimine. gore. koyunlarm plazma vitamin C,. seruloplazmin,
progesteron ve Ostradiol ' konsantrasyonlannin -gruplardaki diizeyleri Tablo 4.11'de
verilmigtir.

Tiim gruplar bir arada degerlendirildiginde vitamin C ile Ostradiol arasinda (p<0.05)
ve vitamin C ile progesteron arasinda (p<0.05) pozitif, progesteron ile Ostradiol arasinda
negatif (p<0.0001) bir korrelasyon belirlenmigtir (Tablo 4.12).
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1. grupta progesteron ile Ostradiol arasinda negatif korrelasyon (p<0.005) diginda
herhangi bir iligki saptanamazken, 2. grupta progesteron ile &stradiol (p<0.005), vitamin C
ile seruloplazmin arasinda (p<0.005) negatif, seruloplazmin ile Gstradiol (p<0.0001) ve
progesteron (p>0.05) arasinda pozitif bir korrelasyon gozlenmistir. 3. grup koyunlarda,
vitamin C ile Ostradiol arasinda pozitif (p<0.01), vitamin C ile seruloplazmin arasinda ise
negatif (p<0.05), 4. grupta ise sadece vitamin C ile seruloplazmin arasinda pozitif
korrelasyon (p<0.0001) belirlenmistir (Tablo 4.13).

Denemeye alinan tiim koyunlarda plazma vitamin C, seruloplazmin, progesteron ve
Ostradiol 17f diizeylerinin ortalamalan ile anne yag1, canli agirhgi ve kuzu dogum agirliklan
arasindaki iligkiler Tablo 4.14'de gosterilmistir. Yavru dogum afirh ile anne canli agidig:
arasinda yiiksek bir pozitif korrelasyon (p<0.0001) tespit edilirken. yavru dogum agirhginin
gebelik donemi vitamin C (p<0.05) ve progesteron (p<0.05) diizeyleriyle de pozitif
korrelasyona sahip oldugu goriilmiigtiir. Anne canli agirigmm 3 dopnem vitamin C ve
Ostradiol diizeyleri ve gebelik donemi progesteron diizeyleriyle, ayni1 donemde annenin yasi
ile plazma vitamin C ve Ostradiol diizeyleri arasinda pozitif bir korrelasyon saptanmustir.
Ayrica koyunlarda 2. ve 3. donem askorbik asit ortalamalan ile seruloplazmin ortalamalan

arasinda negatif bir korrelasyon bulunmugtur (Tablo 4.14).
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Tablo 4.8. Deneme gruplarnnda vitamin C, seruloplazmin, progesteron ve dstradiol 178

Gruplar Vitamin C Seruloplazmin | Progesteron | Ostradiol,1/-p
(ug/ml) - (mg/dl) (ng/ml) (pg/ml)
- grup (dis-+Vito)f7 13, 008 b[15.1240.13 2|1.26+0.05 b 1930133 bo
2.grup (1K) 676,000 b|15.14+0.15 a|1.36+0.05 ab|17.05+ 1.02 ¢
3.grup (yiks+vite) |7 96 . 08  2]15.13+0.18 2]1.51+0.06 a|2525+1.58 a
4. grup (yiksek) 17914000 ab|13.46+0.14 b|1.4620.06 a[21.09+1.40 b
D p<0.00001 5<0.00001 p<0.01 £<0.0001

Not : Ayni siitundaki farkh harfler birbirinden istatistiki agidan farkidir.

Tablo 4.9. Plazma vitamin C. seruloplazmin, progesteron ve Ostradiol 17 B diizeylerinin

gruplarda dénemlere gore degigimleri

i. Grup “Vitamin C Seruloplazmin | Progesteron | Ostradiol,17-p |
(ug/ml) (mg/dl) (ng/mi) (pg/ml)

1.Ddnem 6.99+0.19 b|15.11+0.26 ab|0.69£0.07 c¢c|2445+2.61 a

2.donem 6.61+0.12 b|1448+026 b/0.95+0.08 b[1635+1.78 b

3.dbénem 758+0.11 a]l557+0.16 a{1.83+0.07 a|18.79+2.28 ab

p p< 0.00001 p< 0005 p< 0.00001 p< 0.05

2. Grup

1.D6nem 6.55+0.19 b|1469+029 [0.65:0.06 ¢{22.78+2.04 a

2.donem 6.10+0.15 b|1513+032 |1.13+0.10 b|17.25£1.70 b

3.dénem 7.19+0.13 a|1538+0.18 1.86+0.07 a{1197+140 ¢

p p <0.00001 p< 0.00001 p< 0.0005

3. Grup

1.D6nem 7.59+0.18 b|1509+041 2a]0.83+0.07 ¢|4036+4.22 a

2.dénem 772014 b|14.11£035 b|1.32+0.10 b[19.20+£1.52 b
13.d5nem 833 £0.12 1586+0.21 a]2.00+£0.07 a|20.78+2.18 b

p p< 0.0005 p< 0.0001 p<0.00001_ p<0.00001

4. Grup | Qi o

1.Dopem 748+0.13 b|12.95+029 b]0.85:0.07 b|3092+291 a

2.dénem 7.40+£0.16 b}12.23+030 b[1.06:0.09 b|1595:1.79 b

3.donem 845+0.13 a|14.48+0.16 2|2.00:0.08 a|17.96+224 b

p p<0.00001 p<0.00001 p<0.00001 p<0.00001

Not : Aym siitundaki farkl harfler birbirinden istatistiki agidan farklidar.
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Tablo 4.10. Denemeye ahmnan tiim koyunlarda dol verimi ile plazma vitamin C,

seruloplazmin, progesteron ve Ostradiol 17p diizeyleri (x + Sx) arasindaki iligkiler

N Vitamin C | Seruloplazmin | Progesteron | Ostradiol, 1"/-_[3-
(ug/ml) (mg/dl) (ng/ml) (pg/ml)

Tekiz Dogum 38 ]7.50+0.05ab| 14.56 +0.09¢ | 1.35+0.03 b [20.61 +0.83 ¢
Ikiz Dogum 8 17.69+0.14 a | 14.60+0.25bc } 1.70 + 0.09 a |21.96 +2.06 b
Embriy. Oliim 6 1671x0.16 ¢ {1545+0.27a|1.37+0.08 b|13.25+1.14d
Abort 5 17.26 +0.14 be| 15.20+0.24 ab | 1.36 + 0.08 b {15.42 + 1.60d
Negatif 2 |7.27+0.22 abc | 15.44+0.37 ab | 1.24 +0.12 b 140.84 +4.27 a
p p< 0.00001 p< 0.001 p< 0.0005 p<0.00001

Not : Ay stitundaki farkli harfler binbirinden istatistiki agidan farklidir.
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Tablo 4.11. Deneme gruplarmnda dol verimi ile plazma vitamin C, seruloplazmin,

progesteron ve ostradiol 17 § diizeyleri arasindaki iligkiler

1. Grup N Vitamin C §eruloplazmin llsrogesteron Ostradiol, 1’7—'3—
(pg/mb) (mg/dl) (ng/ml) (pg/ml)

Tekiz Dogum 11 |735+0.09 a |14.81 £0.14b | 1.20+0.06 ab| 18.32 + 1.55b
Ikiz Dogum -

Embriy. Oliim 2 1644+0.18 b|16.94+035a|1.45+0.15ab|18.72 +2.74b
Abort 1 1651+£1.15b(14.63+0.43b]1.63+0.23 a|747+0.80 ¢
Negatif 1 {6.71£131 b|1544+049b}1.15+0.19 b |40.83 +4.24a
p 0<0.00001 p<0.00001 p<0.1 p<0.00001

2. Grup

Tekiz Dogum 9 17.09+0.10 a {14.62+0.14¢}1.36+0.07 b|16.86+1.20b
Ikiz Dogum 1 {456+0.22 ¢ {2041 +£0.68a]2.15+030 a|42.00+7.17a
Embriy. Oliim 3 16.16+0.23 b11567+038b]|1.22+0.10 b{9.34+082 ¢
Abort 1 16.79+0.23 2 [14.28+033¢{1.19+0.13 b {22.07+3.43b
Negatif -

P p< 0.00001 p< 0.00001 p<0.001 p< (0.00001

3. Grup

Tekiz Dogum 9 17.78+0.11 b]15.06+0.25b|1.48+0.07 [2588+1.95b
Ikiz Dogum 2 18.20+0.25ab|15.56+0.35ab}1.77 +0.19 |{38.73 +5.58a
Embriy. Oliim 1 |882+033 a|12.04+0.42¢c{1.72+0.23 1293 +1.84¢
Abort 2 {8.14+0.18ab]1638+0.41a]1.38+0.12 17.19+2.47 be
Negatif 1 17.90+032ab}1543+0.56ab|1.33 +0.17
% p<0.05 p<0.00001 p<0.0005

4. Grup

Tekiz Dogum 9 |7.81x0.11 13.64+0.17 [1.39+0.06 |24.25+2.14a
Ikiz Dogum 5 18.09+0.14 13.17+0.26 ]1.59+0.29 1746 +1.66 b
Embriy. Oliim -

Abort -

| Negatif -
P p<0.05

Not : Aym siitundaki farkli harfler birbirinden istatistiki agidan farklidur.
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Tablo 4.12. Denemeye alman tiim koyunlarda plazma vitamin C, seruloplazmin,

progesteron ve Ostradiol 17 f diizeyleri arasindaki korrelasyonlar
sstradiol loplazmi

Vitamin C 0.0620% 0.0490% -0.0366
Seruloplazmin 0.0378 0.0592%

Progesteron -0.1849%**

x :p<0.05 *%* : p< 0.0001

Tablo 4.13. Deneme gruplaninda plazma vitamin C, seruloplazmin, progesteron ve

ostradiol 17 § diizeyleri arasindaki korrelasyonlar

LGRUP sstradiol . loplazmi

Vitamin C 0.027 0.0645 0.0710
Seruloplazmin -0.0261 -0.0100

Progesteron -0.1770%*

2. GRUP

Vitamin C -0.0591 -0.0429 -0.1238**
Seruloplazmin 0.2024*%**  0.0873%

Progesteron -0.1646%**

3. GRIP

Vitamin C 0.1811%* 0.0804 -0.1111%
Seruloplazmin -0.0807 0.0860%

Progesteron -0.1871%**

4.GRUP

Vitamin C -0.0773 0.0285 0.2653***
Seruloplazmin 0.1187 0.0979%

Progesteron: -0.3229%**

x:p<0.05 "#% 2 p< 0,005

*: p<0.01 *%% : p< 0.0001
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5. TARTISMA VE SONUC
5.1. Progesteron ve Ostradiol EIA Yéntemleri

Hormonal analiz yontemlerinden en yaygm kullanim alam bulan yodntemler
immunolojik test yontemleridir. Bu testler antijen verildikten sonra antijene kargi olugturulan
antikorlann baglant: proteini olarak kullamimasindan koken alir ve yeterli diizeyde isaretleme
yapilabilirse, endokrinolojik sorularn ¢oziimlenebilmesi igin gerekli hassasiyete sahip analiz
yontemleri kurulabilir. Immunolojik test yontemlerinden ise en yaygmlari Radyoimmuno
assay (RIA) ve Enzim immuno assay (EIA)dir. RIA radyoniiklidlerinin stabil olmamas,
sizintilasyon sivisindan ileri gelen hayati tehlike ve radyoaktivite, radyoaktif artiklann yaptig
cevre kiriligi, yasalar gergevesinde c¢aligma zorunlulugu, laboratuvar donanmimimmn ve
reaktiflerin pahali olmasi, olgiimler i¢in ¢ok pahali cihaz ve uzun zamana gereksinim
duyulmas: gibi dezavantajlarindan dolay: son yillarda yerini EIA'e birakmustir. Cok farkls
EIA yontemleri olmasma kargm, ihtiyag duyulan reaktiflerin laboratuvar kogullannda
iiretilebilmesi ve gerekli cihazlarin ¢ok daha az ve ucuz olmasindan dolay1 en ¢ok tercih

edileni mikrotitre plak EIA yontemidir (Tijssen 1992).

Son 20 yilda geligtirilen EIA yontemleri, RIA'de kargilagilan problemlerden annmug
olmasi ve 6zellikle son 10 yilda geligtirilen mikrotitre plak EIA yontemleriyle santrifiije
gereksinim duyuimadan serbest ve bagli hormonlarin aynmlanmas: bu yontemlerin yogun
sekilde kullanimim saglamustir. Ayrica EIA'lerde plaklann kaplanmasinda ikinci antikorlarn
kullanimiyla assay varyasyonunun iyilestirildigi, gereksinim duyulan hormona spesifik
antikor miktarmim RIA yontemlerinden 10 kat, sandwich ELISA yonteminden 1000 kat daha
azaltilabildigi bildirilmektedir (Meyer 1986).

Yukanda sayilan avantajlann nedeniyle bu galiymada da Ostradiol ve progesteron
analizlerinde kullanilabilecek EIA yontemleri gelistirilmistir. Hamon ve Heap (1990)in
progesteron ve Burgess ve ark (1990)nm 6stradiol igin uyguladiklan RIA yontemlerinde
optimal antiserum dilusyonlar sirastyla 1: 5.000 ve  1: 50.000 olarak bulunurken, siit ve

plazma igin geligtirilen progesteron EIA yontemlerinde sirasiyla 1 : 80.000 (Prakash ve ark
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1988) ve 1 : 50.000 (Prakash ve ark 1987), ostradiol EIA yonteminde ise 1:120.000
(England ve ark 1974) 1: 300.000 (Meyer ve ark 1990) ve 1: 500.000 (Jones ve Madej
1988) antiserum dilusyonlan kullamlmugtir. Bu galigmada da Meyer (1986)'in bildirdigi gibi,
1 : 60.000 olarak kullanilan progesteron antiserum dilusyonunun ve 1:200.000 'lik 6stradiol
antiserum dilusyonunun RIA yo6ntemlerinden oldukca diigiik oldugu ve yukandaki EIA
yontemleriyle uyumlu oldugu goézlenmigtir.

Her iki assayde de kullanilan 24 saatlik inkubasyon siireleri ve plazmalarin ekstrakte
edilmeksizin direkt kullanmimi assaylerin klinik olarak kullammim kolaylastirmugtir. Ayrnica

assaylarda kullanilan diigiik plazma konsantrasyonlarn assayin hassasiyetini diigiirmemigtir.

Flores ve ark (1992) koyunlarda gebelik tanisinda kullamilmak iizere gelistirdikleri
progesteron-RIA metodunda hassasiyeti 0.1 ng/ml, mikrotitre EIA metodunda ise 0.075
ng/ml olarak belirlemistir. Prakash ve ark (1987) progesteron-RIA'da 0.4 ng/ml olan en
diigiik 6lgiim simrmm, EIA yonteminde 0.04 ng/ml'ye diigtiigiinii bildirmektedirler.
Chemineau ve ark (1982) da progesteron igin kullandiklan RIA yontemlerinde en diigiik
olglim smin 0.2 ng/ml oldugunu bildirmektedirler. Bu ¢alismayla gelistirilen progesteron
EIA yonteminde en diisiik dlgiim 0.125 ng/ml olarak belirlenmis ve yukandaki assaylere

uyumlu olarak yontemin oldukga hassas oldugu goriilmiigtiir.

RIA yontemiyle geligtirilen Ostradiol yOntemlerinde en diigitk olglim smirm
Chemineau ve ark (1982) 2 pg/ml, Mori ve Kano (1984) ise 3 pg/ml olarak bulmuslardir.
EIA ytniemlerinde ise bu diizey 1.2 pg /ml (Meyer ve ark 1990) ve 0.3 pg/ml (Jones and
Madej 1988)'ye kadar diigiiriilebilmektedir. Bu ¢aliymada elde edilen 2 pg/ml 'lik en diigiik
olgtim smun ise Chemineau ve ark (1982)'nin bulgulanyla uyumlu, Meyer ve ark (1990)'mn
bulgularina yakin bulunmugtur.

Bir assayin siireklilifini saglayan interassay varyasyonlar progesteron ElA'lerde
Prakash ve ark (1987) tarafindan % 5.3, Flores ve ark (1992) tarafindan ise 10.6 olarak
bulunurken, bu oran % 17lere kadar yiikselebilmektedir (Van de Wiel ve Koops 1986).
Intraassay varyasyonlar ise %7 ile 26 arasinda verilmektedir (Van de Wiel ve Koops 1986,



Prakash ve ark 1987, Flores ve ark 1992). Bu ¢aligmada farkl: diizeylerde progesteron (1.47
+ 0.17 ve 2.60 + 0.23 ng/ml) igeren plazmalarin kullampunda interassay varyasyonlar
sirasiyla % 11.58 ve % 8.97, aym plazma Srneklerinin intraassay varyasyonlan sirasiyla %
6.04 ve 7.74 olarak bulunmugtur. Ayrica bulunan bu intra- ve interassay varyasyonlarin RIA
yontemleriyle de uyumlu oldugu gézlenmistir (Chemineau ve ark 1982, Jenkin and Thorborn
1985, Burgess ve ark 1990, Hamon and Heap 1990, Pathiraja ve ark 1991).

Plazma Ostradiol diizeylerinin belirlendii RIA yontemlerinde intra- ve interassay
varyasyonlarm sirastyla % 7 ile 14 ve % 10 ile 25 arasinda degismektedir (England ve ark
1974. Chemineau ve ark 1982, Yu ve ark 1983. Burgess ve ark 1990). Jones ve Madej
(1988) ise plazma Ostradiol icin geligtirdikleri mikrotitre plak EIA yonteminde iki farkh
korsantrasyondaki plazmanin interassay varyasyonunu % 6.2 ve % 7.2, diigiik, orta ve
yiiksek diizeydeki ii¢ ayr plazmanin intraassay varyasyonlarini ise sirasiyla % 27.1, 129 ve
5.9 olarak belirlemigtir. Caligmada gelistirilen mikrotitre plak EIA yonteminde ise iki farkh
konsantrasyonda (8.13 = 1.04 ve 84.49 + 595 pg/ml) Ostradiol iceren plazmalarn
kullamildi®1 assaylerde interassay varyasyonlar sirasiyla % 12.82 ve % 7.21 olarak
bulunurken. 13.84 + 1.19 pg/ml Ostradiol igeren plazmamin kullanildiB: intraassay

varyasyonun % 8.63 oldugu gozlenmistir.

Assaylerin dogrulugunun belirlenebilmesi amaciyla plazma Oreklerine belirdi
diizeylerde progesteron ve Ostradiol verilerek yeniden bulma diizeyleri belirlenerek, en
yiiksek % varyasyonun (%CV) 6stradiol-EIA'de 12.51, progesteron EIA'de ise 9.27 oldugu
gozlenmig, her iki assayde de elde edilen yeniden bulmalarin assayin giivenilirlidini ortaya
koydugu gozlenmigtir (Tablo 4.1 ve 4.2).

Assaylerin hassasiyeti, dogrulugu ve optimal - inkubasyon  gartlannin ‘ belirlenmesi
amaciyla yapilan bu incelemeler sonucu, plazma progesteron EIA ve plazma &stradiol 17f
EIA yontemlerinin her ikisinin de giivenle kullanilabilece$i ortaya konmug ve aragtirmadaki
plazma Omeklerinin progesteron ve Ostradiol 17 analizlerinde, geligtirilen yontemler

kullanilmugtir.
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5.2. Aragtirmamn Tartigmasi

Stres altindaki hayvanlarda adrenal korteksteki vitamin C konsantrasyonunun hizla
diigmesi ve diigiigiin kortikosteroidlerin sentez ve salimminda vitamin C'nin kullamildigindan
kaynaklandifimin bildirilmesinden sonra vitamin C'nin steroidogenez iizerine -etkileri
arastinlmaya baglanmigtir (Milewich ve ark 1981, Leveille ve Schwarts 1982, Pintauro ve
Bergan 1982, Byrd ve ark 1993).

Karacigerlerinde glukozu L-askorbik asite doniistiirebilen hayvanlann. diyet kaynakh
vitamin C'ye gereksinim duymadiklann kabul edilir. Ancak bazi durumlarda karaciferin
sentez kapasitesine bagli olarak gida kokenli vitamin C'ye gereksinim duyulabilir (Chatterjee
1973). Ozellikle sigir ve koyunlar rumenin alkali pH'sina bagli olarak diyetle almug olduklan
vitamin C'den yararlanamadiklar i¢in askorbik asit noksanliklarina daha duyarli hayvanlardir
(Itize 1983). Literatiir taramalannda farkli hayvan tiirleri ve insanlar iizerinde vitamin C'nin
etkileri konusunda birgok arastirma yapilmasina karsin (Sandnes and Braekkan 1981. Bates
ve ark 1982, Greer ve ark 1987, Byrd ve ark 1993. Das ve ark 1993), koyunlarda vitamin

C'nin reprodiiksiyon iizerine etkisinin aragtirdldig1 herhangi bir ¢caliymaya rastlanmamustir.

Vitamin C'nin klinik kullanimi heniiz tam yayginlagsmams olsa da, sifirlarda
infertilite tedavisinde (1-2 g intravendz ya da tohumlamadan once 2 g subkutan veya 6 hafta

stire ile haftada 1 ya da 2 kez 2 g subkutan) kullaniimaktadir (Brander ve ark 1991).

Rivers ve Devine (1975) hayvanlarda digaridan vitamin C verilmesinin plazma
vitamin C diizeylerini etkilemesinin giigliigiinden bahsederken, deneme sonunda vitamin C
uygulamas1 yapilan gruplarda (grup 1 ve 3) plazma askorbik asit konsantrasyonlarinda
istatistiki agidan anlamh olmamakla birlikte rakamsal olarak artiglar gézlenmistir (Tablo 4.8).
Ayrica grup olusturulurken 6.44 + 0.13 pg/ml'lik ortalama askorbik asit diizeyi dikkate
alinarak gruplandirma yapilmig, deneme sonunda kontrol gruplari dahil, tiim gruplarda
plazma vitamin C diizeylérin'in ortalamaya gore yitkseldigi gozlenmigtir. Bu yiikselmenin

koyunlara asim sezonu 6ncesi uygulanan flushing'den kaynaklanabilecedi diigiiniilmiigtiir.
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Ortalama serum vitamin C diizeylerinin koyunlarda 9.1 + 0.2 wg/ml, kegilerde 10.1
+ 0.4 ug/ml, sifirlarda 13.2 £+ 0.2 pg/ml (Haag 1985), Merinos ve Akkaraman irki
kuzularda sirasiyla 8.71, 7.78 pg/ml (Camas ve Ergun 1985) bulundugu, bu diizeylerin
gebelik ve gebelik donemine gore degistigi bildirilmektedir. Bagpinar (1989) Merinos 1rki
koyunlarda gebeligin 1. aymndaki serum vitamin C diizeylerini 6.9 + 0.6 ug/ml olarak
belirlemis ve gebelik siiresince ve postpartum ilk ayda vitamin C diizeylerinin anlamli
derecede (p<0.01) dalgalanmalar gosterdifini bildirmigtir. Bu aragtirmada grup
olusturulmadan once belirlenen 6.44 + 0.13 pg/ml'lik ortalama askorbik asit diizeylerinin
Baspmar (1989)'m aym 1rk koyunlar igin bildirdigi gebelik donemi birinci ay serum askorbik
asit ortalamalarina yakin oldugu gézlenmistir. Ayrica Malinowska (1986) domuzlarda serum
askorbik asit diizeylerinin gebelik ve gebelifin evrelerine gore defistifini, gebeligin
baslangicinda 12.8 pg/ml olan diizeylerin. son haftada 9.6 ug/ml olarak belirlendigini

bildirmektedir.

Caligmada ortalama vitamin C diizeyleri diisitk gruplarda (grup 1 ve 2) sirasiyla 7.13
+ 0.08 ve 6.70 £ 0.09 ug/ml. yiiksek gruplarda ise 7.96 + 0.08 ve 7.91 + 0.09 pg/ml olarak
belirlenmig ve Camas ve Ergun (1985)'un Merinos irki kuzular igin bildirdikleri vitamin C
diizeylerinden diigiik bulunurken. Akkaraman icki kuzular igin bildirilen diizeylerle uyumlu
oldugu gozlenmigtir. Tiim gruplarda gebelik donemi (birinci ay) vitamin C diizeylerinin
yiiksek oldugu, sadece yiiksek gruplarin (3. ve 4) sirasiyla 833 + 0.12 ve 845 + 0.13
ug/ml olarak bulunan gebelik dénemleri vitamin C diizeylerinin Camag ve Ergun (1985)'un
Merinos wrki kuzular igin bildirdigi diizeylerle uyumlu oldugu gozlenmigtir. Aynica tiim
gruplarda gebelik 1. ay vitamin C diizeylerinin aym: ik koyunlarda Bagpmar (1989)1mn
bildirdigi gebelik birinci ay vitamin C ortalamalarindan yiiksek oldugu bulunmugtur.

Itze (1983) buzagilarda serum askorbik asit diizeylerinin yasa bafimli olarak
degistiini dofumdan sonra 1. giinde en yiiksek diizeylere ulagan askorbik asitin 2. giinden
itibaren diigtiigiinii ve 7. glinde en diigiik diizeylere ulagtifini, ayrica mevsime bagli olarak da

ineklerde plazma vitamin C diizeylerinin farkli oldufunu bildirmektedir. Bu ¢aliymada
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seksiiel siklus ve gebelik domemi vitamin C diizeyleriyle anne yag;i arasinda pozitif
korrelasyon (sirastyla p<0.05 ve p<0.005) belirlenmistir.

Caligmada elde edilen plazma seruloplazmin diizeyleri tiim gruplarda Evans ve
Wiederanders (1967)'in koyunlar igin genel olarak bildirdigi (26.5 mg/dl) ve Serpek ve ark
(1989b) ile Bagpinar (1989)'in Merinos 1rki koyunlar igin bildirdikleri (sirasiyla 19.3 + 0.67
ve 16.11 + 1.22) diizeylerden oldukga diigiik bulunmasina kargin, Bildik ve ark (1997)'mn
fenotip olarak Akkaraman koyunlarina benzeyen Hamdani koyunlan igin bildirdikleri 12.68
+ 0.87 mg/dl'lik diizeyden yiiksektir. Serpek ve ark (1989b) ve Bagpinar (1989)n aym
igletmede ve aymi 1k koyunlarda bildirdikleri seruloplazmin diizeylerinden ¢ok daha diigiik
degerlerin elde edilmesinin yemlerdeki Cu igeriklerinin farklihgindan kaynaklanabilecegini
akla getirmektedir. Aynica Mazumder ve Mazumder (1985) domuzlarda hava sartlarina bagh
olarak sezonlar arasinda seruloplazmin diizeylerinin farklihk gosterdidini ve Serpek ve ark
(1989a) da buzagilarda serum seruloplazmin diizeylerinin sezona bagli olarak degistigini
(p<0.05) bildirmektedirler. Bu  caligmada bulunan diisiik diizeylerin koyunlarin
beslenmesinde topraginda Cu yetmezliginin varlifi bilinen isgletmede yetigtirilen yem

maddelerinin kullamimindan ileri gelecedi diigtiniilmiigtiir.

Butler (1963) gebelikle birlikte seruloplazmin diizeylerinin diistiigiinii bildirmesine
karsm. Bagpinar (1989) koyunlarda gebeligin ilk ayi ve postpartum ilk ayda seruloplazmin
diizeylerinin yiiksek seyrettifini saptamistir ve bu olgu insanlar iizerinde yapilan galigmayla
(Burrows ve Pekala 1971) da dogrulanmustir. Bu ¢alismada da seksiiel siklus ve gebelik
donemleri arasmnda seruloplazmin diizeylerinde 2. grupta herhangi bir farkhilik
gozlenmezken, 1, 3 ve 4. gruplarda gebelik donemi seruloplazmin diizeylerinin Gnemli
derecede (sirasiyla p<0.005, p<0.001 ve p<0.0001) yiiksek oldugu gézlenmis ve sonuglar
Bagpinar (1989) ile Burrows ve Pekala (1971)'nin bulgulanyla uyumlu bulunmustur.

Yapilan literatiir taramalarinda Merinos 1rk: koyunlarda progesteron ve Sstradiol 17f

diizeylerinin aragtinldig1 herhangi bir galigmaya rastlanamamig ve bu nedenle tartigma ancak
farkli wkeaki koyunlanin progesteron ve Ostradiol 178 dilzeyleri dikkate alnarak

yapilabilmistir.
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Denemeye alinan hayvanlarda yiiksek ve diigiik gruplar arasinda plazma progesteron
diizeylerinin farkli oldugu (p<0.01) ve Pintauro ve Bergan (1982) in vitro vitamin C
uygulamasimn kobaylarda progesteron diizeylerini diigiirdigiinii bildirmesine karsin,
istatistik agidan 6nemli olmamakla birlikte plazma vitamin C diizeylerini yiikselten eksojen
vitamin C uygulamalanmin plazma progesteron diizeylerini etkilemedidini gézlemiglerdir.
McPhee ve Tiberghien (1987) tohumlamanmmn 16-17. giinlerinde yavru sayisi ve plazma
progesteron konsantrasyonu arasinda bir iligki saptanamamadigim bildirirlerken. Gadsby ve
ark (1972) koyunlarda gebeligin 80. giiniinden sonra yavru sayis: ile plazma progesteron
diizeyler arasindaki iligki oldugunu belirlemislerdir. Bedford ve ark (1972) koyunlarda aym
tiriin bireyleri arasinda plazma progesteron diizeyleri arasindaki farklihin nedenini
yavrulann kilosuna baglamakta ve 4 kg'dan yiiksek yavru agirifma sahip koyunlarda
plazma progesteron diizeylerinin daha yiiksek, Van de Wiel ve ark (1976) da birden fazla
yavru tasiyan hayvanlarda bireysel olarak plazma progesteron diizeyinin yiiksek oldugunu
bildirmektedirler. Bu bilgiler 15181nda plazma vitamin C diizeyleri yiiksek gruplarda (3. ve 4.
grup) goriilen yliksek plazma progesteron diizeyinin, ikizlik ve doSum orammnm bu
gruplarda daha fazla gorillmesinden kaynaklanabilecedini akla getirmektedir. Her ne kadar
gebelik donemi kan ©mekleri sadece embriyonal donemde alinmig olsa da. dogum
sonuglanyla kargilagtirnldiginda ikiz dogum yapan koyunlarda plazma progesteron diizeyleri
daba yiiksek bulunmustur (Tablo 4.10). Ancak embriyonal donemde plasental kaynakli
progesteron sahmminin olmayisi bu olasihif diigirmektedir ve Tablo 4.9 incelendifinde
tzellikle vitamin C uygulamas: yapilan grup (3) olmak iizere plazma vitamin C diizeyi
yiiksek gruplarda seksiiel siklus boyunca plazma progesteron ortalamalanmin daba yiiksek
olugu, arugmn ikizlikten dedil vitamin ile hormon arasindaki iligkiden kaynaklanabilecegi
olasilidim giiglendirmektedir.

Koyunlarda tohumlamamn 16-17. giinlerinde aliman kan Grneklerinde plazma
progesteron diizeyleri belirlenerek gebelik tanilart yapilmigtir. Genellikle 1-1.5 ng/ml'nin
tizerindeki progesteron diizeyleri tohumlamamn 16-17. giinlerinde gebelik igin pozitif kabul
edilse de itk ve gevre sartlarina bagl olarak farkli progesteron diizeylerini alt sinir olarak
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kabul eden aragtincilar da vardir. Flores ve ark (1992) koyunlarda tohumlamamn 16-17.
giinlerinde 1 ng/ml'nin iizerindeki plazma progesteron diizeylerini pozitif olarak kabul
ederken. Weigl ve ark (1975) 1.48 ng/ml, Brundige ve ark (1988) 2 ng/ml ve Gadsby ve ark
(1972) 2.44 ng/ml'yi almiglardir. McPhee ve Tieberghien (1987) da tohumlamanm 16-17
giiniinde koyunlarda plazma progesteron diizeyinin 1.5-2.8 ng/ml arasinda dedistidini
bildirmektedir. Bu ¢aligmada tohumlamamn 16-17. giiniinde plazma progesteron diizeyi 1.0
ng/ml'nin iizerindeki koyunlar gebe olarak kabul edilmis ve bu donemdeki plazma

progesteron diizeylerinin 1.002-4.133 ng/ml arasinda degistigi saptanmustir.

Plazma progesteron diizeyi belirlenerek gebelik tamsinin yapilmasinda negatif
sonuglart dogru bulma orami %100 olmasina karsin, dogru sonucglann yiizdesi cesitli
reproduktif bozukluklara bagli olarak (luteal kist gibi) farkliliklar gosterebilmektedir. Flores
ve ark (1992) mikrotitre EIA metodu ile koyunlarda gebelerde ve gebe olmayanlarda
dogruluk orani sirasiyla % 91.6 ve 64.3 olarak belirlerken ayni koyunlarda RIA metodu ile
yapilan progesteron analizlerinde bu oranlar sirasiyla % 89.9 ve % 90.4 olarak bulunmustur.
Brundige ve ark (1988) ise gebelikte dogruluk oranmmi % 85 olarak bildirilmektedirler.
Denemeye alinan koyunlarda gebelik tanisimin dogruluk oram1 % 89.29 olarak bulunmus, bu
bulgunun yukandaki arastirmalarla uyumiu oldugu gﬁzlenmi§tir.‘ Gebe olmayan hayvan
sayist az oldugundan bu konuda dogruluk testi yapilamamg ancak gebe olmayan iki koyunda
da plazma progesteron diizeylerinin bazal diizeylerde oldugu gozlenmistir. Plazma
progesteron diizeyleri ile yapilan gebelik kontrollerinin dogrulugu embriyonal donemde 2 kez
rektoabdominal ve gebelidin ileri donemlerinde 1 kez trans-abdominal olarak yapilan
ultrasonik muayenelerle kontrol edilmigti. Bu kontroller sirasinda bazi hayvanlarda

tohumlamamn 16-17. giiniinde belirlenen plazma progesteron diizeyi- ile ilk iki ultrasonik

muayenede gebelik saptanmasina kargin, -ileri gebelikte (2-2.5:aylik) yapilan -ultrasonik - - e

muayenede gebe olmadiklan anlagiloug ve doBum sonuglanmin da mnegatif olduBu

. goriilmiigtiir (Tablo 4.4, 4.5, 4.6, 4.7). Gebelik saptanmasindaki bu yamlginin embriyonik

Oliimlerden kaynaklanabilecegi sSylenebilir.
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Plazma Ostradiol 178 diizeyleri Ostrusta maksimal diizeye ulagip, LH salmimm
stimiile ederek LH pikinin olusumunu sagladiktan sonraki 12 saat igerisinde tekrar bazal

diizeylerine geriler (Chemineau ve ark 1982). Bu galigmada kan 6rneklerinin alinma araliklan
gok sik olmadifindan kisa siirede plazma Ostradiol 17 B piklerinin  olusumu

yakalanamamugtir. Buna ra3men 3 ve 4. grupta deneme boyunca Sstradiol 178 diizeylerinin
1. ve 2. gruplardan daha yiiksek (p<0.0001) oldugu, eksojen vitamin C verilen gruplardan
3. grupta plazma Ostradiol 17 B diizeylerinin kontrol grubundan (4. grup) anlamhi derecede
yitkseldigi goriilmiigtiir (Tablo 4.8). Bu bulgu 6strojen konsantrasyonunun maksimuma
ulagifs Ostrusta plazma vitamin C konsantrasyonlarmin yiiksek bulundufunu bildiren
caligmalan (Pascu ve ark 1970, Wise 1987, Bagpmar ve Serpek 1993) desteklemektedir ve
eksojen vitamin C uygulamalannin plazma ostradiol diizeylerini yiikseltmesi vitaminin

seksiiel steroidlerin biyosentezindeki 6nemini gostermektedir.

Plazma vitamin C diizeyleriyle seksiiel steroidler arasindaki iliski yukanda verilen
plazma Ostradiol 17 B diizeyleri arasindaki iligki ile simrli degildir ve calismada kullanilan
tiim koyunlar ele alindiinda, plazma vitamin C diizeyleriyle plazma tstradiol 17 § ve plazma
progesteron diizeyleri arasinda da pozitif korrelasyonlar bulunmasi (Tablo 4.14)
Chattopadhyay ve ark (1972) ile Malinowska (1985)nin gebelikte yiiksek plazma
progesteron dilzeylerini plazma vitamin C diizeylerinin yiikseklifinin izledigi bulgulariyla

uyumludur ve seksiiel steroid biyosentezinde vitamin C'nin Snemini gostermektedir.

Greer ve ark (1987) sezonal infertil domuzlarda vitamin C uygulamasmin istatistiki
olarak bir anlam ifade etmese de ¢iftlesmedeki basan yiizdesini artirdiim fakat dofum ve
yavru iizerine herhangi bir etkisi olmadiim saptanuglardir. Bu galigmada da wk ve canli
agirliklan dengelenerek olusturulan gruplarda 8 ikiz dogumun 7'sinm yiiksek gruplarda
gozlendigi diigiik kontrol grubunda (2. grup) gergeklegen bir ikiz dogumun da 6lii dofum
seklinde gerceklestigi goriilmiigtiir. Hatta ikiz dogum yapan koyunlarm deneme siiresince
plazma askorbik asit diizeylerinin de abort ve embriyonik 6liim gergeklesen koyunlara gore
daha yiiksek (p< 0.0001)‘old'ugu saptanmigtir, Ayrica embriyonik Sliim ve abortun bilyitk
bir kismunin diigtik gruplarda gergeklestifi gozlenmistir. Bu bulgular diigik askorbik asit
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diizeyine sahip hayvanlarda fotal embriyonik 6liimlerin arttifimn ve gebe kalma oranimn

diigtiigiiniin bildirildigi Rivers ve Devine (1975)'in ifadelerini dogrulamaktadir.

Hayvanlarda herhangi bir enfeksiyon sonucu akut faz yanitta akut faz proteinlerinin
(C-reaktif protein, haptoglobulin, serum amyloid A, fibrinojen ve seruloplazmin) plazma
diizeylerini aniden artti$1, bunlardan seruloplazminin % S50 oraminda artiglar gosterdigi ve
hastalifin sa@itiminin tam olarak gergeklesip gerceklesmediginin belirlenmesinde de bu
proteinlerin diizeylerinden yararlanilabilecegi bildirilmektedir (Koshner 1982. Nakajima ve
ark 1993). Bu bilgilere paralel olarak Serpek ve ark (1989a) ishalli buzagilarda. Cetin ve ark
(1995) gastrointestinal nematodlarla enfekte kopeklerde plazma seruloplazmin diizeylerinin
sagliklilara gore daha yiiksek oldugunu bildirmektedirler. Bu ¢aligmada tek ve ikiz dogum
yapan koyunlara gbre embriyonik Oliim goriilen koyunlann plazma seruloplazmin
diizeylerindeki yiikselmenin (p<0.001) (Tablo 4.10), herhangi bir metabolik bozukluga baglh

olarak sekillenebilecegini ve embriyonik oliimiin sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Denemeye alman tiim koyunlarda incelenen parametrelerin  aralanndaki
korrelasyonlann incelenmesinde, hem seksiiel siklus hem de gebelik donemi askorbik asit
diizeyleri ile seruloplazmin diizeylen arasinda sirasiyla p<0.005 ve p<0.001 &pem
derecesinde negatif korrelasyonlar belirlenmis ve bu olgunun askorbat oksidaz aktivitesine
sahip olan seruloplazminin askorbik asitle negatif bir korrelasyon gosterdiini bildiren

¢aligmalaria (Osaki 1964, Basu 1986) uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Yen ve Pond (1981) domuziarda maksimum canli agirliga ulasilabilmesi igin eksojen
vitamin C uygulamalarmmn zorunlu oldugunu bildirmektedirler. Bu galigmada da benzer
sekilde plazma vitamin C diizeyleriyle hem anne (p< 0.001) hem de kuzulann (p<0.05) canhi
agirhiklan arasinda pozitif korrelasyon bulunmug ve vitamin C'nin canh agirlik artigim pozitif
yonde etkiledigi gozlenmistir (Tablo 4.14).Vitamin C diizeylerinin domuzlarda yagla birlikte
depistidi ve yagin arfmasiyla birlikte® diigtiigii bildirilmektedir (Yen and Pond 1983). Bu
caligmada seksiiel sikluslar baglamadan tnce plazma vitamin C diizeyleri ve yag arasinda bir
iligki bulunmamasma kargin, seksiiel sikluslanin baglamasiyla birlikte ortaya ¢ikan iligki

gebelikte de devam etmektedir (Tablo 4.14). Aym donemlerde yagla stradiol 17 diizeyleri
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arasinda gozlenen pozitif anlamli korrelasyonun. koyunlarda ilk yaglarda diigiik olan dél
veriminin yagm ilerlemesiyle yiikseldigi ve 4-5 yaslarda maksimale ulastifina iligkin
bulgulara (Sonmez ve Kaymak¢i 1987, Ogan 1988) uyumlu olarak ileriki yaslardaki ikizlik
oranlarinin yiikselmesinden kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Koyunlarda gebelik
donemi vitamin C diizeyleri ile koyunlarin canli afirligi arasindaki pozitif korrelasyon
vitamin C'nin anne hayvan yamsira kuzunun dogum agirlig: lizerindeki Snemini de ortaya

koymaktadir.

Sonu¢ olarak koyunlarda bir yandan plazma vitamin C diizeyleri ile seksiiel
steroidlerden Ostradiol 17 f ve progesteron diizeyleri arasinda anlaml iligki bulunmas, diger
yandan eksojen vitamin C uygulamalarinin sekstiel steroidlerin diizeylerini istatistik agidan
Onemli derecede yiikseltmesi, koyunlarda vitamin C'nin liremedeki Snemini gostermektedir
ve dol veriminin iyilestirilmesi amaciyla f{ireme mevsiminde eksojen vitamin C

uygulamalarinin yararh olacag: sdylenebilir.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (VET) Anabilim Dali

DOKTORA TEZI /KONYA 1998
Seyfullah Haliloglu
Vitamin C'nin Koyunlarda Reprodiiksiyon Uzerine Etkileri

Bu caligmada Merinos ki (Hampshire X Merinos, Alman Siyah Bag X Merinos)
koyunlarda vitamin C'nin progesteron ve ostradiol 17 sentezi ile dol verimi iizerine etkileri

arastirildi.

Arastirmada Konya Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii'nde bulunan 30 adet
plazma vitamin C diizeyi diisiik, 30 adet plazma vitamin C diizeyi yiiksek olmak iizere 60
adet 2-7 yash koyun kullanildi. Plazma vitamin C diizeyi yiiksek ve diisiik gruplar esit sayida
koyun igeren 2'ser alt gruba aynldilar ve diisiik gruplar 1, 2, yiiksek gruplar 3 ve 4. grup
olarak isimlendirildiler. Olusturulan gruplardan birisi kontrol grubu olarek kullanilirken (2 ve

4, grup) diger gruplarda (1 ve 3. grup) yer alan koyunlara haftada 2 kez 500 mg vitamin C
i/m olarak enjekte edildi.

Arama kocu ile Ostrusta oldugu saptanan koyunlann ilk Ostruslannda tohumlama

. yapilmadi ve ikinci kez Ostrusu saptanan koyunlar dogal kosullarda koglarla tohumiandilar. .
Sikluslarin baglangicindan gebelik olugumu belirleninceye kadar haftada 3 kez, gebeligin
belirlenmesinden 40. giline kadar haftada 2 kez kan omekleri alindi. Plazmalar kazanidd: ve

plazma progesteron, Sstradiol 178, vitamin C ve seruloplazmin diizeyleri belirlendi.
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Plazma progesteron ve Ostradiol 17f diizeyleri mikrotitrasyon plak EIA yénterﬁiyle
gergeklestirildi. Progesteron EIA yonteminde en dilgiik belirlenme s, % 50 relatif
baglanma, inter- ve intra assay varyasyonlar sirasiyla 0.125 ng/ml, 1.25 ng/ml, % 6.04, %
8.97, ostradiol 17B-EIA yénteminde ise sirasiyla 2 pg/ml, 20 pg/ml, % 7.21 ve % 8.63
olarak belirlendi. Aragtirmada ayrica plazma progesteron diizeyleriyle gebelik tamlarinin
kontrolii amaciyla gebelifin farkli zamanlaninda 3 kez ultrasonla gebelik muayeneleri yapildi
ve plazma progesteron diizeyleriyle gebelifin dogru belirlenme oram % 89.29 olarak

bulundu.

Caliymada plazma vitamin C diizeylerinin tiim gruplarda seksiiel sikluslar sirasinda
diiiik olmasina kargin, gebelifin olusumu ile yiikseldigi gbzlenirken, plazma seruloplazmin
diizeylerinde diizenli bir degigim gdzlenmemistir. Plazma vitamin C diizeyleri dilgiik olan
gruplarda ozellikle Ostradiol 178 diizeylerinin diigiik, yiksek olan gruplarda yiksek
bulunmasi vitamin C'nin steroid hormon sentezinde Snemli oldugunu gostermigtir. 1, 2,3 ve
4. gruplarda sirasiyla 15.12, 15.14, 15.13 ve 13.46 mg/dl olarak bulunan plazma
seruloplazmin diizeylerinin normal diizeylerin altinda oldugu gorillmiitiir. Plazma vitamin C
diizeyleriyle annenin ve yavrunun canli a@irliklan arasinda pozitif korrelasyonlar
saptanmugtir. Koyunlarda ikiz gebelikte plazma vitamin C ve progesteron diizeylerinin

yikseldigi gozlenmigtir.

Sonug olarak vitamin C'nin hem dol verimini, hem de anne ve kuzunun canli agirlik
kazanciu olumlu yonde etkiledigi ve eksojen vitamin C uygulamasmmn yararh olacaBt
kanisina varilmstir.
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7.SUMMARY

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (VET) Anabilim Dali

DOKTORA TEZI /KONYA 1998
The Effects of Vitamin C on Reproduction in Sheep

The effects of vitamin C on progesterone and oestradiol 178 synthesis, and fertility

rate were studied in Hampshire X Merino. German Black Mutton X Merino.

Total of 60 sheep, aging between 2 and 7 years, of which 30 with low, and the other
30 with high plasma vitamin C level were used in the Animal Research Institute of Konya.
Each low and high vitamin C groups were divided into 2 subgroups. Each subgroups had
equal numbers of sheep. Subgroups 2 and 4 served as a control in the low and high vitamin
C groups, respectively. On the other hand, 300 mg of vitamin C was injected
intramuscularly in the subgroups of 1 and 3 in the low and high vitamin C level group,

respectively.

The sheep not in the first, but in the second oestrus detected with teaser rams were
allowed mating natural conditions. Blood samples were collected 3 and 2 times from the
beginning of the first oestrus cycle, until the detection of pregnancy and thereafter the 40th
day of mating, respectively. Plasma progesteron, oestradiol 17, vitamin C, ceruloplasmin

levels were determined.

The progesteron and oestradiol 17 levels were determined using microtitration plate
EIA technique. Sensitivity, 50% relative binding, inter- and intraassay variations were 0.125
ng/ml, 1.25 ng/ml, 6.04% and 8.97% in the progesterone, respectively. This was 2 pg/ml,
20 pg/ml, 7.21% and 8.63% in the same order, above, for the oestradiol 178. The
pregnancy of animals were determined in 3 different intervals with diagnosis ultrasound in
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order to confirm the pregnancy through the progesterone levels. Diagnostic ultrasound

confirmed the pregnancy 82.29% through the progesterone levels.

Although vitamin C levels were low during the sexual cycles in all groups, there was
an increase with the start of pregnancy. On the other hand, the changes of the plasma
ceruloplasmin levels were irregular. The low and high oestradiol 17f levels of the low and
high vitamin C groups showed the importance of vitamin C on steroid hormone synthesis.
Ceruloplasmin levels of 15.12, 15.14, 15.13 and 13.46 mg/dl in groups 1, 2, 3 and 4 were
below the normal levels, respectively. There was a positive correlation between ascorbic acid
levels and body weight of the mother sheep and newborn. The vitamin C and progesterone

increase were observed in the pregnant sheep with twins.

It was concluded that. exogen vitamin C increase the fertility rate along with body

weight of pregnant sheep and newborn.

68



8. LITERATUR LISTESi

Agiannidis A, Yiantzis N and Spais AG (1976) Correlation between plasma
caeruloplasmin activity and blood copper in ruminants, Proceeding of World Veterinary

Congrees, 443-447, Thessaloniki.

Akmaz A (1989) Ko¢ Katimi Oncesi ve Gebeligin Son Déneminde Farkli Dilzeylerde
Beslemenin Konva Merinos Kovunlarinda D6l Verimi, Kuzularda Biiviime ve Yasama

Giiciine Etkileri, Doktora Tezi, AU Sag Bil Enst, Ankara,

Amer MA, Laurent ST and Brisson GJ (1975) Suplemental copper and selenium for
calves : Effects upon ceruloplasmin activity and liver copper concentration, Canad J

Physiol, 51, 649-653.

Arthur GH, Noakes DE and Paerson H (1989) Veterinary Reproduction and
Obstetrics (Theriogenology), 6th Ed, ELBS, London.

Aten RF, Duarte KM, Behrman HR (1992) Regulation of ovarian antioxidant
vitamins, reduced glutathion and lipid peroxidation by LH and prostaglandin F2 alpha,
Biol Reprod,. 46, 401-407.

Aytug CN, Yal¢in BC, Tiirker H, (")zkog H ve Gokgen H (1990) Kovun ve Keci
Hastaliklar: ve Yetigtiriciligi, Tim-Vet Hay Hiz Yaymni, No : 2, Istanbul.

Barnes MJ and Kodicek E (1972) Biclogical hydroxilations and ascorbic acid with
special regard to collagen metabolism, Vitam Horm, 30, 1-43.

Basu TK (1986) Effects of estrogen and progesteron on ascorbic acid status of famele
gutinea pigs, J Nutr, 110 (4), 570-579.

Bag S, Ozsoy MK ve Vanh Y (1986) Kog katumi ncesi farkls siirelerde yemlemenin
kovunlarda délverimi, kuzularda bilyiime ve yasama giiciine etkileri, Tr ] Vet Anim Sci,
10 (3), 221-234.

69



Bagpmar N (1989) Gebe Koyunlarda Vitamin C, Seruloplazmin, Glikoz ve Hemoglobin
Degerlerinin Postpartum [k Aya Kadar Degisimleri ve Bu Parametreler Arasindaki
lliskiler, Doktora Tezi, SU Sag Bil Enst, Konya.

Baspmar N ve Serpek B (1993) Ineklerde dstrus siklusu boyunca vitamin C ve

kolesterol degerlerindeki degigimler, Hay Aragt Derg, 3 (1), 39-42.

Bates CJ, Prentice AM, Prentice AM, Paul AM and Whittehead RG (1982)
Seasonal variations in ascorbic acid status and breast milk ascorbic acid levels in rwal

Gambian women in relation to dietary intake, Trans R Soc Trop Hyg, 76 (3), 341-347.

Bedford CA, Challis JRG, Harrison FA and Heap RB (1972) The role of

estrogens and progesterone in the onset of parturition in various species. ] Reprod Fertil

Suppl. 1, 1-23.

Bildik A, Yur F, Belge F, Deger Y ve Dede S (1997) Hamdani koyunlarinda baz:
kan paramerrelerinin belirlenmesi, SU Vet Bil Derg, 13 (1), 17-21.

Bingley JB, Dick AT (1969) The pH optimum for ceruloplasmin oxidase activity in the
plasma of several species of animals, Chem Clin Acta, 25, 480-482.

Blakley BR and Hamilton DL (1985) Ceruloplasmin as an indicator of copper status
in cattle and sheep, Can ] Comp Med, 49 (4), 405-408.

Bondy PK (1985) Disorders of adrenal cortex, In"Williams Textbook of
Endocrinology", 816-891, Eds by JD Wilson, DW Foster, WBS Comp, Philadelphia.

Brander GC, Pugh DM, Bywater RJ and Jenkins WL.(1991) The Vitamins, In

"Veterinary Applied Pharmacology and Therapeutics”, Fifth Ed, ELBS, London.

Brundige GC, Layne LJ and McCabe TR (1988) Early pregnancy determination
using serum progesterone concentration in bighorn sheep, J Wildlife Manag, 52 (4),
610-612.

70



Burgess KM, Ralph MM, Jenkin G and Thorburn GD (1990) Effect of oxytocin
and estradiol on uterine prostaglandin release in nonpregnant and early pregnant ewes,

Biol Reprod, 42, 822-833.

Burrows S and Pekala B (1971) Serum copper and ceruloplasmin in pregnancy, Am J
Obstet Gynec, 109, 907-909.

Butler EJ (1963) The influence of pregnancy on the blood plasma and caeruloplasmin
copper levels of sheep, Comp Biochem Physiol, 9, 1-12.

Byrd JA, Pardue SL and Hargis BM (1993) Effect of ascorbate on luteinizing
hormone stimulated progesterone biosynthesis in chicken granulosa cells in vitro, Comp

Biochem Physiol A. 104 (2), 279-281.

Chacornac JP, Barnouin J and Raboisson T (1986) An autometad micro-method
Jor the determination of ceruloplasmin in bovine and ovine plasma by measurement of

oxidase activity, Reprod Nutr Develop, 26 (2A), 417-427.

Chang IC, Lee TP and Matrone G (1975) Development of ceruloplasmin in pigs
during the neonatal growth period, J Nutr, 105, 624-630.

Chatterjee IB (1973) Evolution and the biosynthesis of ascorbic acid, Science, 182,
1271-1272.

Chatterjee IB, Majumder AK, Nandi BK and Subramanian N (1975) Synthesis
and some major functions of vitamin C in animals, Ann NY Acad Sci, 258, 24-47.

Chattopadhyay R, Choudhury G and Sinra R (1972) Studies on the ascorbic acid
content of blood plasma during different stages of oestrus cycle and early pregnancy in

cross bred cows (Jersey x Hariana cross), Proc Session Indian Cong, 59 (4), 26-27.

Chemineau P, Gauthier D, Poirier JC, Saumande J and Baril G (1982) Plasma
levels of LH, FSH, Prolactin, Oestradiol-17-8 and progesterone during natural and

induced oestrus in the dairy goat, Theriogenology, 17 (3), 313-321.

71



Cheremisinow GA, Nezhdanov AG and Vlasov SA (1981) Biochemical values of

blood in relation to reproduction function in cows, Veterinariya, 4, 53-55.

Chinoy NJ (1972) Ascorbic acid levels in mammalian tissues and its metabolic
significance, Comp Biochem Physiol, 42A, 945-952.

Colombo JP Richterich R (1964) Zur bestimmung des caeruloplasmin im plasma,
Schweiz Med Wschr, 94, 715-720.

Cunningham J, Leffell M, Mearkle P and Harmatz P (1995) Elevated plasma
ceruloplasmin in insulin dependent diabetes mellitus : evidence for increased oxidative

stress a variable complication., Metabolism. 44 (8), 996-999.

Camas H ve Ergun H (1985) Kuzularin kamnda methemoglobin ve vitamin C degerleri
ile glikoz-6-fosfar dehidrogenaz aktivitesi iizerine aragtrmalar, UU Vet Fak Derg, 4
(1-2-3), 35-41.

Cetin M, Giines N, Aydin L (1995) Gastrointestinal nematodlarla enfelte kopeklerin
plazma vitamin C, seruloplazmin, total protein diizeylerindeki degismeler, Veterinarium,

6 (1-2), 76-78.

Coyan K (1994) Evcil Hayvanlarda Seksiiel Sikluslar, In " Reprodiiksiyon, Sun'i
Tohumlama. Dogum ve Infertilite " Ed by E Alagam, 25-36, Dizgievi Matbaacilik,

Konya.

Dabrowski K, Ciereszko RE, Blom JH, Ottebie JS (1995) Relationship between
vitamin C and plasma concentrations of testosterone “in famele rainbow thout,

oncorbychus mykiss, Fish Physiol and Biochem, 14 (5), 409-415.

Das PC, Das KP, Bagchi K and Dey CD (1993) Evaluation of tissue ascorbic acid
status in different hormonal states of female rat, Life Sci, 52 (18), 1493-1498.

72



Dawson EB, Harris WA and Powel LC ((1990) Relationship betrween ascorbic acid
and male fertility, In " Aspects of Some Vitamins, Minerals and Enzymes in Health and
Disease”, Ed by GH Bourne, World Rev Nutr Diet, 62, 1-26. Karger Basel.

Elicin A (1985) Alman yerli merinoslar: ile siyah bagl: et¢i koyunlarda dol verimi ve bunu
etkileyen faktorler iizerine aragtirmalar, AU Zir Fak Yaym No. 932, Ankara.

Endo T, Aten RF, Wang F and Behrman HR (1993) Coordinate induction and
activation of metalloproteinase and ascorbate depletion in structural luteolysis.,

Endocrinology, 133 (2), 650-698.

England BG, Niswender GD and Midgley AR (1974) Radioimmunoassay of
estradiol 17p without chromatography, J Clin Endoc Metab, 38 (1), 42-50.

Evans RM and Wiederanders G (1967) Blood copper variations among species,

Amer J Physiol, 213, 1183-1185.

Evans RM, Currie L and Campbell A (1982) Distribution of ascorbic acid between
various cellular components of blood in normal induviduals and its relation to the plasma
concentrations, Br J Nutr, 47, 473-482.

Evsikov VI ve Belyaev DK (1978) The role of embriyonic and early fetal mortality in
the control of the actual fertility in mammals, Proc 7th Int Cong Anim Reprod AL, 1,
595-598.

Finley EB, Cerklewski FL (1983) Influence of ascorbic acid supplementation on
copper status in young adult men, Amer J Clin Nutr, 37 (4), 553-556.

Flores G, Amezcua R, Zarco L, Duccing L and Quispe T (1992) Pregnancy
diagnosis by progesteron determination on day 18 post service in the ewe. Comparison
of radicimmunoassay and enzymeimmunoassay, 12th Int Cong Anim Reprod, August
23-27, 4547, The Hague, The Netherlands.

73



Frieden E (1978) Caeruloplasmin, a multifunctional metalloprotein, In "Proceedings of
the 3rd International Symposium on Trace Element metabolism in Man and Animals", 8-

13, Ed by M Kirschgessner, Arbertskreis fiir Tierarnaehrungforschung Weihenstephen.

Fylling P (1979) The effect of pregnancy, ovariectomy and parturition on plasma
progesterone level in sheep, Acta Endocrinol (Copenhagen), 65, 273-283.

Gadsby JE, Heaf RB, Powell DG and Walters DE (1972) Diagnosis of pregnancy

and of the number of foetuses in sheep from plasma progesterone concentrations, Vet

Res, 90, 339-342.

Goldstein IM, Kaplan HB, Edelson HS and Weissman G (1982) Ceruloplasmin

an acute phase reactant that scavenges oxygen-derived free radicals, Ann NY Acad Sci,

389, 368-379.

Gordon I (1983) The Control and Manipulation of Reproduction in Sheep, In "Controlled
Breeding in Farm Animals", 1. Ed, 155-217, Permagon Press, Oxford.

Greer EB, Gardner YA and Wright GL (1987) Failure of dietary vitamin C

supplementation to prevent seasonal infertility in pigs, Aust J Exp Agric, 27, 343-347.

Gutteridge JMC (1991) Plasma ascorbate levels and inhibition of the antioxidant activity
of caeruloplasmin, Clin Sci, 81 (3), 413-417.

Haag W (1985) Zur Methodik und Praktischen Bedeutung der Vitamin C-Bestimmung
beim Rind in Vergangenheit und Gegenwart, Inaugural Dissertation, Justus Liebig

Universitaet, Giessen.

Hamon MH and Heap RB (1990) Progesterone and oestrogen concentrations in
plasma of Barbary sheep (aoudad, Ammotragus lervia) compared with those of domestic
sheep and goats during pregnancy, J Reprod Fert, 90, 207-211.

Hanck AB (1977) Vitamin C and lipid metabolism, In "Re-evalution of Vitamin C" Ed by
A Hanck and G Ritzel, 287-288, Verlag Hans Huber, Bern-Stuttgart-Wien.

74



Hare L and Bryant MJ (1982) Characteristics of estrus cycles and plasma progesterone
profiles of young female sheep during their first breeding season, Anim Prod, 35, 1-7.

Horio F, Ozaki K, Kahmura M, Yoshida A, Makino S and Hayashi Y (1986)
Ascorbic acid requirement for the induction of microsomal drug metabolizing enzymes

in a rat mutant unable to synthesis ascorbic acid, ] Nutr, 116, 2278-2289.

Imeryiiz ¥ (1979) Texel ve Tiirk merinosu Koyunlarmn Onemii Verim Ozellikleri
Bakumindan Kombinasyon Imkanlart Uzerine Aragtirmalar. Lalahan Zoot Arast Enst,

Yayimn No : 60, Ankara.

Ytze L (1983) Ascorbic acid metabolism in ruminants, In "Ascorbic Acid in Domestic
Animals”, Ed by [ Wegger, F Tagwerker, J] Moustgaard. 120-130. The Royal Danish

Agri Soc, Copenhagen.

Jacop RA, Skala JH, Omaye ST, Tuinlung JR (1987) Effect of varying ascorbic
acid intakes on copper absorbtion and ceruloplasmin levels of young men, ] Nutr, 117,

(12), 2109-2115.

Jenkin G and Thorborn GD (1985) Inhibition of progesterone secretion by a 3B-
hydroxysteroid denidrogenase inhibitor in late pregnant sheep, Can ] Physiol
Pharmacol. 63, 136-142.

Johnson MH and Murphy CL (1988) Adverse effects of high dietary iron and ascorbic
acid on copper status in copper defficient and copper adequate rats, ] Clin Nutr, 47 (1),

96-101.

Jones I and Madej A (1988) A sesitive microtitre plate enzyme immunoassay of
estradiol-17B in the cow and mare, J Immunoassay, 9 (3-4), 349-365.

Kanakiyo T (1968) Clinical studies on vitamin C in ruminants, Bull Azabu Vet Coll
Japan, 17, 71-112,

75



Kitachi AE and West WH (1975) Effect of steroidogenesis on ascorbic acid content
and uptake in isolated adrenal cells, Ann NY Acad Sci, 258, 422-431.

Kolb E, Wahren M, Dobeleit G and Griindel G (1989) Untersuchungen iiber den
Gehalt an Askorbinsaeure in verschiedenen Geweben von Rindern, normal entwickelten
Ferkeln, Graetschferkeln, adulten Schweinen sowie von Hunden, Arch Exper Vet Med,
Leipzig, 43 (3), 327-334.

Kolb E, Dittrich G, Dobeleit R, Schmalfuss T (1991) Untersuchungen tiber den
Gehalt an B-Carotin, Vitamin E und Ascorbinsaeure im Blutplasma von weiblichen
Kaelbern, Kiihen, Bullen, Muchsen und Ochsen im Jahresverlauf, Berl Miinch Tierarztl
Wschr, 104, 387-391.

Kolb E (1992) Neuere Erkenntnisse zur Bedeutung der Askorbinsaeure fiir Haustiere und

Zu ihrer Anwendung in der Veterinarmedizin, Tierarztl Umschau. 47. 163-175.

Kolb E, Lippmann R, Schwabe H, Kirbach H, Kricke A, Wahren M and
Vallentin G (1993) Die Konzentration an Ascorbinsaeure, Gesamtprotein, alpha-
Amino-N-Glucose, 3-Hydroxybutyrat und Cholesterol sowie die Activitaet der
Adenosin-Desaminase im Plasma von Schafen in fiinf verschiedenen Abschnitten der
Traechrigkeit und der Gehalt an Ascorbinsaeure in 14 Geweben, Berl Miinch Tierarzil
Wschr, 106, 10-14.

Kolb E (1997) Die Bedeutung der Vitamine fiir die Fortpflanzung, Roche, Leipzig.

Koshner 1 (1982) The phenomenon of the acute phase response, Ann NY Acad Sci, 389,
39-45.

Kotak VC, Ambadkar PM (1985) Variations in ascorbic acid concentrations in liver,
gonads, kidney and blood serum of Feral Blue Rock Pigeon (Columba Livia Gmelin)
during the breeding and nonbreeding seasons, Poultry Sci, 64 (3), 542-544.

76



Kiipliilii § (1990) Plasentasyon ve Gebelik Siireci, In "Theriogenology”, Ed. E.Alagam,
97-109, Nurol Matbaacilik, Ankara.

Lange MJ (1973) Vitamin C and fertility, Lancet, 2, 860.

Langford GA (1986) Influence of body weight and number of inseminations on fertility
of progesterone-treated ewe lambs raised in controlled environments. J Anim Sci, 62.

1058-1062.

Leveille CR and Schwartz ER (1982) Effects of ascorbate on lysosomal enzyme

activities in guinea pigs cartilage and adrenals, Int J Vit Nutr Res. 52, 436.

Lewin S (1976) Vitamin C, In "Vitamin C: It's Molecular Biology and Medical Potential"
1-25. Academic Press, New York.

Levine M (1986) New concepts in the biology and biochemistry of ascorbic acid, N Engl
I Med. 314 (14), 892-902.

Levine M and Morita K (1985) Ascorbic acid and endocrine systems, In" Vitamins and

Hormones" 42, 1-52.

Ley WB (1988) Influence of the sire in early embriyonic loss in Domestic Large
Animals, Cont Edu Art, 7 (4), 5277-5283.

Liehr JG (1991) Vitamin C reduces the incidence and severity of renal tumors induced by
estradiol or diethylstilbestrol, Am J Clin Nutr, 54, 6 Suppl, 1256S-1260S.

Lindsay DR (1991) Reproduction in the Sheep and Goats, In "Reproduction in Domestic
- Animals", Ed by P.T. Cups, 491-515, Fourth Ed, Academic Press, California.

Liso R, Calabrese G, Bitonti MB and Arrigoni O (1984) Relationship between
ascorbic acid and cell division, Exp Cell Res, 150, 314-320.

77



Luck MR and Zhao Y (1993) Identification and measurement of collagen in the bovine
corpus luteum and its relationship with ascorbic acid and tissue development., J Reprod

Fertil, 99, 647-652.

Malinowska A (1986) Distribution of vitamin C in biological fluids and tissues of
pregnant sows and their foetuses during pregnancy, Medycyna Wet, 42 (4), 244-247.

Mathews MS and Devi KS (1993) Effect of malathion, estradiol 17-beta and
progesterone on ascorbic acid metabolism in prenatal rats and their pups, Vet Hum

Toxicol, 35 (1), 6-10.

Mazumder A and Mazumder NK (1985) Serum PPD oxidase activity and some factor
influencing the enzyme in crossbreed cattle (Bos taurus x Bos indicus), Ind J Anim Sci,

55 (8), 639-641.

McDonald LE (1983) Veterinary Endocrinology and Reproduction, Third Ed. Lea and
Febiger, Philedalphia.

McDowell LR (1989) Vitamins in animal nutrition. In " Animal Feeding and Nutrition"
Ed by TJ Cunha, 365-387, Academic Press. San Diago.

McPhee JM and Tiberghien MP (1987) Assesment of pregnancy in sheep by analysis
of plasma progesterone using an amplified EIA technique, Vet Rec, 121 (3), 63-65.

Mc Pherson A (1984) Plasma ascorbic acid in sheep as affected by Co status, In
"Ascorbic Acid in Domestic Animals" Eds by Wegger I, FJ Tagwerke and J] Mousgaard
148-151, Copenhagen.

Metzler DE (1977) The chemical reactions of living cells, In"Biochemistry”,

International Edition, Acad Press, New York-San Fransisco-London.

Meyer HHD (1986) Possible ways of improving enzymeimmunoassay (EIA) techniques

and their application in animal production, In "Proceedings of International Symposium

78



on the Use of Nuclear Techniques in Studies of Animal Production and Health in
Different Environments", 293 (3), 255-262, IAEA, Vienna.

Meyer HHD, Sauberwein H and Mutayoba BM (1990) Immunoaffinity
chromatography and a biotin streptavidin amplified enzyme immunoassay for sensitive

and specific estimation of estradiol 178, J Steroid Biochem, 35 (2), 263-269,

Milewich L, Chen GT, McDonald PC and Peterson JA (1981) Ascorbic acid

inhibition of aromatase activity in human placental tissue, J Steroid Biochem, 14, 185.

Mohamed AR, Noakes DE, Booth JM and Chaplin V (1987) Plasma oestrone
sulphate and progesterone concentrations in cows and ewes associated with fetal death

and abortion., Br Vet ], 143, 238-245.

Moore NW, Barrett S, Brown JB, Schindler I, Smith MA and Smith B
(1969) Oestrogen and progesterone content of ovarian vein blood of the ewe during the

oestrous cycle, ] Endocrinol, 44, 55-62.

Mori Y and Kano Y (1984) Chances in plasma concentrations of LH progesterone and
oestradiol in relation to the occurence of luteolysis, oestrus and time of ovulation in the

Shiba goat (Capra hircus), ] Reprod Fertil. 72, 223-230.

Moser UK (1990) Physiology and metabolism of ascorbic acid, 3-16, In"Ascorbic Acid

in Domestic Animals", Proceed 2nd Symp, Kartausse Ittingen, Switzerland.

Nakajima Y, Momotani E, Murakami T, Ishikawa Y, Morimatsu M, Saito M,
Suzuki H, Yasukawa K (1993) Induction of acute phase protein by recombinant
human interleukin-6 (IL-6) in calves, Vet Immunol Immunopathol, 35 (3-4), 385-391.

Nephew KP, McClure KE, Ott TL, Dubois DH, Bazer FW and Pope, WF
(1991) Relationship between variation in conceptus development and differences in

estrous cycle duration in ewes, Biol Reprod, 44, 536-539.

79



Novoa C (1986) Interrelationships between soruce and level of progesterone and number

of fetuses at different stages during pregnancy in sheep, Dissert Abst Int B (Science and

Engineering), 46, 2548-2553.

Ogan MM (1988) Tiirk Merinosu Koyunlarimin Bityiime, D&l ve Yapa@ Verim
Ozelliklerine Ait Parametrelerin Tayini Uzerine Bir Araghrma, Doktora Tezi, IU Vet

Fak. [stanbul.

Ogan MM, Delig6zoglu F, Yavaz HM, Bagpmar H, Akgiindiiz V ve Celik I
(1994) Karacabey Merinosu koyunlarinda rohumlama mevsimi ve stfar oncesi farkl
diizeylerde beslemenin dot verimine ve kuzu dogum agirliina etkileri, Hayv Arast Derg,

4(2), 85-89.

Osaki S, McDermott JA and Frieden E (1964) Proof for the ascorbat oxidase
activity of ceruloplasmin, J Biol Chem. 239, 3570-3575.

Orkiz M (1972) Karacabey ve Konya Merinosu Koyunlarumn Lalahan sartlarinda
adaprasyon durumlar:, Lalahan Zoot Arst Enst Derg, 15 (3-4), 56-72

Orkiz M (1975). Karacabey ve Konya Merinosu Koyunlarinin Orta Anadolu sartlarinda

adaptasyon durumlar:, Lalahan Zoot Arst Enst Derg. 15 (3-4), 56-72

Padh H (1991) Vitamin C : Newer Insights inco its biochemical functrions, Nutr Rev, 49
(3), 65-70.

Parr RA (1992) Nutrition-progesterone interactions during early pregnancy in sheep,
Reprod Fertil Dev, 4, 297-300.

Pascu T, Suteanu MU and Lunca H (1970) Concentration de la viutamine C dans le
liquide follicullaire normal, pendant les differentes phases du cycle oestral et dans le
liquide des kystes ovariens (folliculaire et luteiniques), ainsi que dans le sang des memes

vaches, Rec Med Vet, 146, 1021-1029.

80



Pathiraja N, Oyedipe EO, Gyang EO and Obasi A (1991) Plasma progesterone
levels during oestrous cycle and their relationship with the ovulation rate in Red Sokoto
(Maradi) Goats, Br Vet ], 147 (1), 57-62.

Pekiner B and Nebioglu S (1994) Effect of vitamin C on copper and iron status in
men and guinea pigs, J Nutr Sci and Vitaminol, 40 (5), 401-410.

Pintauro SJ and Bergan JG (1982) Effects of ascorbic acid on n vitro steroidogenesis
in guinea pigs, J Nutr. 112 (3), 584-591.

Powers HJ, Loban A, Silvers K and Gibson AT (1995) Vitamin C concentrations
observed in premature babies inhibits the ferroxidase activity of caeruloplasmin, Free

Radic Res, 22 (1), 57-65.

Prakash BS, Meyer HHD, Schallenberger E and Van de Wiel DFM (1987)
Development of a sensitive enzymeimmunoassay (EIA) for progesterone determination

in unextracted bovine plasma using the second antibody technique, J Steroid Biochem,

28 (6), 623-627.

Prakash BS, Meyer HHD and Van de Wiel DFM (1988) Sensitive enzymeimmuno
assay (EIA) of progesterone in skim milk using second antibody technigue, Anim

Reprod Sci, 16, 225-235.

Quirke J¥, Hanrahan JP and Gosling JP (1979) Plasma progesterone levels
throughout the oestrous cycle and release of LH at oestrus in sheep with different

ovulation rates, ] Reprod Fertil, 55, 37-44.

Rhinds M, Chesworth JM and Robinson J (1978) A seasorial difference in ovine
peripheral plasma prolactin and progesterone concentrations in early pregnancy and in

the relationship between two hormones, J Reprod Fertil, 52, 79-81.

Rivers JM and Devine MM (1975) Relationships of ascorbic acid to pregnancy and
oral contraceptive steroids, Aun NY Acad Sci, 258, 465-482.

81



Rosenkrans CP, Parda BC, Davis DL, Millikon G (1990) Ir vitro synthesis of
prostaglandin E and F2a by pig endometrium in the presence of estradiol, catechol,
estrogen and ascorbic acid, ] Anim Sci, 62 (2), 435-443. |

Ruckebusch DVM, Phaneuf LP, Dunlop R (1991) Ovarian hormones. In
"Physiology of Small and Large Animals", BC Decker, Philadelphia.

Samokyszyn VM, Miller DM, Reif DW and Aust SD (1989) Inhibition of
superoxide and ferritin-dependent lipid peroxidation by ceruloplasmin, J Biol Chem,
264 (1), 21-26.

Sandholm MT, Honkanen-Bzalski and Rasi V (1979) Prevention of navel bleeding

in piglets by preparturient administration of ascorbic acid. Vet Rec, 104, 337-340.

Sandnes K and Braekkan OK (1981) Ascorbic acid and the reproductive cycle of
ovaries in Cod {Gadus Morrhua). Exp Biochem J , 44, 545-546.

Sarda IR, Robertson HA and Smearton TC (1973) Sequentional chances in plasma
progesterone levels in the estrous cycle and during pregnancy in intact and

ovariectomized sheep, Can J Anim Sci. 53, 25-34.

Sawada M and Carlson JC (1991) Rapid plasma membrane changes in superoxide

radical formation, fluidity and fhospholipase A2 activity in the corpus lutewm of the rat

during induction of luteolysis, Endocrinol, 128, 2992-2998.

Serpek B (1983) Koyun kan serumlarinda bakir ve seruloplazmin konsantrasyonlar:
iizerine calismalar, 10 Vet Fak Derg, 9 (1), 47-64.

Serpek B, Aslan V, Tuncer SD, Ates M (1989a) Ishalli buzagilarda serum vitamin
C ve seruloplazmin diizeyleri ile vitaminin tedaviye etkisi, LHAED, 29 (1-4), 37-52.

Serpek B, Bagpinar N, Soysal S (1989b) Konya ili ve ¢evresinde yetigtirilen
koyunlarda hipokuprozis tamsi ve tedavisi amaciyla serum  seruloplazmin
konsantrasyonlarinin saptanmast, 1U Vet Fak Derg, 15 (2), 1-7.

82



Sheldrich EL and Flint AP (1989) Post-translational processing of oxitocin-

neurophysin prohormone in the ovine corpus luteum, ] Endocrinol, 122, 313-322.

Sheton M (1980) Goats : Influence of various exteroceptive factors on initiation of

oestrus and ovulation. Int Goat and Sheep, 1, 156-162.

Shimada O and Yasuda H (1979) Lipid peroxidation and its inhibition by tinoridine. 1.
Lipid peroxidation-induced disintegration of microsomal membrane and cytochrome P-

450 in raz liver, Biochem Biophys Acta, 489, 163-172.

Sissan MA, Menon VP and Leelamma S (1995) Effects of low-dose oral

contraceptive oestrogen and progestin on lipid peroxidation in rats. J Int Med Res, 23

(4), 272-278.

Sonmez R ve Kaymak¢i M (1987) Koyunlarda Délverimi, Ege U Zir Fak Yaymi, No:
404, Izmir.

Sulu N, Ozsar S, Giiven B ve Bagc1 C (1993) Sakiz koyunlarinda progesteron ve

Ostron siilfat diizeyleri, Doga-Tr J Vet Anim Sci, 17, 9-17.

Tamanini C, Chiesa F, Prandi A and Galeati G (1986) Estrone and estrone

conjugate plasma levels throughout pregnancy in the goats. Their determination as a

pregnancy diagnosis test, Anim Reprod Sci, 11,3542,

Tepperman J and Tepperman HM (1987) Reproductive endocrinology, In"Metabolic
and Endocrine Physiology", 127-156, Y ear Book Medical Publishers, London.

Thoma W] and Handerson LM (1984) Effect of vitamin C defficiency on
hydroxylation of trimethylaminobutyrate to carnitine in the guinea pig, Biochim Biophys
Acta, 797, 136-139.

Tijssen P (1992) Practice and Theory of Enzyme Immunoassay, In "Laboratory
Techniques In "Biochemistry and Molecular Biology", Eds RH Burton, P H Van
Knippenberg, vol. 15, Elsevier, Amsterdam.

83



Tolbert BM (1979) Ascorbic acid metabolism and physiological function, In : "Vitamin C
Recent Advances and Aspects in Virus Diseases Cancer and in Lipid Metabolism" Eds

A Hanc, G Ritzel, Int J Vitam Nutr Res Supll, 19, 127-142.

Tsang CPW (1978) Plasma levels of estrone sulphate free estrogens and progesterone in

the pregnant ewe throughout gestation, Anim Res Inst Conct, 10, 97-110.

Tsuji M, Ito Y, Fukoda H, Terada N, Mori H (1989) Aromatase activity and
progesterone metabolism in ovaries of scorbutic mutant rats unable to synthesis

ascorbic acid, Int J Vitam Nutr Res, 4, 353-359.

Van de Wiel DFM and Koops W (1986) Development and validation of an enzyme
immunoassay for progesterone in bovine milk or blood plasma, Anim Reprod Sci, 10,

201-213.

Van de Wiel DFM, Vissher AH and Dekker TP (1976) Use of a
radioimmunoassay of plasma progesterone for predicting litter size and subsequent
adaptation of feeding level in sheep, 547- 553., In "Nuclear Techniques in Animal

Production and Health", Int Atomic Agency, Vienna.

Ward WR (1986) The breeding season and the estrous cycle, In " Current Therapy in
Theriogenology: Diagnosis, Treatment and Prevention of Diseases in Small and Large

Animals", 846-850, Ed by DA Morrow, WB Saunders Company, Philadelphia.

Ward SJ and Williams HL (1993) Ovarian activity and fertility during the first
breeding season of friesland ewe lambs, Br Vet ], 149, 269-275.

Webster G M and Haresing W (1983) Seasonal changes in LH and Prolactin

concentrations in ewes of two breeds, J Reprod Fertil, 67, 465-471.

Wegger I, Palludan B (1984) Ascorbic acid status of swine. Genetic and
developmental var‘icztfon.s:, In "Ascorbic Acid in Domestic Animals" Eds by Wegger I,
FJ Tagwerke and J Mousgaard 148-151, Copenhagen.

84



Wegger I, Tagwerker FJ, Moustgaard J (1984) Ascorbic acid in domestic animals,
Workshop, Roy, Danish Agrig Soc, Copenhagen.

Wegger I, Palludan B (1994) Vitamin C deficiency causes hematological and skeletal
abnormalities during fetal development, J Nutr, 124, 241-248.

Weigl RM, Tilton JE, Haugse CN, Light MR and Buchanan ML (1975)
Pregnancy diagnosis in the ewe. {I. Plasma progesterone levels, ND Farm Res, 33, 11-
13.

Wenk C, Fenster R, Volker L (1992) Ascorbic acid in domestic animals, Proceed 2nd

Symp, 527. Ittinge:n.

Wise T (1987) Biochemical analysis of bovine follicular fluid : Albumin, total protein,
lysosomal enzymes, ions, steroids and ascorbic acid content in relation to follicular size,

rank, atresis classification and day of cestrous cycle, J Anim Sci. 64 (4). 1153-1169.

Yen JT and Pond WG (1981) Effect of dietary vitamin C addition on perjormance,

plasma vitamin C and hepatic iron status in weaning pigs, J Anim Sci, 53, 1292-1294.

Yen JT and Pond WG (1983) Response of swine to periparturient vitamin C
supplementation, J Anim Sci, 56 (3), 621-624.

Yenson M (1984) Vitaminler ve Biyofonksiyonlar:, 637-640., "Insan Biyokimyas:". 5.

Baski, Sermet Matbaasi, Istanbul.

Yu HK, Cabalum T, Jansen CAM, Buster JE and Nathanielsz PW (1983)
Androstenedion, testosterone, and estradiol concentrations in fetal and maternal plasma

in late pregnancy in the sheep, Endocrinology, 113 (6), 2216-2220.

Zerobin K (1985) Biologie und Pathophysiologie Der Fortpflanzung, Ders Notlan,
Ziirich.

85



9. 0ZGECMIS

1969 yilinda izmir'de dogdu. Ilk ©grenimini Merzifon ve Eskigehir'de, orta
dgrenimini Bursa'da tamamladiktan sonra, 1986 yilinda A.U. Veteriner Fakiiltesini kazandi
ve 1991 yilinda mezun oldu. 1992 yilinda S.U. Veteriner Fakiiltesi'nde agilan smavi
kazanarak aragtirma gorevlisi olarak atandi. Halen aymi gorevi siirdiirmektedir.

Evli ve bir ¢ocuk babasidir.
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10. TESEKKUR

Doktora tezi siiresince yardim ve desteklerini esirgemeyen S.U. Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Eski Bagkam Prof. Dr. Leyla Kalaycioglu ve Biyokimya Anabilim
Dali Bagkan1 Prof. Dr Mehmet Nizamlioglu'na, 6gretim iiyeleri Dog. Dr. Nuri Bagpinar ve
Yard. Dog¢. Dr. Firuze Kurto§lu'na, aragtirma gorevlisi ve doktora 6grencisi arkadaslarima

ictenlikle tesekkiir ederim.

Hayvan materyali sa8lanmasinda gerekli kolaylif: saglayan Konya Hayvancihik
Merkez Arastirma Enstitiisi Miidirli Dr. Recep Ergiil'e, yardimlarimi esirgemeyen
Koyunculuk Unitesi calisanlarina ve Injacom C temin edilmesinde katkilanndan dolay:
Roche Firmas: yetkilileri ile S.U. Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dals

aragtirma gorevlisi Dr. Hiiseyin Erdem'e giikranlarimi sunarim.
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