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Research Article ABSTRACT
In this study; The diagnosis, treatment method and results of calves of different ages, breeds and genders
History brought to Sivas Cumhuriyet University Faculty of Veterinary Medicine Animal Hospital Surgery Clinic with
complaints of inability to step on the ground and bad leg posture due to musculoskeletal system anomalies were
Received: 08/01/2024 evaluated. The material of the study consisted of a total of 18 calves of different breeds, ages and genders. As a
Accepted: 13/03/2024 result of clinical and radiographic examinations, 13 calves were diagnosed with bouletur (72,22%), 3 calves with

arqur (16,66%) and 2 calves with arthrogryposis (11,11%). When the calves were evaluated in terms of race,
there were 8 Montofon calves (44,44%), 7 Simmental calves (38,88%) and 3 Montofon mixed breed calves
(16.66%). According to gender, 12 calves were determined to be male and 6 calves were female. According to
race, the most cases were found in Montofon (n=8, 44.44%) race; This was followed by Simmental (n=7, 38,88%)
and Montofon hybrid (n=3, 16,66%). According to gender, it was determined that the cases were more common
in males (n=12, 66,66%) than in females (n=6, 33,34%). In the treatment of calves with anomalies related to the
musculoskeletal system, PVC supported bandage was applied to 12 bouletur cases as a conservative method,
and "Z" tenotomy was performed operatively in 1 bouletur and 3 arqur cases. Arthrogryposis cases could not be
treated because complete ankylosis occurred in the joints.

In conclusion; Early diagnosis of flexor tendon contractures in newborn calves gives positive results in treatment.
It has been understood that PVC-supported bandage alone will be sufficient in mild and moderate bouletur cases
that are diagnosed early and treatment is started, and that PVC-supported bandage will give successful results
in the treatment of advanced bouletur and moderate arqur cases following the operation.

Keywords: Arqur, Bouletur, Arthrogryposis, Tendo Contractil.

Yeni Dogan Buzagilarin Konjenital Fleksural Deformiteleri

0z
Bu calismada; Sivas Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Cerrahi klinigine kas ve iskelet
Streg sistemi anomalisine bagli olarak yere basamama ve bozuk bacak durus sikayeti ile getirilen farkh yas, irk ve
) cinsiyetteki buzagilarin tanisi, buzagilara uygulanan tedavi sekli ve sonuglari degerlendirildi. Calismanin
Gelis: 08/01/2024 materyalini farkli irk, yas ve cinsiyette toplam 18 adet buzagi olusturdu. Yapilan Klinik ve radyografik muayeneler

Kabul: 13/03/2024 neticesinde 13 buzagiya bouletur (%72,22), 3 buzagiya arqur (%16,66) ve 2 buzagiya arthrogryposis (%11,11)

tanisi konuldu. Buzagilar irk yoniinden degerlendirildiginde Montofon irki buzagilar 8 adet (%44,44), Simental irki
buzagilar 7 adet (%38,88) ve Montofon melez irki buzagilar 3 adet (%16,66) olarak tespit edildi. Cinsiyete gore
ise 12 buzaginin erkek, 6 buzaginin disi oldugu belirlendi. Irklara gére olgulara en fazla Montofon (n=8, %44,44)
irkinda rastlandi; bunu Simental (n=7, %38,88), Montofon melez (n=3, %%16,66) irki izledi. Cinsiyete gore ise
olgularin erkeklerde (n=12, %66,66) disilere oranla (n=6, %33,34) daha fazla sekillendigi belirlendi. Kas ve iskelet
sistemine yonelik anomalili buzagilarin Sagaltiminda konservatif yontem olarak bouletur olgularinin 12 sine PVC

Copyright destekli bandaj uygulandi, operatif olarak 1 adet bouletur ve 3 adet arqur olgularina “Z” tenotomi yapildi.
artrogripozis olgularina ise eklemlerde tam ankiloz sekillendiginden tedavi edilemedi.

Sonug olarak; yeni dogan buzagilarda fleksor tendo kontraktillerinin erken teshis edilmesi tedavide olumlu

This work is licensed under sonuglar vermektedir. Erken teshis edilen ve tedaviye baslanilan hafif ve orta dereceli bouletur olgularinda PVC

Creative Commons Attribution 4.0 ~ destekli bandajin tek bagina yeterli olacagi, ileri dercede bouletur ve orta dereceli arqur olgularinda ise

International License operasyonu takiben PVC destekli bandajin sagaltimda basarili sonuglar verecegi anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Arqur, Bouletur, Arthrogryposis, Tendo Kontraktird.
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karsilastigl  problemlerin  basinda  buzagi  olimleri  oldugu belirtiimektedir (Yurdakul ve ark. 2021).

gelmektedir. Giincel ¢alismalarda diinya geneli buzagi 6lim Ciddi ekonomik kayiplara neden olan buzagi hastaliklari
oranlarinin %8,7-67 arasinda oldugu (De Amicis I, 2017), arasinda gobek bolgesi lezyonlari, artritis, ekstremite kiriklari
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ve konjenital anomaliler yer almaktadir (Belge ve ark., 2000;
Arican ve ark., 2014; Goodarzi ve ark., 2015).

Dogumdan sonra hayvanlarda goérilen her tirli yapi
ve fonksiyon bozuklugu konjenital anomali olarak
tanimlanir (Abdel-Hakiem ve Aref 2012). Konjenital
anomalilerin sebebi kesin olarak bilinmemekle birlikte
yaygin olarak; embriyogenezis veya fotal gelismenin
cesitli evrelerinde genetik, cevresel veya genetik-cevre
etkilesimlerine bagh olarak olusabilecegi belirtilmektedir
(Phaneendra ve ark. 2015; Yurdakul ve ark. 2020).
Konjenital anomaliler sayica az gorilmesine ragmen
onemli ekonomik kayiplara yol agmasi ve genetik olarak
yeni nesillere aktarilmasi nedeniyle biyik 6nem
tasimaktadirlar (Belge ve ark. 2000). Konjenital
anomaliler cogunlukla kas iskelet ve sindirim sisteminde
gorilmektedir. Kas iskelet sisteminde gorilen
anomalilerden tendo kisaligl olarak da bilinen arqure,
bouletur ve arthrogryposis yeni dogan buzagilarda g¢ok
stk goriilmektedir.

Arqure; hayvanin yere bastigl sirada carpus eklemi
arkasinda olusan degisik dereceli aci ile seyreden diz
bikuklagidir. Bouleture topuk eklemi arkasinda
degisen dereceli aci ile seyreden falankslarin birinin ya
da timinin geriye dogru ters yonde bir pozisyon
almasidir (Arican M. 2017). Arthrogryposis, ise bir veya
birkag ekstremitenin eklemlerindeki kontraktir ile
karakterizedir (Umit ve ark. 1988). Bouletur yeni dogan
buzagilarin en ¢ok gorilen ekstremite hastaliklarindan
biridir. Falankslarin birinin ya da timinin Fleksor
yondeki biikilme durumuna goére 3 derecede
siniflandirilir (Genccelep ve ark.2017).

Arqur ve bouletur konjenital ve edinsel olarak
sekillensede; konjenital olarak tendo kontraktiline bagh
daha sik sekillenir (Samsar ve Akin 2006). Etiyoloojik
nedenleri arasinda 6zellikle; gebelik sirasinda yavrunun
fotustaki pozisyonu ve bu pozisyondaki durus
bozuklugunun ekstensor, flexor kaslar Uzerindeki
dengesizligi 6nemli yer tutmaktadir (Samsar ve Akin
2006)

Bu calismada, Yeni dogan buzagilarda vyere
basamama veya bozuk bacak durus sikayeti ile hayvan
hastanesi cerrahi klinigine getirilen buzagilarin tendo
kisaligi olarak da bilinen arqure, bouletur ve
arthrogryposis vakalarinin degerlendirilmesi
amaglanmistir.

Metaryal ve Metod

Calisma materyalini Sivas Cumhuriyet Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Cerrahi klinigine
yere basamama veya bozuk bacak durus sikayeti ile
getirilen farklh yas, irk ve cinsiyette toplam 18 adet buzagi
olusturdu. Hasta sahiplerinden hastaliklarin olusumu
hakkinda bilgi alinarak elde edilen klinik bulgulara gore
buzagi hakkindaki bilgiler kayit altina alindi.

Hasta sahibinden alinan anamnez dogrultusunda
Ekstremite veya ekstremitelerde sekillenen anomaliler
klinik olarak muayene edildi. Klinik muayenede; Her
olgunun vicut isisi, nabiz ve solunum yoéniinden genel
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muayenesi yapildi. Anomali tespit edilen her bir olgunun
ilgili ekstremite veya ekstremitelerinin réntgeni cekildi.
Cekilen rontgen neticesinde bouletur, arqur ve
arthrogryposis olgularinin derecelendirilmeleri yapildi.

Klinik ve radyolojik muayene bulgularina gore
konservatif sagaltim olarak ektremitelerde gozlenen
hafif ve orta derecedeki fleksor tendo kontraktirlerinin
sagaltiminda genel olarak polivinil klorir (PVC) destekli
bandajlar uygulandi. Bandajlar 10 giin siire ile yerinde
kaldi ve 10. giiniin sonunda hayvanin yere basisina gore
gerek gorilen olgularda PVC destekli bandaj yenilendi.
ileri dereceli bouletur ve Orta dereceli arqur olgularina
ise operasyon vyapildi. Operasyona alina olgularin
anestezisi, Xylazine hydrochloride’in (Rompun, Bayer,
0,2 mg/kg mg/ml) intramuskiler enjeksiyonundan sonra
kontraktlr tespit edilen flexor tendo bdlgesinin lokal
olarak lidokain HClI (Adokain, Sanovel, 20 mg/ml)
enjeksiyonu ile lokal infiltrasyon anestezisi saglanarak
operasyona alindi.
Operasyon Teknigi

Bouletur tanisi konulan 1 adet ve arqur tanisi konulan
3 adet olguda kontrakturli tendonun bulundugu deri
Uzerine 5-7 cm uzunlugunda ensizyon yapilarak deri alti
bag dokulari ve konjunktif dokular kit diseksiyonla ayirt
edildi; daha sonra kontraktirli tendo agiga cikartilarak
bir pens Uzerine alindi. Operasyonda ““Z” tenotomi
yontemi tercih edilerek kontraktir olan tendo “Z”
tarzinda ensize edilerek ikiye ayrildi. Serbest hale gelen
tendo uglari emilen dikis materyali ile birbirine sikica
tutturuldu. ““Z” tenotomisinden sonra tendovagina
strekli dikis ile kapatildi. Deri alti bag dokusuna surekli
dikis uygulandi. Deri emilemeyen dikis materyali ile basit
ayri dikisle kapatildi. Operasyondan sonra ilgili
ekstremite PVC destekli bandaja alinarak bandajin 1 ay
kalmasi saglandi.
Postoperatif Bakim

Hayvan sahiplerine operasyon sonrasi 3 giin siireyle 1
ml/10 kg metamizol (Difaljin, CEVA-DIF), 7 giin siireyle 4
ml /50 kg parenteral olarak penisilin+streptomisin
(Reptopen S, CEVA-DIF) uygulamalarinin yapilmasi,
ayrica destekleyici amacgla vitamin (A,D,E Vitamin)
enjeksiyonlari 6nerildi. Postoperatif olarak 10. giinde
deri dikisleri alindi ve ilgili bacak tekrar bandaja alindi.
Olgularin durumu hakkinda postoperatif 1 ay sireyle
hasta sahiplerinden bilgiler alind1.

Bulgular ve Tartisma

Bulgular

Cerrahi Klinigine yaslari 1-30 giin arasinda degisen
farkli irk ve cinsiyette yere basamama veya bozuk bacak
durus sikayeti ile toplam 18 adet buzagi getirildi. Yapilan
klinik ve radyografik muayeneler neticesinde 13 buzagiya
bouletur (%72,22) (Resim 1A, 2A), 3 buzagiya arqur
(%16,66) ve 2 buzagiya arthrogryposis (%11,11) (Resim
3A), tanist konuldu. Kas ve iskelet sistemindeki
anomaliye gore buzagilar irk yoniinden
degerlendirildiginde Montofon irki buzagilar 8 adet
(%44,44), Simental irki buzagilar 7 adet (%38,88) ve
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Montofon melez irki buzagilar 3 adet (%16,66) olarak
tespit edildi. Cinsiyete gore ise 12 buzaginin erkek, 6
buzaginin disi oldugu belirlendi. Irklara gore olgulara en
fazla Montofon (n=8, %44,44) irkinda rastlandi; bunu

Simental (n=7, %38,88), Montofon melez (n=3, %%16,66)
irki izledi. Cinsiyete gore ise olgularin erkeklerde (n=12,
%66,66) disilere oranla (n=6, %33,34) daha fazla
sekillendigi belirlendi (Cizelge 1).

Resim 1: A- Simental irki bir olguda gérilen bouletur (kirmizi oklar) olgusu. B- Olgunun PVC ile alinan destekli
bandaj uygulamasi gorintusi.
Figure 1: A- Bouletur (red arrows) case seen in a Simmental breed case. B- Image of the patient applying a
supported bandage taken with PVC.

Resim 2: Bilateral ileri dereceli bouletur sikayetiyle gelen bir olgunun, Z Tenetomi pre-operatif (A) ve operasyon
(B-C) goruntlsu.
Figure 2: Z Tenetomy pre-operative (A) and operation (B-C) images of a patient presenting with bilateral advanced
bouleture complaint.
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Resim 3: Artrogripozis olgusu klinik (A) ve radyografik gortintlsu (B).
Figure 3: Clinical (A) and radiographic appearance (B) of arthrogryposis case.

Cizelge 1. Konjenital tendo kontraktir olgularinin irk ve cinsiyete gére dagihmi, klinik bulgulari ve uygulanan tedavi sekli.
Table 1. Distribution of congenital tendon contracture cases according to race and gender, clinical findings and type of

treatment applied.

No Irk Cinsiyet Hastalik Kontraktirli Bolge Derecesi Tedavi

1 Montofon Erkek Bouletur Sag Topuk Orta PVC Bandaj

2 Montofon Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Orta PVC Bandaj

3 Montofon Disi Bouletur Sag Topuk Hafif PVC Bandaj

4 Simental Disi Bouletur Sag Sol Bilek ileri Z Tenetomi+ PVC Bandaj
5 Montofon M.  Erkek Bouletur Sol Topuk Hafif PVC Bandaj

6 Montofon Disi Argur Sag Sol Carpal Orta Z Tenetomi+ PVC Bandaj
7 Simental Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

8 Montofon M.  Erkek Arqur Sag Sol Carpal Orta Z Tenetomi+ PVC Bandaj
9 Montofon Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

10  Simental Disi Artrogripozis  Sag Sol Carpal ve Bilek ileri Operasyonu Edilemedi
11  Montofon Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

12 Montofon M.  Erkek Arqur Sag Sol Carpal Orta Z Tenetomi+ PVC Bandaj
13 Simental Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

14  Simental Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

15 Montofon Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Orta PVC Bandaj

16  Simental Disi Artrogripozis  Sol Topuk Hafif Operasyon Yapilmadi

17 Simental Erkek Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

18 Montofon Disi Bouletur Sag Sol Bilek Hafif PVC Bandaj

Klinik ve radyolojik muayeneleri neticesinde olgulari
siniflandirdigimizda 13 adet bouletur olgusunun 9’u hafif
3'li orta, 1'i ileri derecede, 3 adet arqur olgusunun orta
derecede ve 2 adet artrogripozis olgusunun ise hafif ve
ileri derecede oldugu tespit edildi (Cizelge 1).

Sagaltimda konservatif yontem olarak 12 adet
bouletur olgusuna (n:12) PVC destekli bandaj (Resim 1B)
uygulandi, operatif olarak 1 adet bouletur ve 3 adet
arqur olgularina ise “Z" tenotomi yapildi (Resim 2B-2C)
ve sonrasinda 30 gilin sire ile PVC destekli bandaj
uygulandi. Bandajlar 10 giinde bir agilarak dikis hatti
temizlendi ve tekrar bandaj yenilendi. Artrogripozis

olgularinda eklemlerde tam ankiloz sekillendigi goraldu
(Resim 3B) ve hayvan sahipleri 6nerilen operasyonu

kabul etmedigi i¢in herhangi bir tedavi ydntemi
uygulanmadi.
Tartisma

Konjenital anomaliler bitin hayvan tirlerinde

gorilmekle birlikte buzagi, kuzu ve oglaklarda daha sik
gorialmektedir. Konjenital anomalilerin ¢ogunlukla kas-
iskelet ve sindirim sisteminde sekillendigi ve bu anomaliler
arasinda en sik olarak arthrogrypposis, hydrocephalus,
kist dermoid, atresia ani et recti, arqure, bouleture, hernia
umblicalis, konjenital damak yarigi seklinde siralandigi
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belirtilmektedir (Yurdakul ve ark. 2020; Saglam ve ark.
2023).
Karabulut ve ark. 2001 yilinda yaptiklari calismada yeni

dogan buzagilarda rastlanilan anomaliler igerisinde
bouletur olgularinin 6nemli oranda yer tuttugunu
bildirmektedirler.  Yapilan bu c¢alismada tendo

kontraktiiriine bagh konjenital anomaliler icerisinde en
¢ok bouletur olgularinin %72,22 oraninda ilk sirada
goruldigi tespit edilmistir.

Buzagilardaki konjenital anomali olgulari {zerine
yapilan calismalarda irklar arasinda 6nemli bir farkin
bulunmadig bildirilirken (Saglam ve ark, 2023), Karabulut
ve ark. (2001), Han ve Durmus (2005); yaptiklari benzer
¢alismalarda konjenital anomalilerin  Montofon irki
buzagilarda daha fazla gorildagunia bildirmislerdir.
Yapilan bu calismada ise ekstremiteye bagh konjenital
anomalilerin en ¢ok Montofon irkinda gorilmesi
ekstremite anomalilerine Montofon irkinin daha yatkin
olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Buzagilarda kas ve iskelet sistemine yonelik anomali
olgulari Gzerine yapilan calismalarda (Ogurtan ve ark.
1997; Belge ve ark. 2000, Chakraborty ve ark. 2023)
anomalilerin erkeklerde disilere oranla daha fazla
gorildigu bildirilmektedir. Sunulan bu calismada erkek
buzagilarda (n:12), bouletur, arqur ve artrogripozis gibi
kas ve iskelet sistemine yonelik anomalilerinin disi
buzagilardan (n:6) daha ¢ok gorilmesinin sebebi olarak;
ilk defa kizginliga gelmis olan disi hayvanlarin iri yapili
erkek hayvanlar tarafindan gebe birakilmasi, gebelik
déneminde fotustaki erkek buzagilarin disi buzagilara
gore daha fazla kilo almasi fotus ile anne arasinda bir
agirlik esitsizligine yol agar ve bu durum; fétiisun rahim
icindeki olagan hareketliligini sinirlayarak kas ve iskelet
sistemine yonelik anomalilere yol acabilecegi ve bu
nedenle kas ve iskelet sistemine yonelik anomaliler

Uzerinde cinsiyetin  etkili  olabilecegi  seklinde
yorumlanabilir.
Konjenital fleksor tendo kontraktillerine bagl

anomaliler hafif, orta ve siddetli olmak Uzere g
derecede siniflandirilir (Saglam K, 2021, Vijay ve ark.
2021). Yeni dogan buzagilarin fleksor tendo kontraktiirt
Gzerine yapilan galismalarda arastirmacilarin ¢ogu hafif
formun daha ¢ok goruldigini bildirmektedirler (Nuh ve
ark. 2021, Saglam 2021). Sunulan bu ¢alismada; bouletur
olgularin 9’u hafif 3’4 orta, 1’i ileri derecede; arqur
olgularinin 3’UG orta ve artrogripozis olgularinin ise 1’i
hafif ve 1’inin ileri derecede oldugu goérildi. Bilateral
sekillenen hafif bouletur olgularinda buzagilarin simbik
uglariile ylriidigi ve ylriime esnasinda topugun yerden
yukarida oldugu tespit edildi. Orta dereceli olgularda
buzagilarin, simbigin sirt kisminda dik durabildigi ve
yardim almadan ayakta durabildigi, siddetli olgularda ise
buzaginin yan pozisyonda veya karin Ustl pozisyonda
yattigi ve genellikle ayakta durmakta ve ylrimekte
zorluk cektigi goralda.

Ektremitelerde gozlenen hafif derecedeki bouletur ve
arqur olgularinda PVC destekli ya da algilh bandajlar
uygulanarak sagaltimin yapilabilecegi, bandajlarla
iyilesemeyecek kadar ciddi olgularda ise tendolarda

yapilacak operasyonlarla sagaltimin
gerceklestirilebilecegi bildiriimektedir. (Han ve ark.
2005). Hafif derecedeki bouletur ve arqur olgularinda
buzagi ayakta duruyorsa herhangi bir spesifik tedaviye
ihtiyag duyulmadan iyilesmenin kendiliginden
saglanacagi belirtilmektedir (Anderson ve ark. 2008).
Sunulan bu calismada bouleture gézlenen olgularin 12 si
PVC destekli bandaj uygulamalari ile sagaltimlari
gergeklestirilirken, ileri derece bouleturlu bir buzaginin
ve 3 adet arqur olgularinin ise sagaltimi operasyonu
takiben PVC destekli bandaj uygulamalari ile
gerceklestirildi.

PVC destekli bandajlarin uzun siire kalmasi sonucu;
bandaj uygulanan bolgede kan dolasiminin az olmasi;
kaslarda atrofi ve ilgili ekstremitelerin saglikl
ekstremitelere gore daha vyavas gelisim gosterdigi
bilinmektedir. Sagaltim silreci boyunca bouletur
olgularinda belirtilen bu kompliksasyon durumlari ile
karsilasilmamis ancak arqure olgularinin post operatif
ikinci kontrollerinde (20. glin) 2 olguda ilgili kaslarda PVC
destekli bandaja bagh hafif zayiflik ve glgsuzlik tespit
edildi. Operasyon boélgesinin kontrollerinde ise 1 olguda
ensizyon hatti Uzerinde hafif enfeksiyon tespit edilirken
diger 2 olguda ise herhangi enfeksiyon belirtilerine
rastlanmadi.

Sonug

Sonug¢ olarak; yeni dogan buzagilarda fleksor tendo
kontraktillerinin erken teshis edilmesi tedavide olumlu
sonuglar vermektedir. Erken teshis ve tedaviye baslanilan
hafif ve orta dereceli bouletur olgularinda PVC destekli
bandajin tek basina yeterli olacagi, orta dereceli arqur ve
ileri derece bouletur olgularinda ise operasyonu takiben
PVC destekli bandajin sagaltimda basarili sonuglar
verecegi anlasiimistir.

Cikar Catismasi
Yazarlar gikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
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Comparison of Nutrient Composition and Relative Feed Value of Straw from
Different Rice Varieties with Varying Plant Heights
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine and compare the nutrient composition and relative feed value of
straw from rice varieties with different plant heights. Straw from three commonly cultivated varieties in Turkey,
Vasco (short-stemmed), Cammeo (medium-stemmed), and Efe (long-stemmed), was used (n=4). The results
showed that the nutrient content and feed value of rice straw varied significantly among varieties. The highest
crude ash (CA) content and the lowest crude protein (CP) content were found in the Efe variety (P<0.001), while
the lowest CA and the highest CP content were observed in the Vasco variety (P<0.001). The NDF and ADF
contents of the Vasco variety were lower than those of the Cammeo and Efe varieties (P<0.001). In terms of
relative feed value, the Vasco variety (75.05) stood out, while the Cammeo variety had the lowest value (61.71)
(P<0.001). In conclusion, the short-stemmed Vasco variety was found to have superior nutrient content and feed
value compared to the other straw varieties. In light of these findings, it is suggested that rice straw can be a
better alternative to wheat straw used in ruminant rations in cases of good quality roughage deficiency, but the
variety of rice straw to be used is important.
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Farkl Bitki Boylarina Sahip Celtik Samani Cesitlerinin Besin Madde Bilesimleri ve
Nispi Yem Degerlerinin Karsilastiriimasi

0oz

Bu ¢alismada farkli bitki boyuna sahip celtik gesitlerine ait samanlarin besin madde bilesimleri ve nispi yem
degerlerinin belirlenerek karsilastiriimasi amaglandi. Aragtirmada Turkiye'de yaygin olarak yetistirilen Vasco (kisa
sapli), Cammeo (orta sapli) ve(uzun sapli) isimli varyetelerden elde edilen samanlar kullanildi (n=4). Sonuglar,
celtik samanlari arasinda besin madde igeriginin ve yem degerinin varyeteye gére énemli 6lglide degistigini
gostermistir. Samanlar arasinda en yuksek ham kil (HK) ve en dusiik ham protein (HP) icerigi Efe gesidinde
bulunurken, en dustk HK ve en ylksek HP igerigi Vasco gesidinde tespit edildi (P<0.001). Vasco gesidinin NDF ve
ADF igerikleri, Cammeo ve Efe gesidine kiyasla daha dusik bulundu (P<0,001). Nispi yem degeri agisindan da
Vasco ¢esidi (75.05) 6ne gikarken, Cammeo cesidi en dustik degeri (61.71) gosterdi (P<0.001). Sonug olarak geltik
samanlari arasinda kisa boylu varyete olan Vasco’nun besin madde igerigi ve yem degeri agisindan diger saman
cesitlerine gore daha iyi oldugu tespit edildi. Bu bulgular 1siginda geltik samaninin, iyi kaliteli kaba yem eksikligi
durumunda ruminant rasyonlarinda kullanilan bugday samanindan daha iyi bir alternatif oldugunu ancak
kullanilacak geltik samaninin varyetesinin 6nemli oldugu kanisina variimistir.
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Giris

Celtik, bugdaygiller (Gramineae) familyasindan, Oryza
sativa L. cinsine ait tek yillik bir bitki thridir. Celtik
Uretiminin bir yan Urini olarak, hasattan sonra tarlada
kalan geltik samani diinya genelinde en fazla trretilen yillik
Grln kalintisi olarak bilinmektedir (Zhao ve ark., 2019).
Celtik samani, celtik ekiminin yogun oldugu Asya
Ulkelerinde, iyi kaliteli kaba yem eksikligi nedeniyle

ruminant beslemede kismen kullaniimaktadir. Ancak,
celtik samani diger bugdaygil samanlari gibi, yapisal hiicre
duvari komponentlerini (seliloz, hemiseliiloz, lignin)
yuksek oranda icermesi sebebiyle rumende yavas ve sinirli
diizeyde parcalanmaktadir (Béliikbas & ismail, 2018).
Ayrica oldukca dusik protein ve enerji igerigi, celtik
samaninin ruminant beslemede kullanimini
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sinirlamaktadir. Tirkiye’de ise bugdaygil samanlarindan
bugday, arpa, yulaf samanlari ayni amag¢ dogrultusunda
ruminant rasyonlarina katilirken geltik samani kullanimi
yaygin degildir (Boliikbas & ismail, 2018). Bunun baslica
ana sebepleri, Ulkemizde celtik Uretiminin diger tahil
Urinlerine  gore daha az olmasi, pazarinin
olusturulamamasi ve c¢eltik samaninin vyetistiriciler
tarafindan yeterince taninmamasidir. Bu durum, celtik
samanlarinin tarlada yakilarak kaynak israfina ve cevre
kirliligine yol agmaktadir.

Son yillarda celtik Gretiminde dane verimini ve
randimanini yikseltmek, kdk bogazi, celtik yanikligi gibi
hastaliklara direnci artirmak ve yetistirilen boélge
sartlarina uyum saglamak igin yapilan islah ¢alismalariyla
bircok yeni celtik varyetesi gelistirilmistir. Dilnyada
yetistirilen 40.000'in Gzerinde celtik cesidi
bulunmaktadir (TRA, 2020). Cevresel kosullar ve genetik
cesitlilige bagl olarak, bu varyetelerin samanlari besin
madde igerigi agisindan farklilik gésterebilmektedir (Van
Soest, 2006). Chowdhury ve ark. (1995), yedi farkli geltik
cesidine ait samanlarin (BR3, BR11, pasam, mala, maloti,
nizershail ve chandrashail) bazi besin maddelerinde
(ham protein, ham yag), hiicre duvari komponentlerinde
ve sindirilebilirliklerinde anlamli degisiklikler oldugunu
bildirmislerdir. Benzer olarak Rahman ve ark. (2010) alti
farkli geltik varyetesine ait samanlarin (Pajam, Nijershail,
Kablabadam, BR 11, BINA 5 ve BRRI 29) organik madde
sindirilebilirliklerinde ve ham protein dizeylerinde
anlamh farkhliklar oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calismalar gibi literatlirde bir¢ok celtik varyetesine ait
samanlarin arastirildigi goérilmektedir (Abou-EI-Enin ve
ark., 1999; Vadiveloo, 2003). Bununla birlikte Turkiye’de
yetistiriciligi yapilan celtik varyetelerine ait samanlarin
besin madde kompozisyonlarinin ve nispi yem
degerlerinin karsilastirmal olarak arastirildigi sinirh
sayida arastirma bulunmaktadir (Akay, 2022).

Bu ¢alismada, farkli morfolojik 6zelliklere sahip geltik
gesitlerinin  samanlari  kimyasal  kompozisyonlari
acisindan farkhlik gosterebilir hipotezi dogrultusunda,
Tirkiye'de yaygin olarak yetistirilen farkli sap boyutlarina
sahip kisa sapl (Vasco), orta sapli (Cammeo) ve uzun
saph (Efe) geltik gesitlerinin besin madde bilesimlerinin
ve nispi yem degerlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Yem materyali

Arastirmada; Samsun ilinde yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan, Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan tescil edilmis,
Vasco (kisa boylu varyete), Cammeo (orta boylu varyete),
Efe (uzun boylu varyete) gesitlerinden her bir saman gesidi
icin dort farkh numune (n=4) Samsun ili Bafra ilgesindeki
celtik yetistiricilerinin arazilerinden temin edildi. Calismada
kullanilan saman c¢esitlerinin bazi morfolojik 6zellikleri
asagida verilmistir.

Vasco

Bitki boyu 70-80 cm’dir. Dusiuk sayida vyaprak
icermektedir. Yapraklar dik ve yesil renklidir. Salkimlar yari
diistik yapidadir. Celtik taneleri sari renkli ve uzundur. Celtik

bindane agirhgi 33 g'dir. Olgunlasma siiresi 140-
145’gindr.

Cammeo
Bitki boyu 85-90 cm’dir. Bol yaprakhdir. Yapraklari yari dik
ve yesil renklidir. Salkimlar diisiik yapidadir. Celtik taneleri
sari renkli ve uzundur. Celtik bindane agirhg 42g'dir.
Olgunlasma stiresi 130-135’glinddir.

Efe

Bitki boyu 100-110 cm’dir. Orta dizeyde vyaprak
icermektedir. Yapraklar yari dik ve yesil renktedir. Salkimlar
yari dik yapidadir. Celtik taneleri sari renkli ve uzundur.
Celtik bindane agirligi 36-37 g’dir. Olgunlasma siresi 120-
125’glndr.
Cizelge 1. Vasco, Cammeo ve Efe cgeltik gesitlerine ait
samanlarin besin madde bilesimleri (% KM)
Table 1. Nutrient compositions of straws of Vasco, Cammeo

and Efe rice varieties (% Dry Matter)

Vasco Cammeo Efe P

Kuru 93,980,518 95,540,515 95,19+0,274 0.084

Madde

Ham Kiil 10£0,241° 13,880,273 15,97+0,052° <0.001
b

Organik 83,98+0,635 81,650,257 79,22+0,244¢ <0.001

Madde B

Ham 8,14+0,261° 3,98+0,058° 3,1+0,066° <0.001

Protein

NDF 67,1310,452°  71,93+0,56° 68,59+0,779° 0,001

ADF 44,6140,781°  52,89+0,649 51,36+0,285° <0.001

ADL 11,540,518 12,080,413 12,440,245 0.361

Cizelge 2. Vasco, Cammeo ve Efe cgeltik cesitlerinin
samanlarina ait kuru madde sindirimi, kuru madde tiiketimi
ve nispi yem degerleri

Table 2. Dry matter digestibility, dry matter consumption and
relative feed values of straws of Vasco, Cammeo and Efe rice
varieties

Vasco Cammeo Efe P
KMS, % 54,15+0,608° 47,740,505 48,89+0,222° <0.001
KMT,% 1,790,012 1,670,013  1,75+0,02° 0,001
NYD 75,05+1,086°  61,71+0,949° 66,330,858° <0.001
Kimyasal Analizler

Arazilerden toplanan saman numuneleri dncelikle 4
cm elekli patozda (Akarsan Y10, Turkiye) parcalandi;
daha sonra 1 mm elek ¢apina sahip degirmende
(Laborteknik, HD-702, Turkiye) o6gutllerek analizlere
hazir hale getirildi. Yemlerin kuru madde (KM) igerikleri
1050C'de 4 saat etlivde (Memert, UNB400, Germany)
kurutularak, ham kil (HK) icerigi ise 5500C’de 4 saat kil
firminda (Carbolite, ELF 11/14B, UK) yakilarak saptandi
(AOAC,1995). Azot (N) iceriginin saptanmasinda Kjeldahl
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metodundan yararlanildi (AOAC,1995). Ham protein ise
Nx6.25 formull ile hesaplandi. Yemlerin hiicre duvari
bilesenlerini olusturan nétr deterjan lif (NDF), asit deterjan
lif (ADF) ve asit deterjan lignin (ADL) icerikleri ise Van Soest
ve ark. (1991) tarafindan bildirilen yontemlere gore ANKOM
200 Fiber Analyzer (Ankom 200, Ankom Technology
Corporation, USA) cihazi kullanilarak analiz edildi.

Nispi Yem Degerinin Hesaplanmasi

Nispi yem degeri (NYD) tam ciceklenme evresindeki
yoncanin ADF (%41) ve NDF (%53) icerikleri temel alinarak
hesaplanmakta ve diger yemler icin de referans olarak
kabul edilmektedir. indekste 100 degeri altinda kalan
yemler disik kaliteli olarak degerlendirilirken, deger
arttikca yem kalitesi de yikselmektedir. Bu siniflandirmaya
gore, nispi yem degeri 150'nin lizerindeyse en iyi kalite, 125
ile 150 arasindaysa 1. kalite, 103 ile 124 arasindaysa 2.
kalite, 87 ile 102 arasindaysa 3. kalite, 75 ile 86 arasindaysa
4. kalite, ve 75'in altindaysa 5. kalite olarak siniflanir. Nispi
yem degeri icin gerekli formiller Van Dyke ve Anderson
(2000)’den uyarlanarak asagida belirtilmistir.

-Nispi yem degerini hesaplamak icin oncelikle
samanlarin ADF degeri kullanilarak kuru madde sindirimi
(KMS) belirlendi.

%KMS = 88.9 - (0,779 x %ADF)

-Kuru madde tiiketimi (KMT)
hesaplandi.

%KMT =120/ NDF

-Nispi yem degerini (NYD) hesaplamak i¢in KMS ve KMT
degerleri asagidaki formiilde yerine konuldu.

NYD = (%KMS) x (%KMT) x (0,775)

istatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilen verilerin istatistikleri SPSS
14.01 (IBM, USA) istatistik paket programi kullaniimistir.
Kolmogorov-Smirnov testine gore verilerin normal
dagilimi ve Levene Testi ile de varyanslarin homojenligi
tespit edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonli
varyans analizi, gruplar arasindaki farkhliklari belirlemek
icin de Duncan Testi kullanilimistir.

NDF degerinden

Bulgular ve Tartisma

Bulgular

Arastirmada kullanilan geltik samani gesitlerinin besin
madde kompozisyonlari Tablo 1.”de sunulmustur. Celtik
samanlari arasinda en yiiksek HK igerigi ve en disiuk HP
icerigi Efe cesidinde tespit edildi (P<0.001). En disik HK
ve en yuksek HP icerigi ise Vasco cesidinde gozlendi
(P<0.001). Vasco gesidinin NDF ve ADF igerikleri, Cammeo
ve Efe cesidine kiyasla daha dusuk bulundu (P<0,001).
Tim ¢esitlerin ADL ve kuru madde igerikleri arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (P=0,835).

Degerlendirilen c¢eltik samani gesitlerinin  KMS
oranlart  %47.7-54.15 arasinda degisim gosterdi.
Samanlar arasinda ADF orani en disik olan Vasco
cesidinin en yiksek KMS degerine sahip oldugu
gozlenirken (P<0.001), Cammeo ve Efe gesitlerinin KMS
degerleri benzerlik gésterdi. KMT degeri bakimindan ise
Cammeo ¢esidinin Efe ve Vasco gesitlerine kiyasla daha

disik oldugu KMT degerine sahip oldugu gozlendi
(P=0,001).

Samanlara ait NYD degerleri 61.71- 75.05 araliginda
olarak bulunmus olup, en yiiksek Vasco gesidinde (75.05)
en disik Cammeo c¢esidinde (61.71) tespit edildi
(P<0.001).

Tartisma

Dinyanin farkli bolgelerinde vyetistiriciligi yapilan
bircok celtik varyetesi bulunmaktadir. Bu varyetelere ait
samanlarin  kimyasal kompozisyonlarinda farkliliklar
gozlenebilmektedir. Calismada Efe ve Cammeo
cesitlerine ait samanlarin ham protein (HP) degerleri
literaturdeki bircok ¢alismada bildirilen celtik samani
varyetelerinin HP degerleri ile (%3-6) uyumluluk
gostermektedir (Agbagla-Dohnani ve ark., 2001;
Syahniar ve ark., 2018; Vadiveloo ve Fadel, 2009). Diger
yandan kisa boylu ¢esit olan Vasco’nun HP degeri (%8.14)
literatirde yer alan klasik ¢eltik samanlarina ait HP
degerlerine kiyasla yliksek bulunmustur. Bu bulgular
Akay (2022)'in Vasco gibi italyan koékenli kisa boylu
varyetelerin HP degerlerinin Cammeo ve Efe gesitlerine
kiyasla daha yiksek oldugunu gosteren calismasiyla
uyumluluk gostermektedir. Vasco gibi kisa boylu
varyetelerin yetistiriciliginde daha yilksek oranda azot
uygulamalari yapilmaktadir. Azot, bitkiler icin temel bir
besin maddesidir ve protein sentezinde énemli bir rol
oynar. Daha fazla azot, bitkilerin daha fazla protein
Gretmesine ve dolayisiyla daha yuksek HP degerlerine
sahip olmasina neden olabilir. Vasco'nun yiksek HP
degeri, yetistirilirken aldig1 yiksek azot miktariyla iliskili
olabilir.

Vasco, Cammeo ve Efe samanlarin HK igerikleri
sirasiyla %10.0, %13.88 ve %15.97 olarak bulunmustur.
Bu degerler, Kaliforniya cesitleri i¢in ortalama %18.6
(Abou-El-Enin ve ark., 1999) ve Asya cesitleri (Nakashima
ve @rskov, 1990; Vadiveloo ve Phang, 1996) igcin
ortalama %16.6 olarak bildirilen HK degerlerine kiyasla
daha distktir. Bu durum Avrupa cgesitlerinin daha diisiik
silika icerigine sahip olmasindan kaynaklandig
distnilmektedir (Van Soest, 2006). Ayrica ¢alismada en
dustk HK icerigi Vasco cesidinde tespit edilmistir. Celtik
samanlarinda silika sap kisimlarina kiyasla yapraklarda
daha yiksek oranda bulunmaktadir (Agbagla-Dohnani ve
ark., 2003). Kisa varyeteler uzun varyetelere kiyasla daha
az yapraklihkla karakterizedir. Bu sebeple ¢alismada en
kisa c¢cesit olan Vasco’nun HK igeriginin diger
varyetelerden daha dislik olmasi, yaprak oranininin
distk olmasindan kaynaklandigi distniilmektedir.

Agbagla-Dohnani ve ark. (2001) 15 farkli Avrupa cesit
celtik samani karsilastirdigi calismada NDF igeriklerinin
%76.3 ile %81.4 arasinda, ADF igeriklerinin ise %44.5 ile %
53.1 arasinda tespit etmislerdir. Calismamizdaki gesitlerin
ADF degerleri bu c¢alismayla benzerlik gosterirken NDF
degerleri daha dislik seyretmistir. Ayrica Vasco, Cammeo
ve Efe cesitlerinin NDF ve ADF icerikleri Akay (2022)'1n ayni
cesitler icin bildirdigi degerlerden daha yiiksek seyretmistir.
Diger yandan calismamizda cesitlere ait NDF ve ADF
icerikleri Ravi ve ark. (2019)’'nin Hindistan orjinli 15 farkl
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celtik samani gesidinde tespit ettikleri degerlerle benzerlik
gostermektedir.

Sunulan c¢alismada Vasco, Cammeo ve Efe celtik
samanlarinin  ADL icerikleri Agbagla-Dohnani ve ark.
(2001)’nin 15 farkh Avrupa cesit ¢eltik samanlarinda tespit
ettikleri ADL igerikleriyle benzerlik gbstermektedir. Ancak
literattirdeki verilerin biyiik cogunlugunu olusturan Giiney
Asya ve Uzakdogu cesitleriyle yapilan calismalarda celtik
samaninin kuru maddede lignin igeriginin <%8 oldugunu
bildirilmektedir (Vadiveloo ve Phang, 1996; Jahromi ve ark.,
2010; Ravi ve ark., 2019). Bu bulgular Van Soest (2006)’in
Avrupa cesitlerinin daha yiksek lignin icerdigi bulgusunu
desteklemektedir.

Celtik samani yiiksek NDF ve ADF igerigine sahip oldugu
icin nispi yem degeri (NYD) oldukga dustktir. Akay (2022)
Vasco, Cammeo ve Efe cesitlerine ait samanlarin NYD
degerlerini sirasiyla 77.86, 78.97 ve 81.35 olarak bildirmis
ve bu NYD degerlerine gére celtik samanlarini 4. kalite
olarak siniflandirmistir. Ancak sunulan ¢alismada Cammeo
ve Efe cesitlerinin nispi yem degerleri Akay (2022) ‘nin
bildirdiginden daha disik, Vasco cesidi icin benzerlik
gostermis olup calismadaki bulgular dogrultusunda bu
cesitlere ait samanlarinin 5. sinif yem degerinde oldugu
degerlendirilmistir. Bu farklilik celtik samaninin yem degeri
Gzerine etkili olan ¢ok sayida degiskenden kaynaklanmis
olabilir. Ornegin, azot uygulamalari, ekim yogunlugu ve
hasat zamanlamasi gibi agronomik yontemler dogrudan
bitkinin besin kompozisyonunu ve dolayisiyla samanin yem
degerini etkileyebilir. Ayni zamanda, ¢evresel faktorler olan
toprak tird, su kaynagi ve iklim kosullari gibi unsurlar da
cesitlerin gelisimi Gzerinde belirleyici rol oynamaktadir.
Bununla birlikte diger bugdaygil samanlari ile yapilan
calismada Yavuz (2005) bugday samaninin NYD degerini
48.6 olarak bildirmistir. Bu calisma degerlendirildiginde
celtik samanlarinin bugday samani ile kiyaslandiginda daha
yiksek NYD degerine sahip oldugu gézlenmektedir.

Sonug

Bu ¢alisma, Vasco, Cammeo ve Efe gibi farkli celtik
cesitlerinin saman kalitesindeki farkliliklari incelenmistir.
Elde edilen sonuglar, ¢esitler arasinda besin madde
kompozisyonu ve nispi yem degeri (NYD) agisindan énemli
farkliliklar oldugunu gostermistir. Ozellikle Vasco gesidi,
yuksek HP icerigi ve disuk lif oranlar ile dikkat cekmis, bu
da onun daha yiksek NYD degerine sahip olmasini
saglamistir. Bu bulgular, c¢eltik samaninin ruminant
rasyonlarinda kullanim potansiyelini artirmak igin cesit
seciminin 6nemini vurgulamaktadir.

Arastirma, geltik samaninin genel olarak disiik kaliteli
yem olarak degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur;
ancak, islah calismalari ve cevresel faktorlerin etkin
yonetimi ile bu durumun iyilestirilebilecegi belirtilmistir. Bu
calisma, celtik samaninin kullanimini artirarak kaynak
israfini dnlemek ve gevre kirliligini azaltmak amaciyla gesitli
celtik cesitlerinin  detayli incelenmesinin  gerekliligini
onermektedir. Calismada elde edilen sonuglar, celtik
samaninin bugday samani gibi diger tahil samanlarina
kiyasla genellikle daha yilksek protein icerigi ve disuk lif
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icerikleri sunabilecegini gostermistir. Bu yaklasim, Tirkiye
gibi kaliteli kaba yem eksikliginin yasandigi kosullarda, geltik
samaninin ruminant beslemede diger bugdaygil samanlari
yerine kullanilabilecegini desteklemektedir.
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ABSTRACT

In this study, the antiviral effect of stevioside contained in stevia, a popular plant of recent years, which has
previously been shown to be antiviral on human viruses, on BPIV-3 was investigated for the first time. With the
new data obtained, it was revealed whether stevioside could be an option in the fight against BPIV-3 infection,
which causes significant losses in terms of the national economy and cannot be controlled by vaccination. For
this purpose, the nontitotoxic dose of stevioside in MDBK cell culture was determined by cytotoxicity test and
the antiviral effect of stevioside on BPIV-3 was determined by titration test in BPIV-3 titers treated and untreated
with stevia. According to our results, it was determined that stevia showed an antiviral effect by decreasing the
titer of BPIV-3 produced in MDBK cell culture from 10-3.7/0.1ml to 10-1/0.1ml and 100/0.1ml, respectively, when
applied at 10pumol/L and 5000 umol/L, which was measured as noncytotoxic dose.
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Bu galisma ile daha 6nce insan viruslari Gzerinde antiviral etkinligi gosterilmis olan son yillarin popliler bitkisi
stevianin icerigindeki steviosidin BPIV-3 (izerindeki antiviral etkisi ilk kez arastirildi. Ulke ekonomisi agisindan
onemli kayiplar olusturan ve asi ile istenilen kontroliin saglanamadigi BPIV-3 enfeksiyonu ile miicadelede
steviosidin bir secenek olup olamayacagi elde edilen yeni verilerle ortaya koyuldu. Bu amagla steviosidin MDBK
hiicre kultiriindeki nonsitotoksik dozu sitotoksite testi ile belirlendikten sonra BPIV-3 iizerindeki antiviral etkisi
stevia ile muamele edilen ve edilmeyen BPIV-3 titreleri titrasyon testi ile belirlendi. Elde ettigimiz sonuglara gore,
stevianin 10 umol/L ve nonsitotoksik doz olarak 6lgiilen 5000 umol/L oranlarinda uygulandiginda, MDBK hiicre
kaltirinde uretilen BPIV-3’lin titresini 10-3.7/0.1 ml’ten sirasiyla 10-1/0.1 ml ve 100/0.1 ml'ye dusirerek
antiviral etki gosterdigi tespit edildi.
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Tibbi bitki olarak kabul edilen Stevia rebaudiana,
Asteraceae ailesine ait ¢ok yillk kictuk bir calidir.
Paraguay'in kuzeydogusundaki Amambay bolgesine 6zgi
olmakla birlikte 2012 yilindan beri Antalya, Adana, Rize,
Burhaniye, Soke, Yalova, Hatay ve izmir' de uretimi
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yapilmaktadir. Son yillarda adini siklikla duydugumuz dogal
tatlandirici bir bitki olan stevia yiiksek oranda fenol,
flavonoid ve antioksidan aktivite icerir (Taleie ve ark., 2012).
Stevianin  antibakteriyel, antiseptik, antihipertansif,
antifungal, antienflamatuar ve antitiimoral etkinligi oldugu
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son yapilan calismalarla ortaya koyulmustur (Mathur ve
ark., 2017; Momtazi-Borojeni ve ark., 2017; Ranjan ve ark.,
2011; Verma ve ark., 2019). Yapilan bilimsel ¢alismalarla,
stevianin virus replikasyonunu onledigini ve virus
adsorpsiyonu, penetrasyonu ve hiicreler arasindaki yayilimi
engelleyerek antiviral aktivite gosterdigi de bildirilmistir.
(Ceole Ligia ve ark., 2018; Kedik ve ark., 2009; Sharma ve
ark., 2021; Takahashi ve ark., 2001).

Sigir parainfluenza virusu tip 3 (BPIV-3), sigir
herpesvirus tip-1 (BHV-1), bovine respiratuar sinsityal
virus (BRSV) ve bovine viral diyare virusu (BVDV) gibi
patojenlerle birlikte sigirlarin solunum sistemi hastaliklari
kompleksi (BRDC) igerisinde yer alan 6nemli bir viral
etkendir (Fulton ve ark., 2017). Son klasifikasyonda Bovine
respirovirus olarak isimlendirilen bovine parainfluenza 3
virusu (BPIV-3), Paramyxoviridae ailesinin
Orthoparamyxovirinae alt ailesinin Respirovirus cinsi
icerisinde siniflandiriimaktadir. Yapilan arastirmalar ile
BPIV-3 enfeksiyonunun tiim diinyada ve ulkemizdeki
varhg bircok kez ortaya koyulmus ve sigirlarda
enfeksiyonunun varligi ile ilgili Ulkemizin  farkh
bolgelerinde yapilan arastirmalarda ise %18-91.1 arasinda
degisen oranlarda seroprevalansin oldugu belirlenmistir
(Gay & Barnouin, 2019; Gumisova ve ark., 2007; Gdr,
2019; Leal ve ark., 2019; Yazici ve ark., 2019). Ulkemiz besi
ve siit sigin yetistiriciligi icin bliylik bir Gneme sahip olan
BPIV-3, lilke ekonomisi lzerinde olusturacagi potansiyel
risk nedeniyle buyik bir tehdit unsurudur (Gumusova ve
ark., 2007). Yapilan literatir taramalarinda, stevianin
BPIV-3 Uzerindeki antiviral etkinligini gosteren bir
arastirmaya  rastlanilmamasi  sebebiyle  yaptigimiz
calismada, sigirlarda 6nemli solunum sistemi semptomlari
ve ekonomik kayiplara sebep olan BPIV-3 (izerinde
steviosidin antiviral etkisi, ticari olarak saflastiriimis stevia
preparati kullanilarak in vitro ortamda arastiriimistir.

Materyal ve Yontem

Yapilan c¢alisma, in vitro deney ortaminda
gerceklestiriimesi sebebiyle hayvan deneyleri yerel etik
kurul (HADYEK) iznine tabii degildir.

Hiicre kiiltiirii ve Virus izolasyonu

BPIV-3’ nin izolasyonu, titrasyonu ve steviada
sitotoksisite testleri icin Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakiltesi Viroloji Anabilim Dali stoklarinda
bulunan Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre hatti
ve Bovine parainfluenza virus 3 Genotip C (BPIV-3c)
(MH357343) kullanildi. MDBK hiicre slspansiyonu
hazirlamada ve virus inokulasyonunda kullanilacak
MDBK hiicrelerini Gretmek icin MDBK hiicre stoklarinin
koyuldugu hiicre kiiltiirt flasklari (25 ve 75 cm2) igerisine
hicrenin Uretilecegi flask hacminin %10’u oraninda MEM
hiicre Uretme vasati (%10 fotal dana serumuve %1
antibiyotik soltisyonu) ilave edildi ve hucreler 37°C'lik
etlive koyularak her giin hiicre kiltiiri mikroskobunda
(Olympus, CKX41, Japonya) kontrol edildi. Flask
tabaninin  yaklasik %80’ ini kaplayan hiicrelere
adsorbsiyonlu yontemle DKID50 degeri 10-3.5/0.1ml
olan BPIV-3 inokulasyonu yapildi.

Stevianin Non-sitotoksik Dozunun
Hesaplanmasi
Stevia ekstrakti SigmaAldrich (Cat. No: 06295001-
500MG, USA) firmasindan temin edildi ve Stevianin
MDBK hcrelerindeki sitotoksik etkisi, Cell Counting Kit-
8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak Uretici firmanin
talimatlari dogrultusunda arastirildi. Bu baglamda 96
kuyucuklu mikropleytlere mililitresinde 1x106 MDBK
hiicresi iceren hiicre slspansiyonundan 50 pl ilave
edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan MEM vasati icerisinde hazirlanan, stok
stevianin farkh konsantrasyonundan (10, 20, 50, 100,
200 ve 5000 umol/L) 50 pl, kontrol icin hazirlanan
kuyucuklara ise 50 pl hiicre liretme vasati ilave edilerek
pleytler 37°C’ lik etivde 24 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda etlivden alinan kuyucuklarin icerisindeki stevia,
pipet yardimi ile hiicreye zarar vermeden alinip, CCK-8
sollisyonundan 10 pl eklendi ve 37°C de 2 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda pleytler optik yogunlugu
(OD) 450 nanometre (nm) olan mikropleyt okuyucuda
(Tecan infinite F50) okundu. Bu islem 3 kez tekrarlandi ve
stevianin non sitotoksik dozu “[(OD test-OD blank)/(OD
kontrol-OD blank)]x100” formiliine gére hesaplandi.

Mikrotitrasyon testi

Nonsitotoksik  dozda  stevia  uygulanan ve
uygulanmayan BPIV-3’ {in doku kiltira enfektif dozunun
(DKID50) hesaplanmasi igin mikrotitrasyon testi yapildi
(Frey & Liess, 1971). Bu amagla virusun logl0 tabanina
gore hesaplanarak bir seri sulandirmasi yapilip her
sulandirma i¢in mikrotitrasyon pleytinin 4 géziine 100’er
pl koyuldu. Ayniislem non toksik konsantrasyonlarda (10
ve 5000 umol/L) stevia ile 24 saat inkube edilen BPIV-3
icinde tekrarlandi. Takiben sulandirmalarin tizerine ml’
sinde 300.000 (3x105) canli hticre bulunan hiicre
stispansiyonundan 50 ul ilave edildi. Hicre kontrol
olacak 4 goze 100 pl vasat ve 50 pl hiicre siispansiyonu,
virus kontrol olacak 4 goze ise 100 pl virus ve 50 ul hiicre
siispansiyonundan  koyuldu. Mikrotitrasyon pleyti
37°C'lik etive kaldirildi.  Mikrotitrasyon pleytleri
mikroskop altinda CPE olusumlari yoniinden her giin
gozlemlendi ve virus kontrolin 4 goéziinde de CPE
olustugunda test sonuglari degerlendirildi. Sonuglar
Spearmann-Kaerber metoduna gore hesaplandi
(Thrusfield, 2005).

istatiksel Analiz

Sitotoksisite denemelerinden (li¢ tekrar) elde edilen
verilerin ortalamasi alindi. Ayrica kontroller ve stevianin
farkli dozlarinin uygulandigi BPIV-3’ lerin viral yuk
farkhliklari ise titre olarak ifade edildi.

Bulgular ve Tartisma

BPIV-3 inokulasyonu
MDBK  hiicrelerine  adsorbsiyonlu  ydéntemle
inokulasyonu  yapilan  BPIV-3,  hiicre  kultiird

mikroskobunda kontrol edildi ve 24, 48 ve 72. saatteki
gorintileri fotograflandi. Fotograflar Resim 1'de
gosterildi.
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Resim 1. BPIV-3’lin MDBK hiicre kiltiirtinde (a) 24., (b) 48., (c) 72. saat gorlintlsi ve MDBK hiicre kontrol (d) (40X Blyttme)
Figure 1. (a) 24th, (b) 48th, (c) 72nd hour image of BPIV-3 in MDBK cell culture and MIDBK cell control (d) (40X Magnification)

Stevianin Sitotoksisite Testi Sonuglari

Stevianin MDBK hiicrelerindeki (WST-8) canhlik testi
Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak
sitotoksik etkisi belirlendi. Bu amagla BPIV-3’ {in 6nce 10,
20, 50, 100, 200, 5000 pmol konsantrasyonlardaki
sitotoksisitesi 6l¢lildii ve % 97 oraniyla yaklasik hiicre
kontrol diizeyinde bir canlilikla hiicre igin non sitotoksik
oldugu saptandi. Maksimum doz i¢cin 5000 pumol den
baslayarak saf steviaya kadar farkli sulandirmalarla

yapilan canlilik testlerinde 5000 pmol sulandirmada %
95 oraninda canlilik saptanirken 5000 umol'den sonraki
sulandirmalarda stevianin yiksek konsantrasyonda
hiicre ylzeyine ¢okmesi dolayisiyla sitotoksisitesi
olcilemedi ve bu nedenle maksimum ve minimum
nonsitotoksik doz olan 10 ve 5000 umol sulandirma
basamaklarindaki canliliklar canli hiicre sayimi ile de
dogrulanarak antiviral etkinlik icin nonsitotoksik doz
olarak segildi. Test sonucundaki hiicre sag kalim
oranlari Resim 2’'de gosterildi.

m Kontrol

M Stevia

94 A

93 A

1k

10pmol 20pmol 50pmol

100pmol

200pmol  5000pmol

Resim 2. Stevianin MDBK hiicre kiltiiriinde yapilan sitotoksisite testi sag kalim oranlari
Figure 2. Survival rates of stevia cytotoxicity test performed in MDBK cell culture
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Mikrotitrasyon Testi Sonuglari

Farkl stevia konsantrasyonlari ile muamele edilen
ve edilmeyen BPIV -3’lin mikrotitrasyon testi sonunda,
stevia uygulanmayan BPIV-3’lin enfeksiyozite giici 10-
3.7 /0.1 ml olarak saptanirken farkl
konsantrasyonlarda (10-5000 umol/L) steviosid
uygulanan BPIV-3’lGn enfeksiyozite glicinin ise 10
pumol/L steviosid uygulanan BPIV-3'de 10-1/0.1 ml’ ye
distigl, 5000 umol/L stevia uygulanan BPIV-3’de ise
virus Uremesinin tamamen ortadan kalkarak virusun
inaktive oldugu belirlendi (Cizelge 1).

Cizelge 1. BPIV-3’in MDBK hiicre kiltirlinde stevia
uygulanmadan ve farkli dozlarda stevia uygulamasi
sonrasl enfeksiyozite giicl sonuclari

Table 1. Infectious potency results of BPIV-3 in MDBK cell
culture without stevia application and after different
doses of stevia application

UYGULAMALAR DKIDso DEGERLERI
BPIV-3 1037 /o1 ml

BPIV-3 + 10 pmol/, stevia 10Y/o1 ml

BPIV-3 + 5000 pmol/, stevia 10°/o,, ml

Stevia, insan saghgi icin birgok faydasi kanitlanmisg
olan, birincil ve ikincil metabolitler iceren bir bitkidir.
Stevianin antihipertansif, antidiyabetik, antioksidan,
antienflamatuar, antihiperlipidemik, antionkojenik,
antimikrobiyal ve antiviral etkileri bircok calisma ile
kanitlanmistir. Yapilan bir galismada, stevianin saglkli ve
kalorisiz olamasi nedeniyle seker yerine tatlandirici
olarak kullanilabilinecegi, bitkinin dogal olmasi sebebiyle
zararsiz oldugu ve sentetik bilesikler gibi toksik etkiye
sahip olmadigl icin de bircok hastaligin tedavisi veya
onlenmesi icin potansiyel bir bitki olabilecegi
bildirilmistir (Latarissa ve ark., 2020). Behl ve ark. (2021)
yilinda vyayinladigi derlemede birgok fitokimyasalin
viruslarla micadele etme potansiyeli oldugunu
bildirmistir. Bugiin, 6zellikle koronavirus pandemisi gibi
son dramatik olaylarin isiginda, yeni antiviral ajanlara
yonelik kritik bir ihtiya¢c olusmus ve antiviral aktiviteye
sahip yeni terapotik Urlinlere olan talep artmistir. Bu
sebeple, yeni potansiyel antiviral ajanlarin kesfedilmesi
ve gelistirilmesi icin bitkilerin bu amagla sistematik
olarak arastirilmasi  6nemlidir. Stevianin antiviral
etkinligine yonelik gesitli calismalar yapilmistir. Stevia ile
yapilan in vitro bir c¢alismada, S. rebaudiana'nin
yapraklarindan elde edilen iki ham polisakkarit olan,
‘crude faction’ (SFW) ve ‘homojen alkali fraksiyon’(SSFK)
nin, Herpes simpleksvirus-1’e (HSV-1) karsi antiviral etki
gosterdigi ortaya koyulmustur. Yapilan ¢alismada
polisakkarit SFW'nin %50 sitotoksik konsantrasyonu
(CC50) 275 g/ml’den ve SSFK’nin 1000 g/ml'den yiiksek
oldugu bulunmustur. Ortalama %50 etkili konsantrasyon
(EC50) degerleri sirasiyla SFW igin 0.3 g/ml ve SSFK igin
18.8 g/ml olarak tespit edilmistir. Arastirma sonucunda,
stevianin vero hicre kiltlrlerinde Gretilen HSV-1'in

replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Oliveiraa ve
ark., 2013). Rotavirus (izerinde stevianin antiviral
etkisine bakilan baska bir calismada ise stevia ve Sophora
flavescens (SV) 6zlerinin domuzlarda rotavirus tzerinde
antiviral etkiye sahip oldugu ve oral yolla verilen SV'nin
stevianin  bagirsak limeninde emilimini artirarak
rotavirus replikasyonunu inhibe edebildigi ve stevianin,
rotavirusun hicresel reseptorlere baglanmasini inhibe
ettigini in vitro olarak gostermistir (Alfajaro ve ark.,
2014). Stevia ile yapilan bir diger ¢alismada, 2000 pg/ml
dozunda  stevia  ekstraktinin  domuzlarin  viral
ensefalomiyelitisi virusunun UGremesini 0.5 pg/mli,
infeksiy6z rinotraheitis (IRT) virusunu 0.25 pg/ml ve
koronavirus 0.33 pg/ml DKID50’ ye, 4000 pg/ml dozda
stevia ekstraktinin ise, domuzlarin viral
ensefalomiyelitisi virusunu 0.75 pg, IRT virusunu 0.5 pug
ve koronavirusu 0.66 ug DKID50 ye dislrerek antiviral
etki gosterdigi bildirilmistir (Kedik ve ark., 2009). Sharma
ve ark. (2021) tarafindan zika virus Uzerinde stevianin
etkisinin arastinldigi bir diger calismada pentagalloil
glikoz ve steviosid gibi dogal sakkaritlerin yiksek
afiniteyle etkilesime girerek konakgi hiicreye virus girisini
inhibe ettigi ayrica, Parishin A ve steviosid bilesiklerinin
Zika virGsuna karsi potansiyel ilag olarak kullanilabilir
oldugu sonucuna varilmistir.

Stevia rebaudiana bitkisinden elde edilen steviosid
gibi bircok fitokimyasalin antiviral etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada MDBK hiicrelerinde
stevianin minimum ve maksimum non sitotoksik dozlari
olarak oOlgtilen 10 umol/Lve 5000 pmol/L dozlarinda
kullanildiginda, MDBK hicre kiltirinde Gretilen BPIV-
3’Un titresini 10-3,7/0.1 ml den sirasiyla 10-1/0.1 ml ve
100/0.1 ml’ ye dustrerek antiviral etki gosterdigi ve.
Kedik ve ark. (2009) ve Sharma ve ark. (2021) tarafindan
yapilmig olan galismalarin sonuglari ile benzer oldugu
ortaya koyulmustur. Yaptigimiz ¢alisma ile BPIV-3
virusuna karsi da stevianin potansiyel ila¢ olarak
kullanilabilecegi ve ileri arastirmalar gerektigi sonucuna
ulasiimistir.

Sonug

Bu calisma ile BPIV-3 Uzerinde antiviral ajan oldugu
gosterilen stevianin MDBK hicrelerindeki 6lgilebilen
maksimum nontoksik dozunun 5000 pumol oldugu ve in
vitro sartlarda BPIV-3’lin (iremesini durdurarak antiviral
etki gosterdigi belirlendi. Bu verilerden yola cikarak,
BPIV-3’lin neden oldugu enfeksiyonun tedavisinde
stevianin bir secenek olarak degerlendirilebilecegi,
ancak bu konuda hayvan deneylerinin yer aldigl
kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diisiintilmektedir.
Ayrica, ulke ekonomisi icin 6nemli yeri olan ve sigir
yetistiriciligi icin ekonomik 6nem tasiyan diger viral
hastaliklar icin de benzer c¢alismalarin yapilmasi
onerilmektedir.

Cikar Catismasi

Yazarlar gikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
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ABSTRACT

Untranslated regions (UTRs) of virus genomes are known to play crucial roles in the post-transcriptional
regulation of gene expression, including modulation of the transport of mRNAs out of the nucleus and of
translation efficiency, subcellular localisation and stability. Extensive research on the molecular profiling of
various diseases has revealed that the significance of untranslated regions of messenger RNAs (mRNAs) in
disease progression and susceptibility is greater than previously understood. Therefore, the methods utilised in
mapping and detecting these regions have aroused significant interest. Inevitably, further research is needed to
acquire a more comprehensive understanding of the mutations in these regions and their potential effects on
the progression of the disease. In this review, we focused on highlighting the methodologies used for detection
of untranslated regions. These tests are mainly Primer Extension Assay, S1 Nuclease Assay, RNAse Protection
Assay, and Rapid Amplification of cDNA Ends Assay. These assays serve the purpose of mapping the 5' and 3'
termini of an RNA and quantifying the amount of RNA by extending a primer using reverse transcriptase.

Keywords: 5' UTR, 3' UTR, RACE

Protein Kodlanmayan Bolgelerin (Utr) Rolii ve Bu Bolgelerin Haritalanmasinda
Kullanilan Baslica Yontemler
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oz

Viris genomlarinin protein kodlanmayan bdlgelerinin (UTR'ler), mRNA'larin ¢ekirdek disina tasinmasindan
translasyonun etkili gegmesine kadar ki stirecte ve gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde 6nemli
roller oynadigi bilinmektedir. Birgok viral hastaligin molekuler profilinin ortaya g¢ikarilmasi, mRNA'larin protein
kodlanmayan bélgelerinin predispozisyon ve patogenezde distinilenden daha 6nemli oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, bu bolgelerin haritalanmasi ve tespitinde segilecek yéntemler 6nem kazanmaya devam etmektedir.
UTR’de meydana gelen mutasyonlar ve bunlarin hastalik olusumuna etkileri hakkinda daha detayli bilgi
edinilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada, protein kodlanmayan bdlgeler ve bu bolgeleri haritalandirmak igin
kullanilan testler anlatilmaktadir. Bu testler Primer Extension Testi, S1 Nuclease Testi, RNAse Protection Testi ve
Rapid Amplification of cDNA Ends Test'i igermektedir. Bu testler, bir RNA'nin 5' ve 3' terminalini haritalamak ve
ters transkriptaz kullanarak bir primeri uzatarak belirli bir RNA miktarini 6lgmek igin kullaniimaktadir.

Anahtar Kelimeler: 5' UTR, 3' UTR, RACE
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Giris

5' ve 3' protein kodlanmayan bolgeler (UTR'ler),
hicresel homeostazin sirdirilmesi igin gerekli olan

transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinin  6nemli
noktalarinda goérev almaktadir. Bu siregler, belirli
dizenleyici unsurlarin mutasyonu veya vyanlis ifade

edilmesi sebebiyle ters gittiginde, gen ekspresyonunun
sonraki asamalarinda degisimlere yol agmaktadir
(Schuster ve Hsieh, 2019). Transkripsiyon sonrasi siiregler,
protein ekspresyonundaki varyasyonun yaklasik %60’ini
olusturmaktadir (Schwanhdausser ve ark.,2011).

5' ve 3' protein kodlanmayan bolgeler (UTR'ler), kritik
transkripsiyon sonrasi gen diizenleme siireglerini kontrol
eden mRNA alanlaridir. Transkribe edilen, ancak nadiren
translasyona ugrayan bolgeler olarak, 5' ve 3' UTR'ler, pre-
mMRNA isleme, mRNA stabilitesi ve translasyon baslatma
ile ilgili sayisiz diizenleyici unsur igerir.UTR'lerin gen
ekspresyonunu diizenlemedeki 6nemi, UTR'yi degistiren
mutasyonlarin  ciddi patolojiye yol acabileceginin
bulunmasiyla vurgulanmaktadir (Matoulkova ve ark.,
2012).

17


http://tvj.cumhuriyet.edu.tr/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Gozel and Tamer / Turkish Veterinary Journal, 6(1): 17-22, 2024

5' ve 3' UTR'lerin niikleotid kaliplari veya motifleri
spesifik RNA-baglayici proteinlerle etkilesime girebilir.
Bununla birlikte, DNA aracili diizenleyici sinyallerin aksine,
aktivitelerine esasen birincil yapilari aracilik eder. 5'
UTR'lerin ortalama uzunlugu cesitli taksonomik siniflarda
kabaca sabittir ve 100 ila 200 niikleotid arasinda degisirken,
3' UTR'lerin ortalama uzunlugu ¢cok daha degiskendir; bitki
ve mantarlarda yaklasik 200 nikleotidden insan ve diger
omurgalilarda 800 niikleotide kadar degisir. Hem 5' hem de
3' UTR'lerin uzunlugunun bir tdr icinde bir dlzine
nikleotitten birkag bine kadar ¢ok degiskenlik gostermesi
dikkat cekicidir (Pesole ve ark., 2001).

Bir mRNA'nin UTR'lerine karsilik gelen genomik bolge,
5' UTR'de 3' UTR'den daha sik olmak uzere intronlar
icerebilir. Bunlarin doku, gelisim asamasi veya hastalik
durumuna goére bol miktarda degistigi ve gen ifadesi
modelini 6nemli oOlclide etkileyebildigi gosterilmistir
(Grabowski ve Black, 2001).

5' ve 3' UTR dizilerinin baz bilesimi de farklidir; 5' UTR
dizilerinin G+C igerigi 3' UTR dizilerinden daha fazladir. Bu
fark, G+Cigerigi 5'UTR igin yaklasik %60 ve 3' UTR igin %45

olan sicakkanhh  omurgalilarin  mRNA'larinda daha
belirgindir (Pesole ve ark., 1997).
Tim mRNA boyunca bulunan 6zellikler c¢eviri

verimliligini etkileyebilir. 5' UTR'nin yapisal ozellikleri
mRNA translasyonunun kontroliinde o6nemli bir role
sahiptir. Hepsi glicli ve hassas bir sekilde dizenlenmesi
gereken bliylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri veya
proto-onkogenler gibi gelisimsel siireglerde yer alan
proteinleri kodlayan haberci RNA'lar genellikle 5' UTR'leri
ortalamadan daha uzundur. 3' UTR, sira ve boyut olarak
degiskendir; durdurma kodonu ile poli(A) kuyrugu
arasinda uzanir. Daha da 6nemlisi, 3' UTR dizisi, mRNA
donlisimind, stabilitesini ve lokalizasyonunu belirleyen
birka¢ dlzenleyici motifi barindirir; bu nedenle,
transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinin birgok yoniini
diizenlemektedir (Kozak, 1987).

Temel olarak, 3' UTR'ler hicrelerde iki 6nemli islevi
yerine getirir: Birincisi, 3' UTR'ler, ortak transkripsiyonel
mRNA'nIn islenme asamasinda bolinme ve
poliadenilasyon olusumunu saglar. ikincisi ise 3' UTR'ler,
hicrelerin cesitli transkripsiyon sonrasi mekanizmalar
yoluyla bir mRNA'nin sonraki agamalarda kaderini belirler.
Bu sureci cis-etikili elemanlar ve mRNA stabilitesini ve
translasyon etkinligini modile edebilen RNA baglayici
proteinler ile ortak bir sekilde yiritmektedir. Bélinme ve
poliadenilasyon, birincil transkriptlerin olgun mRNA'larin
elde edilmesi ve protein ekspresyonu icin temel adimlardir
(Mitschka ve ark., 2021).

5' UTR , mRNA'ya ribozomlarin baglanmasi ve
translasyonu diizenleyen mekanizmalarla ilgili birgok
sirecte kritik bir role sahiptir. 5' UTR ile translasyon
kontroll, dogrudan indiiksiyonla veya RNA baglayici
proteinlere (RBP'ler) baglanma yetenegini yok ederek
kaynaklanabilir. Bazi RBP'lerin 5' UTR'lere veya 3' UTR'lere
baglanarak pozisyona bagli bir sekilde UTR dizileri
Gzerinde farkli sekilde hareket edebilecegine dair kanitlar
vardir. Bu mekanizmanin ornekleri metazoan demir
dizenleyici proteinlerdir (IRP'ler). Bunlar 5' UTR'lerle
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etkilesime girdiklerinde mRNA translasyonunu inhibe
ederken, 3'UTR dizisine baglandiklarinda mRNA'nin
stabilitesini artirarak onu degradasyona daha az duyarh
hale getirirler (Kiihn, 2015).

Mikrodizilerin ortaya ¢ikisi ve glgli biyoinformatik
analiz, yalnizca yeni genlerin kesfedilmesine yol agmamis,
ayni zamanda mevcut genlerin analizi icin araglar da
saglamistir. Bu derlemedeki amacimiz ise yukarida
anlatilmis  olan protein  kodlanmayan bdlgelerin
haritalandirimasinda kullanilan testler hakkinda kisaca
bilgi vermektir.

Primer Extension Testi

Primer extension analizi ilk olarak P.K. Ghosh ve S.M.
Weissman tarafindan kesfedilmistir. Yeni bir gen icin
baslangic bolgesini belirmek amaciyla kullanilabilecek bir
yontem olarak 6nermislerdir (Ghosh ve ark., 1978).

Primer extension analizi, RNA transkriptlerinin 5'
uglarini haritalamak, RNA seviyelerini 6lgmek ve az
yogunlukta olan RNA tirlerini tespit etmek icin
kullanilmaktadir. Yontem, RNA'ya bagimli DNA polimeraz
olarak da bilinen ters transkriptazi kullanir. Tim DNA
polimerazlari gibi, bu enzim de hem kopyalanacak bir
sablona hem de genisletilecek bir primere ihtiyag
duymaktadir (Shumaker ve ark., 1996).

Primer extension testi, RNA yapisini ve ekspresyonunu
analiz etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikle RNA
analizi dort temel adimi igerir; (1) ilgilenilen transkriptleri
tamamlayici radyoaktif olarak isaretlenmis bir primerin
secilmesi ve hazirlanmasi, (2) bu primerin RNA'larin
tamamlayici bolgesine hibritlenmesi, (3) RNA'yl sablon
olarak kullanarak reverse transkriptaz ile katalize edilen
primerin uzatilmasi ve (4) poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ve ardindan otoradyografi kullanilarak uzatiimis
DNA dridnlerinin analizi. Primerin 5' ucundan sablonun
sonuna kadar olan nikleotit sayisi, bir jel lizerindeki
genisletilmis DNA'larin go¢ hizindan belirlenebilir. Primer,
bu RNA transkriptlerinin yogunlugunun dogru bir sekilde
Olcilmesini saglamak icin tamamlayici RNA'dan fazla
olmaktadir (Boorstein ve Craig, 1989).

Primer extension testindeki en buylk zorluk, ters
transkriptazin duraklamasina veya sonlanmasina neden
olan RNA bolgeleriyle karsilasilmasidir. Ortaya cikan "kisa
duraklar", jel lzerinde orta buyuklikte bantlar olarak
ortaya c¢ikar hem yorumlamayi giglestirir hem de
tamamen uzatilmig primerin verimini azaltir. Bu tir
sonlandirma bolgelerine, genis G-C bakimindan zengin
RNA uzantilari veya RNA icindeki ikincil yapilar neden
olabilir (Careyve ark., 2013).

S1 Niikleaz Testi

Aspergillus oryzae’den izole edilen S1 niikleaz, tek
sarmall niikleik asitleri 5'-fosfat ve 3'-hidroksil gruplari ile
mono ve oligoniikleotitlere spesifik olarak hidrolize eden bir
endodeoksiriboniikleaz ve bir endoribonikleazdir. Baz giftli
DNA ve RNA sarmallarinin fosfodiester baglari, tek sarmalli
nukleik asitlere gore daha yavas pargalanir (Berk, 1989).
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Temel S1 niikleaz haritalama teknigi, bir RNA ile etiketli
bir DNA probunun o RNA tiirliyle hibridize edilmesinden
ve hibridize olmayan bdlgeleri pargalamak igin Sl niikleazin
kullanilimasindan olusmaktadir. S1 nikleaz, eslesmemis
DNA ve RNA'yi pargalayarak, transkripsiyonel baslangig
bolgesinden ilk ekzon bdlgesine kadar RNA'nin
uzunluguna karsilik gelen bir parca ortaya cikaracaktir
(Smith, 1993).

Bu teknik, RNA transkriptlerini 6lcmek ve haritalamak
icin kullanilir. Ozellikle intronlari ve kopyalanan gen
bolgelerinin 5' ve 3' uglarini haritalayabilir. mRNA
miktarini  Olgebildiginden dolayr hiicredeki genin
transkripsiyon seviyesini belirleyebilir. Bunun disinda gift
sarmalli RNA'nin varligini algilayabildigi icin RNA girigsimini
de belirleyebilir (Clark ve Pazdernik, 2013).

Testin mantigi su sekildedir: Toplam hiicresel RNA gibi
karmasik bir RNA numunesi, kodlama dizisinin timana
veya bir kismini iceren, radyoaktif olarak isaretlenmis,
saflastirlmis  bir DNA parcgasina hibridize edilir.
Hibridizasyonun o6zgulliglinden dolay;, DNA "probu"
kompleks karisimda vyalnizca tamamlayici RNA'ya
hibritlenir. Hibridizasyonun ardindan reaksiyon Uriinleri,
hibrit yapilari stabilize eden tuz ve sicaklik kosullari altinda
niikleaz S1 ile parcalanir. S1 hem bir ribonilikleaz hem de
bir deoksiriboniikleaz oldugu icin hibritlesmemis RNA da
parcalanir. S1 direngli RNA etiketli DNA hibritleri daha
sonra etanol ¢okeltmesi ile geri kazanilir (Smith, 1993).

Reaksiyon sonunda, kalan DNA-RNA hibritleri daha
sonra jel elektroforezi ile ayrilir ve otoradyografi ile
gorsellestirilir.  Yontem, RNA'lari 6lgmek, intronlarin
konumlarini haritalamak ve klonlanmis DNA sablonlari
Gzerindeki mRNA’larin 5' ve 3' uglarinin konumlarini
belirlemek i¢in kullanilabilir (Green ve Sambrook, 2021).

S1 niikleaz bazen RNA/DNA hibridinin uglarini hafifce
bozabilir veya tek sarmalli bolgeleri tam olarak
parcalamayabilir. Sonug¢ olarak, S1 nikleaz yontemi,
primer extension testi kadar dogru sonug¢ vermeyebilir.
Bununla birlikte, primer extention testi bir transkriptin 3'
ucunu tespit edemez ve bunun igin en iyi yol S1 niikleaz
haritalamasidir.

RNASE Protection Testi

RNase Protection testi, 1980'lerin basinda, belirli bir
nikleotitte baslatilan MmRNA transkriptlerinin
nicellestirilmesinin tespiti icin gelistirilmistir. Metodun
daha sonraki yillarda transkripsiyon baslangi¢ yerlerini
tanimlamak icin de yararli oldugu kanitlanmis ve ayrica
RNA 3' uglarinin tasviri icin de kullanilabildigi tespit
edilmistir (Gilman, 1993).

RNase protection testi (RPA) sadece diisiik yogunlukta
ve dokuya 6zgli mRNA ekspre-syonunun kantitasyonu igin
degil, ayni zamanda ekzon - intron sinirlarinin
haritalanmasi, tran-skripsiyon baslatma ve sonlandirma
yerlerinin tespiti icin de kullanilan bir yontemdir. RPA
nispeten basit, ylksek oranda tekrarlanabilir ve son
derece hassastir. En 6nemlisi, hedef mRNA seviyelerinin
tespiti ve miktarinin belirlenmesi igin en glvenilir ydntem
olarak kabul edilmektedir. RPA'nin bir diger 6nemli

avantaji, coklu mRNA transkriptlerini ayni anda saptama
ve niceleme kapasitesi olmasidir. Ayni numunede birkag
MRNA'nin  eszamanh  6lgimi,  gelisim-sel  olarak
diizenlenen gen ekspresyonu calismalari ve koordineli
hicre igi sinyal yolaklarinin transkripsiyonel kontroliiniin
anlasilmasi icin yararli bir ara¢ saglamaktadir (Emery,
2007).

RNase (RPA), spesifik hiicresel mRNA'larin hizh tespiti,
haritalanmasi ve miktarinin belirlenmesi icin 6nemli bir
teknik olarak kullanilmaktadir. Bu teknik, ribonikleazlarin,
ayni kokenli hedef mRNA'ya hibridize edilmis bir radyo-
etiketli antisens RNA probunu bozulmamis halde
korurken, bir hiicresel mRNA havuzundan hibritlesmemis
tek sarmalli RNA'yl indirgeme yetenegine baglidir (Belin,
1996).

ilgili geni veya bunun bir kismini iceren bir DNA
segmenti, antisens RNA'nin sentezine yol agan bir plazmid
vektoriiniin klonlama bélgesine klonlanir. Plazmid, bir
restriksiyon enzimi ile ayrilir ve lineerlestirilmis plazmit
daha sonra uygun bakteriyofaj polimeraz ile kopyalanir.
Dahil edilmemis radyoetiket, amonyum asetat varliginda
tekrarlanan etanol ¢okeltmesiile RNA probundan cikarilir.
Antisens radyoetiketli RNA probunun fazlasi daha sonra
hicresel mRNA'ya hibridize edilir. Hibritlesmemis RNA,
serbest probu ¢ikarmak icin bir RNAse A ve T1 karisimi ile
parcalandiktan sonra, radyo-etiketli RNA:RNA hibriti,
denatlire edici poli-akrilamid jel elektroforezi ve
otoradyografi ile tespit edilir (Carey ve ark.,2013).

Bu teknigin, parvovirisler tarafindan Uretilen gesitli
alternatif olarak eklenmis RNA'lari haritalamak ve 6lgmek,
alternatif ekleme ve alternatif poliadenilasyon arasindaki
baglantilari anlamak icin kolay bir yontem oldugu
gosterilmistir Enfeksiyon sirasinda parvovirisler taraf-
indan Uretilen pre-mRNA'larin alternatif eklenmesi ve

poliadenilasyonunun incelenmesi icin RPA'lar
kullaniimaktadir (Venkatesh ve ark., 2012).

RNase protection prosedirli, primer extension
testine bir alternatif olarak o6nerilmektedir. Primer

extension ve RNase protection testi farkh prensiplere
dayandigindan ve farklh tipte den-eysel Uriinlere duyarh
oldugundan, bir transkripsiyon baslangic yerinin
belgelenmesi icin genel-likle her ikisinin de kullanilmasi
onerilmektedir. RNase protection testi, primer extension
testin-den daha fazla zaman alir, ancak 5' Rapid
Amplification of cDNA Ends testi (RACE) haricinde,
genellikle baslangi¢ yeri lokalizasyonu igin en hassas
yontemdir (Ma ve ark., 1996).

RNase protection testi prosediriinin birincil
dezavantaji, hibridizasyon ve parcalama kosullarinin
ampirik olarak belirlenmesi gerektiginden, yeni bir gen igin
tahlilin olusturulmasinin zor olabilmesidir. Ayrica radyo-
etiketli prob, istenmeyen RNase'a direngli drinler
Uretebilen kararh ikincil yapilarin olusumuna karsi
hassastir. Son olarak, yliksek spesifik aktiviteye sahip
radyoaktif isaretli problar, hizla radyolize maruz kalma
egiliminde olduklarindan yalnizca birkag giin kullanilabilir.
Bunun aksine, primer extension testi icin isaretlenmis
oligonikleotit primerleri genellikle bir aya kadar
kullanilabilir (Zhao ve ark., 2020).
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Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) Testi

RACE testini 1988 vyilinda Frohman ve arkadaslari
gelistirmistir. Bir cDNA molekiilin-deki tek bir kisa sekans
ile bunun bilinmeyen 3' veya 5' ucu arasindaki boélgenin
amplifikasyo-nunu ve klonlanmasini saglayan bu teknigin
bir uygulamasini tasarlamislardir. Burada, "cDNA uglarinin
hizli  amplifikasyonu" (RACE) olarak adlandirilan bu
stratejinin faydasini, erken fare embriyosunda dusik
yogunlukta eksprese edilen int-2 geninin transkriptlerini

temsil eden klon-lari elde etmek igin kullanarak
gostermislerdir (Zhang ve Frohman, 1997).
RACE, sirastyla mRNA ve cDNA ile baslayan

transkriptlerin uglarini ¢ogaltmak igin oncelikle RT-PZR
(Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) reaksiyonlarini kullanir.
RACE gerceklestirmek icin ilgili mMRNA'nin kismi veya tam
dizisi bilinmelidir. Bu, amplifikasyonlar i¢in kullanilacak
Gene Spesifik Primerleri (GSP'ler) olusturmak icin
gereklidir. Mesajin bilinmeyen ucundan 3' ucunun bilinen
bolgesine uzanan ikinci bir primer seti, poli (A) kuyrugu
(veya ekli bir homopolimer) tarafindan saglanirken, 5'
sonu ekli homopolimer kuyrugu igin kullanilir. “Klasik” ve
“yeni” RACE arasindaki ilk ve belki de en 6nemli fark
burada yatmaktadir. Klasik RACE'de, homopolimer, mRNA
ters kopyalan-diktan sonra eklenirken, "yeni" RACE'de
homopolimer, ters transkriptaz reaksiyonundan once
eklenir. Bu basit fark, tam uzunlukta olmayan Urinlerin
amplifikasyonunu ortadan kaldirir ve bu da transkripsiyon
baslangic yerlerini belirleme yetenegini bliyik o6lgude
gelistirir. MRNA, cDNA'ya ters transkribe edildikten sonra,
5' ve 3' uglari, gene 6zgii primerler ve RNA oligonikleotid
dizisinden (eklenmis homopolimer) tiretilen primerler
kullanilarak iki nested PZR kullanilarak amplifiye edilir.
Ardisik nested PZR kullanilmasi istenmeyen Urinlerin
amplifikasyonunu azaltmak igin 6nemlidir, ¢linkii her
reaksiyonda primerlerden sadece biri ilgilenilen gene
6zgl-dur ve digeri baslangic karisiminda bulunan tim
cDNA'lara baglanir (Yeku ve Frohman, 2011).

Baslangic mRNA karisimi, shrimp alkalin fosfataz
(SAP) ile defosforile edilir. Bu, bo-zulmus ve kapaksiz
mRNA'lari defosforile ederek, metillenmis "G" basliklari
bozulmamis tam uzunluktaki mRNA'lari  birakir.
Metillenmis "G" bashg daha sonra titlin asidi
pirofosfataz (TAP) ile gikarihr. TAP ile yapilan islem,
mRNA'nin fosforile edilmis 5' ucunu agiga ¢ikarir ve onu
baglayiclya veya homopolimere ligasyon igin hazirlar.
Dogrusallastirilmis bir plazmidin in vitro transkripsiyonu
ile hazirlanan kisa bir sentetik RNA, T4 RNA ligaz
kullanilarak kapaksiz 5' ve 3' uca baglanir. Bozunmus
veya diger tam uzunlukta olmayan mRNA, fosforile
edilmedik-leri  igcin  sentetik  oligonikleotid ile
baglanmayacaktir. mRNA-RNA oligonikleotit hibritleri
daha sonra bir GSP kullanilarak ters kopyalanir. Onceki
adimdan Uretilen tam uzunluktaki cDNA daha sonra 5' ve
3'uclarinda tam uzunluktaki cDNA uglarini ¢cogaltmak igin
kullanilabilen spe-sifik diziler igerir. Tam uzunluktaki
cDNA GrianlnlG yuksek ozgullikle cogaltmak icin iki
Nested PZR kullanilir (Frohman, 1990).
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Klasik RACE; 3' ug kismi cDNA klonlari olusturmak igin,
MRNA, 17 nt oligo (dT) ve ardindan birgok raporda bir
"anchor" primeri olarak gosterilen 6zglin bir 35 bazli
oligoniikleotit dizisi iceren bir "hibrit" primer kullanilarak
ters transkripsiyona tabi tutulur.Daha sonra amplifi-
kasyon, artik her bir ¢cDNA'ya 3' ucunda baglanan bu
sekansin (Qo) bir kismini iceren bir pri-mer ve ilgili genden
turetilen bir primer (GSPI) kullanilarak gergeklestirilir
(Fromont-Racine ve ark., 1993). Daha sonra spesifik
olmayan drinlerin  amplifikasyonunu bastirmak icin
"nested" primerler (Qr ve GSP2) kullanilarak ikinci bir
amplifikasyon donglisi gergeklestirilir. 5' uglu kismi cDNA
klonlari Gretmek, birinci sarmal Uriinleri olusturmak igin
gene 0zgli bir primer kul-lanilarak ters transkripsiyon
gerceklestirilir. Ardindan, terminal
deoksinlkleotidiltransferaz (TdT) ve deoksiadenozin
trifosfat (dATP) kullanilarak bir poli (A) kuyrugu eklenir.
Amplifikas-yon daha sonra, cDNA'nin ikinci sarmalini, Qo
primerini ve ters transkripsiyon icin kullanilanin
yukarisinda gene spesifik bir primeri olusturmak igin hibrit
primer QT kullanilarak gergeklestiri-lir. Son olarak,
0zgllligu artirmak icin nested primerler (Qr ve GSP2)
kullanilarak ikinci bir PZR donglisi seti gergeklestirilir
(Frohman, 1994).

Yeni RACE, "anchor" primerinin ters transkripsiyon
adimindan 6nce mRNA'nin 5' ucu-na baglanmasiyla Klasik
RACE'den ayrilir; dolayisiyla anchor sekansi, ancak ve
ancak ters transkripsiyon ilgili mRNA'nin tim uzunlugu
boyunca ilerlerse birinci sarmal cDNA'ya dahil olur. Yeni
RACE'e baslamadan 6nce, mRNA, buzagi bagirsak fosfatazi
(Crp) kullanilarak bir fosforilasyon adimina tabi tutulur. Bu
adim aslinda ugclarinda metil-G bashklari bulunan tam
uzunluktaki mRNA'lara higbir sey yapmaz; ancak uglarinda
kapaksiz olan bozulmus mRNA'lari defosforile eder. Bu,
sonraki ligasyon adimi sirasinda bozulmus RNA'y1 biyolojik
olarak inert hale getirir, clinki reaksiyonu yiritmek igin
fosfat grubu gereklidir. Tam uzunluktaki mRNA'lar daha
sonra tiitlin asidi pirofosfataz (TAP) kullanilarak agilir ve bu
da onlari aktif ve fosforile edilmis bir 5' ucuyla birakir. T4
RNA Ligaz kullanilarak, bu mRNA daha sonra lineer-
lestirilmis bir plazmitin in vitro transkripsiyonu ile
Uretilmis kisa, sentetik bir RNA oligo'ya baglanir. RNA
oligo-mRNA hibritleri daha sonra birinci iplikcikli cDNA'y
yaratmak icin gene 6zgli bir primer veya rastgele primerler
kullanilarak ters kopyalanir. Son olarak, 5' cDNA ugla-ri,
ilave gen-spesifik primerler ve RNA oligo dizisinden
turetilen primerler kullanilarak iki nes-ted PZR ile
amplifiye edilir (Volloch ve ark., 2011).

Yeni RACE yaklasimi ayrica 3' cDNA uglari olusturmak
icin kullanilabilir ve 6zellikle poliadenile olmayan RNA'lar
icin yararlidir. Kisaca, sitoplazmik RNA fosforile edilir ve
yuka-rida agiklandigi gibi kisa, sentetik bir RNA oligo'ya
baglanir. Oligonun RNA'nin 5' ucuna bag-lanmasi yukarida
vurgulanmis olmasina ragmen, RNA oligolari aslinda
sitoplazmik RNA'larin her iki ucuna da baglanir. Ters
transkripsiyon adimiicin, RNA oligo dizisinden tiretilen bir
primer kullanilir. Sitoplazmik RNA'larin 3' ucuna baglanan
RNA oligolarinin ters transkripsi-yonu, 3' ucuna eklenmis
RNA oligo dizisine sahip cDNA'larin vyaratimasiyla
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sonuglanir. 5"”ten 3’ yonine yonlendirilmis gene 6zgi
primerler ve Yeni RACE primerleri, 3'U ¢ogaltmak igin
nested PZR kullanilabilir (Tessier ve ark., 1986, Liu ve
Gorovsky 1993).

RACE klonlamasi birka¢ nedenden dolay avantajlidir.
ilk olarak, cDNA kitapliklarinin taranmasi, tek tek cDNA
klonlarinin elde edilmesi ve eksik dizinin mevcut olup
olmadiginin saptanmasi icin klonlarin analiz edilmesi
haftalar alir; bu metot kullanilarak, bu tir bilgiler birkag
glin icinde Uretilebilir. Sonug olarak, tam uzunluktaki
cDNA'lar retilip gozlemlenene kadar RNA hazirlama veya
ters transkripsiyon kosullarini degistirmek pratik hale
gelir. Ek olarak, genellikle bir ila birkag cDNA klonunun geri
kazanildigi kitaplik ekranlarinin aksine, RACE kullanilarak
esasen sinirsiz sayida bagimsiz klon dretilebilir (Wang ve
Young, 2003).

Sonug

Sonu¢ olarak, mRNA'larin protein kodlanmayan
bolgeleri gen diizenlemesinin birgok noktasinda énemli
rollere sahiptir. Belirli bir genin diizenlenmesinde rol
oynayan faktorlerin anlagilmasi, molekiler tedaviler
tasarlanirken veya bir genin ekspresyonunu belirlerken
blylik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple bu bdlgelerin
haritalandiriimasi,  tespit  edilmesinde kullanilan
yontemler giin gectikce daha da 6nem kazanmaya devam
etmektedir. Dolayisiyla yukarida bahsedilen testler bu
bolgelerde meydana gelen mutasyonlar ve hastaligin
olusumu Uzerine etkilerini belirmek igin kullanilabilecek
metotlardir.

Cikar Catismasi
Yazarlar g¢ikar catismasi olmadigini beyan etmektedir.
Kaynaklar

Bartlett & D. Stirling (Eds.). PCR Protocols, Humana Press.,
Totowa, NJ. 105-115.

Belin, D. (1996). The RNase protection assay. In Basic DNA and
RNA Protocols, Springer, 131-136.

Berk, A. J. (1989). Characterization of RNA molecules by S1
nuclease analysis. In Methods in Enzymology, Academic
Press, 334-347. doi: 10.1016/0076-6879(89)80110-7.

Boorstein, W. R.,Craig, E. A. (1989). Primer extension analysis of
RNA. In Methods in En-zymology, Academic Press, 347-369.
doi: 10.1016/0076-6879(89)80111-9.

Carey, M. F., Peterson, C. L., Smale, S. T. (2013). The primer
extension assay, Cold Spring Harb Protoc, 164-173.
doi:10.1101/pdb.prot071902.

Clark, D. P., Pazdernik, N. J. (2013). Chapter 19 - Analysis of Gene
Expression. In D. P. Clark,N. J. Pazdernik (Eds.), Molecular
Biology (Second Edition), 581-614, Academic Press, Boston.

Emery, P. (2007). RNase Protection Assay. In E. Rosato (Ed.),
Circadian Rhythms: Methods and Protocols, Humana Press,
Totowa, NJ, 343-348.

Frohman, M. A. (1990). RACE: rapid amplification of cDNA
ends. PCR protocols. A guide to methods and applications,
28.

Fromont-Racine, M., Bertrand, E., Pictet, R., Grange, T. (1993).
A highly sensitive method for mapping the 5 termini of
mRNAs.  Nucleic Acids Res 21, 1683-1684.
doi:10.1093%2Fnar%2F21.7.1683.

Ghosh, P., Reddy, V., Swinscoe, J., Lebowitz, P., Weissman, S.
(1978). Heterogeneity and 5'-terminal structures of the
late RNAs of simian virus. Journal of molecular biology,
126(4), 813-846. doi:10.1016/0022-2836(78)90022-0.

Gilman, M. (1993). Ribonuclease protection assay. Current
protocols in molecular biology, 24(1), 4.7. 1-4.7. 8.
doi:10.1002/0471142727.mb0407s24.

Grabowski PJ, Black DL. (2001). Alternative RNA splicing in the
nervous system. Prog Neu-robiol, 65, 289-308.
doi:10.1016/S0301-0082(01)00007-7.

Green, M. R.,Sambrook, J. (2021). Mapping RNA with Nuclease
S1. Cold Spring Harb Pro-toc, 2021(5).
doi:10.1101/pdb.prot101824.

Kozak, M. (1987). An analysis of 5'-noncoding sequences from
699 vertebrate messenger RNAs. Nucleic acids research,
15(20), 8125-8148. doi:10.1093/nar/15.20.8125.

Kihn, L. C. (2015). Iron regulatory proteins and their role in
controlling iron metabo-lism. Metallomics, 7(2), 232-243.
doi:10.1039/c4mt00164h.

Liu, X., Gorovsky, M. A. (1993). Mapping the 5' and 3' ends of
Tetrahymena thermophila mRNAs using RNA ligase
mediated amplification of cDNA ends (RLM-RACE). Nucleic
Acids Res, 21,4954-4960. doi:10.1093/nar/21.21.4954.

Ma, Y. J., Dissen, G. A,, Rage, F., Ojeda, S. R. (1996). RNase
protection  assay. Methods, 10(3), 273-278.
doi:10.1006/meth.1996.0102

Matoulkova, E., Michalova, E., Vojtesek, B., Hrstka, R. (2012).
The role of the 3' untranslated region in post-
transcriptional regulation of protein expression in
mammalian cells. RNA Bio-logy, 9(5), 563-576.
doi:10.4161/rna.20231.

Mitschka, S., Fansler, M. M., & Mayr, C. (2021). Chapter
Eighteen - Generation of 3'UTR knockout cell lines by
CRISPR/Cas9-mediated genome editing. In B. Tian (Ed.),
Methods in Enzymology, Vol. 655, pp. 427-457.
doi:10.1016/bs.mie.2021.03.014.

Tessier, D. C., Brousseau, R., Vernet, T. (1986). Ligation of
single-stranded oligodeoxyribo-nucleotides by T4 RNA
ligase. Anal Biochem, 158, 171-178. doi:10.1016/0003-
2697(86)90606-8.

Pesole G, Mignone F, Gissi C, Grillo G, Licciulli F, Liuni S.
(2001). Structural and functional features of eukaryotic
mRNA untranslated regions. Gene, 276, 73-81.
doi:10.1016/50378-1119(01)00674-6.

Pesole G, Liuni S, Grillo G, Saccone C. (1997). Structural and
compositional features of unt-ranslated regions of
eukaryotic mMRNAs. Gene, 205, 95-102.
doi:10.1016/50378-1119(97)00407-1.

Schuster, S. L., Hsieh, A. C. (2019). The Untranslated Regions
of mRNAs in Cancer. Trends in cancer, 5(4), 245-262.
doi:10.1016/j.trecan.2019.02.011.

21


https://doi/
https://doi/

Gozel and Tamer / Turkish Veterinary Journal, 6(1): 17-22, 2024

Schwanhdusser, B., Busse, D., Li, N., Dittmar, G.,
Schuchhardt, J., Wolf, J., ... & Selbach, M. (2011). Global
quantification of mammalian gene expression control.
Nature, 473(7347), 337-342. doi:10.1038/nature10098.

Shumaker, J. M., Metspalu, A.,Caskey, C. T. (1996).
Mutation detection by solid phase pri-mer extension.
Human mutation, 7(4), 346-354.
doi:10.1002/(SICI)1098-1004(1996)7:4%3C346::AlD-
HUMU9%3E3.0.CO;2-6.

Smith, D. R. (1993). S1 Nuclease Protection Mapping. Transgenesis
Techniques: Principles and Protocols, Humana Press, Totowa,
NJ., 363-372.

Venkatesh, L. K., Fasina, O., Pintel, D. J. (2012). RNAse mapping
and quantitation of RNA isoforms. RNA Abundance Analysis,
Springer, 121-129.

22

Volloch, V., Schweitzer, B., Zhang, X., Rits, S. (1991).
Identification of negative-strand complements to
cytochrome oxidase subunit Il RNA in Trypanosoma
brucei. Proc Natl Acad Sci USA 88, 10671-10675.
doi:10.1073/pnas.88.23.10671.

Yeku, O., Frohman, M. A. (2011). Rapid amplification of
cDNA ends (RACE). In RNA, Springer, 107-122.

Zhao, J., Tang, J., Elfman, J,,Li, H. (2020). RNase Protection
Assay. In Chimeric RNA, Springer, 109-116.

Zhang, Y., Frohman, M. A. (1997). Using rapid
amplification of cDNA ends (RACE) to ob-tain full-
length cDNAs. In cDNA library protocols, Springer, 61-
87.

Wang, X., Scott Young, W. (2003). Rapid Amplification of
cDNA Ends. InJ. M. S.



| tvj.cumhuriyet.edu.tr |

Turkish Veterinary Journal, 6(1): 23-30, 2024
DOI: 10.51755/turkvet;j.1485776

Turkish Veterinary Journal

Publisher: Sivas Cumhuriyet Universitesi

Founded: 2019 Available online, ISSN: 2667-8292

Embryo Migration in Mares

Busra OZMENZ?, ibrahim DOGANYb-*
'Department of Reproduction and Artificial insemination, Faculty of Veterinary Medicine, Uludag University, Bursa, Tiirkiye

*Corresponding author

Review Article

History

Received: 29/04/2024
Accepted: 10/06/2024

ABSTRACT

A number of complex interrelated biological mechanisms exist between the equine embryo and the uterus. In
mares, fertilization occurs between the ampulla and isthmus sections of the oviduct, and 5-6 days after ovulation,
the embryo crosses the oviduct and comes to the uterus. Prostaglandin E2 and prostaglandin F2a secreted by
the embryo allow the passage of the embryo through the uterotubular junction. The embryonic vesicle is mobile
in the uterine lumen from days 9 to 14, and from days 15 to 17 it is fixed in the caudal of the flexure zone between
the corpus and any uterine horn, and immediately after which orientation is formed. It provides an operational
solution to physicians in the migration of the horse embryo in the uterine lumen and further elucidation of the
fixation processes, in cases of twin embryos, which is a chaotic problem in pregnant mares, and in the supervision
of reproduction such as intrauterine device applications.
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0z

At embriyosu ile uterus arasinda birbiriyle iligkili bir dizi karmasik biyolojik mekanizma mevcuttur. Kisraklarda
fertilizasyon oviduktun ampulla ile istmus bélimleri arasinda meydana gelir ve ovulasyondan 5-6 glin sonra
embriyo ovidukt kanalini gegerek uterusa gelir. Embriyo tarafindan salgilanan prostaglandin E2 ve prostaglandin
F2a uterotubuler kavsaktan embriyonun gegisine izin verir. Embiyonik vezikiil uterus limeninde 9-14. giinler
arasinda mobildir ve 15-17. giinler arasinda korpus ile herhangi bir kornu uteri arasindaki fleksiir bolgesinin
kaudalinde sabitlenir ve hemen sonra oryantasyon sekillenir. At embriyosunun uterus liimeninde migrasyonu ve
fiksasyon stireglerinin daha fazla aydinlatilmasi, gebe kisraklarda kaotik bir sorun olan ikiz embriyo olgularinda
ve intrauterin cihaz uygulamalari gibi iremenin denetlenmesi konularinda hekimlere operasyonel bir ¢oziim
sunar.
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Kisraklarin  Greme

sistemi,

yasamlari boyunca  sayisini azaltmak ve ayrica embriyo transferinde alici ve

fizyolojik ve endokrinolojik olarak ritmik degisikliklere
ugrar ve bu da onlari diger turler arasinda benzersiz kilar.
Kisraklarda embriyo migrasyonu ve ikiz embriyolar uzun
yillar boyunca bir¢cok arastirmacinin dikkatini ceksede bu
alandaki bircok konu 1980'lere kadar belirsizligini
korumustur. Transrektal ultrasonografiyle 1980’lerden
sonra kisraklarin genital organlarinin gercek zamanlh
goriintilenmesi  bu alanda pek ¢ok dinamigin
anlasilmasini  saglasa da (Betteridge, 2000) ¢ogu
fenomen hala aydinlatilamamistir. Ancak yapilan bir¢ok
arastirma sonucunda, glinimizde kisraklarda
reprodiiksiyon artik daha iyi kontrol edilebilmektedir
(Ginther, 2021a).

Kisraklarda Gremeyi kontrol etmeye yonelik girisimler
Ureme sezonunun basinda veya (reme sezonunda
yapilabilir. Uremenin denetlenmesinde hem asim
sezonuna giris sliresini hemde gebelik basina diisen asim

verici hayvanlari senkronize etmek gibi bircok farkli amag
bulunsa da gosteri ve yaris atlar icin en 6nemli hedef
Ostruslarin baskilanmasidir (Gradil ve ark., 2021). Bu hedef
gerek yaris oncesi gerek yaris esnasinda koordinasyonu
saglamak gerekse ovulasyon kaynakli agriyla olusabilecek
topalliklari engellemek amaciyla son derece 6nemlidir. Bu
nedenlerle kullanilan intrauterin cihazlar ve uterus
bilyeleri uzun yillar arastirma konusu olmustur. Ancak bu
uygulamalarin temel prensibi, kisraklara 6zgl bir fenomen
olan ve fiksasyona kadar devam eden embriyo
hareketliligini  ve  sinyallerini  taklit  etmeleridir
(Piotrowska-Tomala ve ark., 2024). Bunlara ek olarak at
yetistiriciliginde ikiz embriyolar da istenmeyen bir
durumdur ¢iinki hem kisrakta hem de dogan taylarda pek
¢ok soruna neden olur (Ginther, 2022). Bu vyizden
kisraklarda ikizligi azaltmak veya oOnlemek icin cesitli
yetistirme stratejileri gelistirilmistir (McKinnon ve ark.,
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1988). Bu derleme kapsaminda kisraklarda erken embriyo
gelisimi  ve hareketliligi, fiksasyon fizyolojisi, ikiz
embriyolar  konularina deginilecek, ardindan ikiz
embriyolarin manipilasyonu ve 6strusun ertelenmesinde
intrauterin cihazlar hakkinda kisaca bilgi verilecektir.

Embriyonun ovidukt-uterus migrasyonu

Atlarda ovulasyon ve fertilize olan ve olmayan
oositlerin tasinmasi, diger evcil tiirlerle karsilastirildiginda
dikkat ¢eken bazi farkliliklar igerir. Kisraklarda ovulasyonu
tetikleyen kesin bir hormonal uyari yoktur. Atlarda
preovulatér folikilin ¢apr 39-45 mm'dir (Pierson ve
Ginther, 1985) ve her bir ovaryumdaki ortalama antral
folikul sayisi 6,5'tir (Hinrichs, 1991). Diger turlerden farkli
olarak kisrak, belirgin bir luteinize edici hormon (LH) piki
yasamaz (Eser ve ark., 2023); bunun vyerine LH
konsantrasyonu ostrus sirasinda pulsatif olarak ytkselir ve
ovulasyondan 8-10 giin sonra zirveye ulasir (Aurich, 2011).

Kisrak oositinin ovulasyon sirasindaki maturasyon
asamasli uzun yillar belirsizligini korumus ve kisraklarin
preovulatér folikillerindeki oositlerin  ¢ogunlugunun
metafaz-1l asamasinda oldugunun ve primer oositlerin
ovule oldugunun belirlenmesiyle durum netlik
kazanmistir (Palmer ve ark., 1987). Kisraklarda ovulasyon
(0 glin), 6strus bitiminden yaklasik 1-2 glin 6nce spontan
olarak meydana gelir (Aurich, 2011) ve fertilizasyon, canl
bir oosit ve spermatozoonlarin bulundugu oviduktun
ampulla ile istmusun birlesme yerinde sekillenir (Varish,
2023). Kisrak oositlerinin bolinme sireci diger evcil
memelilere benzerdir (Hunter, 1991). Fertilizasyondan
sonra at zigotunun ilk bélinmesi ovulasyondan yaklasik
20 saat sonra gerceklesir (Meira ve ark., 2012). Sonraki
hiicre bolinmeleri her 12 saatte bir meydana gelir
(Antczak ve Allen, 2021; Ozdas, 2023) ve kisrak
embriyosu ovulasyondan 2 ve 3 giin sonra sirasiyla 4-8 ve
8-16 hiicre asamasindadir (Hunter, 1991; Betteridge,
2000). Gebeligin yaklasik 4. glininde 12-32 hiicreli
evreye, 5. veya 6. glinde ise kompakt morula veya erken
blastosist evresine ulasir (Antczak ve Allen, 2021; Ozdas,
2023). Morula uterus yikanti soliisyonlarinda gozlenen
32 hiicreli embriyo asamasidir (Allen ve Wilsher, 2020;
Nieto-Olmedo ve ark., 2020).

Kompakt morula veya erken blastosist evresindeki
embriyonun ovidukttan uterusa gocl gebeligin 5-6. giinler
arasinda gergeklesir (Antczak ve Allen, 2021; Hunter, 1991).
Kisrak embriyosu ovulasyondan 4 giin sonra hem
prostaglandin F2a (PGF2a) hem de prostaglandin E2'yi
(PGE2) pulsatif olarak salgilar ve bunlar kaslar peristaltik
olarak uyararak, embriyonun uterotubuler kavsaktan
gecisine hem sinyal hem de izin verir ve ayni zamanda
onceki Ostrus dongllerinden dejenere olmus oositleri de
hareket ettirir (Antczak ve Allen, 2021; Budik ve ark., 2021).
Boylece, ovulasyon sonrasi 4. giinden itibaren, at
embriyosu kendi ileri gecisinin itici glicii haline gelir ve bu
kendiliginden gudimli hareketlilik, embriyo uterusa
girdikten sonra da hiz kesmeden devam eder (Smits ve ark.,
2018). Genellikle 6 glinlik at embriyolari ge¢ morula veya
blastosel boslugunun gelistigi erken blastosist evresindedir
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(Betteridge, 2000). Blastosel boslugu veya yolk kesesi siviyla
doludur ve bu yapinin sirekli gelisimi, ovulasyondan 9-10
giin sonra ultrasonografi ile gebeligin erken bir zamanda
saptanmasina olanak tanir (Ginther, 2021a,b).

Embriyonik kapsiil

Embriyo, gebeligin yaklasik 21. glinine kadar
trofoblastik veya endometriyal proteolitik enzimlerin
dejenerasyonuna katkida bulundugu kapsille sarilidir. At
embriyosunun uterus limeninde hareketini stirdirebilmesi
icin esas olan kiiresel seklidir ve bu, kapsiil ile saglanir (Jones
ve ark., 2020), aksi takdirde embriyonun uterusta yasama
ve hareket etme sansi yoktur (Aurich, 2015). Kiresel
blastosisti tamamen cevreleyen, zona pellusida (ZP) ile
trofoblastik hiicreler arasinda bulunan ve embriyonun 6.
glinde uterusa girmesinden hemen sonra olusmaya
baslayan embriyonik kapsiil, trofoblast hiicreleri tarafindan
salgilanan yari saydam bir membrandir (Meira ve ark.,
2012). Ayrica embriyonik kapsil hem embriyonun
pargalanmasini hem de endometriyal epitel ile dogrudan
temasi sayesinde konseptusun uzamasini onler (Geisert ve
ark., 2017). Baslangigta 3 um kalinhginda, sert yapismayi
onleyen (musin6z) bir glikoprotein tabakasi olan kapsdl,
daha sonra 6nemli 6lglide elastikiyet ve esneklik kazanarak
embriyonun mobilitesini ve fiksasyonu destekleyen bir
ambalaj halini alr. Kapsilin yapisinda bu donisim
gerceklesmezse mobilitenin olusmasi olasi degildir. Esnek
ve elastik bir yapiya sahip olan kapsil, embriyonun uterus
[imeni boyunca hareket etmesini ve ayni zamanda
gebeligin anne tarafindan taninmasini saglar (Ginther,
2021a).

Gebeligin Maternal Kabulii

Kisrakta gebeligin olugmasi ve devami igin uterus ile
embriyo arasindaki iliskinin kesintisiz ve tam olmasi
gereklidir. Kisraklarda ilk maternal taninma ovulasyondan
48 saat sonra gerceklesir ve gebelige 6zgli bir protein
olarak tespit edilmis erken gebelik faktori (EGF) olarak
tanimlanan immunsupresif bir ajanin Gretimi ile iligkilidir
(Hunter, 1991).

Kisraklarda ovulasyondan 5-6 giin sonra fertilize
oositin ovidukt kanalini gecerek uterusa gelmesi ikinci
maternal taninma olarak kabul edilir (McKinnon ve ark.,
1988). Bu dikkat cekici olgunun agiklamasi genellikle
kisraklarin fertil/fertil olmayan oositleri aktif olarak ayirt
edebildigi anlamina gelir. Bu iki tip oositin tasginmasinin
altinda yatan mekanizmalar; fertil/fertii olmayan
oositlerin zona pellusidalarinin farkli yizey o6zellikleri
sergilemesidir, bu da oviduktta tasinmalari sirasinda
ayrilmalarina neden olur veya embriyo tarafindan
salgilanan hiicresel maddeler veya metabolitler unfertilize
oositlerin gdgline yol acar (Hunter, 1991).

Gebe olmayan kisraklarda siklusun 13. glinlinde
uterustan salgilanan PGF2a, sistemik dolasim yoluyla
ovaryuma giderek korpus luteumun (KL) regresyonuna
neden olur (Aurich, 2011; Eser ve ark., 2023). Aksine
gebelik boyunca PGF2a sentezi azalir veya kisitlanir ve
boylece KL'dan progesteron (P4) sentezi devam eder
(Ginther, 2021a,b). Ugiincii maternal taninma, uterusa
girdikten sonra, sirekli olarak genisleyen ve hala kiresel
olan embriyonun, miyometriyumun peristaltik
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kontraksiyonlarini uyarmak icin PGF2a ve PGE2'nin sirekli
pulsatil salinimlari tarafindan yonlendirilerek sonraki 10
glin boyunca tim uterus limeni icinde hareket etmeye
devam etmesi olarak kabul edilir (Ginther, 2021b). Dahasi,
embriyonik vezikulin uterus boyunca mobilitesi,
endometriyal hilcrelere PGF2a Uretimini azaltan sinyal
gondererek KL'un prematiir regresyonunu 6nlemektedir.
Ancak herhangi bir nedenle mobilite engellenirse KL'un
erken luteolizi nedeniyle embriyonun kaybiyla sonuglanir
(McDowell ve ark., 1988). Diger taraftan, simdiye kadar
hicresel mesajlarin kisraklarda gebeligin taninmasina
nasil yol actigi belli degildir (Meira ve ark., 2012). Ote
yandan, kisraklarda erken gebelik déneminde hem
uterusun hem de embriyonun KL'un 6mrinu ve salg
fonksiyonunu sagladigi gértlmustir (Silva ve ark., 2005).
Embriyo ile anne arasindaki etkilesim ovulasyonu izleyen
ilk haftalar boyunca endometrial oksitosin reseptorlerinin
disik konsantrasyonuna ve dolayisiyla uterustan
PGF2a’nin dlsik sentezine baghdir. Gebe kisraklarin
uterus limeninde PGF2a konsantrasyonlari azalmig olsa
da bu donemde hem endometriyum hem de konseptus,
PGF2a sentezler (Stout ve Allen, 2001). Konseptus
tarafindan Uretilen PGF2a sistemik dolagima girmez,
uterus limeni icinde kalir ve bu da embriyo mobilitesi icin
gerekli olan lokal uterus kontraksiyonlarini uyarir (Gastal
ve ark., 1998). Hem konseptus hem de endometriyum
PGE2'yi sentezler (Ginther, 2021a) ve konseptus
tarafindan fazla miktarda sentezlenen PGE2 ovulasyondan
sonra 10-16. gunler arasinda miyometriyal
kontraksiyonlari indikler (Castro ve ark., 2022).
Prostaglandin E2 sentezinin embriyonik diskin karsi kutbu
ile sinirh oldugu ve diskin kutbunda biriken PGE2'nin
PGF2a'ya donustigli ve bu dontsimin embriyo
hareketinin yonlnl etkileyebilecegi one slrGlmustar
(Budik ve ark., 2021). Ayrica gen¢ mobil at embriyosu
tarafindan salgilanan ostrojenler, siklik KL'un dmriini veya
Uretkenligini etkilemez. Ostrojen, oksitosin, PGF2a ve
PGE2'nin hepsi miyometriyal kontraksiyonlari ve ardindan
embriyo mobilitesini tetiklemede 6nemlidir, ancak bunlar
gebeligin anne tarafindan taninmasi icin gerekli sinyaller
gibi gorinmemektedir (Katila, 2011). Kisraklarda gebeligin
16-22. giinleri arasinda iki tUr at interferon deltal ve
delta2 (EqIFN-81 ve EQIFN-82) geni tanimlanmistir. Bu
durum, attaki konseptus-anne etkilesimlerinde IFN&'nin
rol oynadigini dustindiirir, ancak bu ifade, gebeligin anne
tarafindan fark edildigi zamanin Gtesinde ortaya cikar
(Cochet ve ark., 2009). Bu nedenle, kisrakta "gebeligin
maternal taninmasi" olarak adlandirilan sinyalin
baslatilmasinda, biyokimyasal metabolitlerden ziyade
embriyonik kapsil ile endometriyum arasindaki yani
embriyonun trofoblast hucreleri ile endometriyum
arasindaki bir tur fiziksel etkilesimin rol oynadig
diisintlmektedir. Bununla birlikte, atlarda "gebeligin
maternal taninmasi"nin mekanizmasi ve etki sekli heniz
kanitlanmamistir ve su anda onemli bir arastirma
konusudur (Smits et al. 2018).

Embriyonun Ultrasonografik Muayenesi

Kisraklarin  genital  organlarinin  ultrasonografik
cihazlarla gorintilenmesi, gebeligin erken donemleri

hakkindaki bilgilerimizi glincellemis, arttirmis ve ayni
zamanda ikiz vezikillerin tanisinda ve manipilasyonunda
cok faydali olmustur (Ginther, 2021a). Kisraklarda igi
siviyla dolu embriyonik vezikiiliin kiresel seklinin ve
boyutunun diger tiirlere gore daha biyik olmasi
nedeniyle ultrasonografik goériintileme ile gebelik
ruminantlara goére daha erken teshis edilir (Meira ve ark.,
2012). At embriyosu ultrasonografik olarak, embriyonik
vezikiiliin 2-3 mm ¢apinda oldugu ve ekojenik bir kapsiille
cevrelenmis kiresel sekilde gebeligin 9. gilinlinden
itibaren gorintllenir (Ginther, 2021b) ve 9-10. ginler
arasinda genellikle korpus uteride bulunur (Ginther,
1983). Goruntulendigiilk glinden fiksasyona kadar, vezikiil
kiresel seklini korur ve giinde ortalama 3,2 mm buyir
(Meira ve ark., 2012). Ayrica gebe ve gebe olmayan
kisraklarda uterusun tonusu siklusun 10. gininde
artmaya baslarken (Bonafos ve ark., 1994), gebe olmayan
kisraklarda siklusun 13. gilinlinde luteolizis nedeniyle
azalmaya baslar. Ote yandan, gebe kisraklarda maksimum
embriyo hareketliligi boyunca ve fiksasyondan birkag giin
sonra da tonus artmaya devam eder (Ginther, 2021a,b).
Embriyo 12. glinde 9 mm capindadir ve kornu uterilere
girisi daha fazladir, fiksasyona kadar devam eden
maksimum  mobilite evresi baslar. Hareketliligin
bitmesinden hemen sonra vezikiil kiiresel seklini kaybeder
ve vezikilin bulundugu uterusun dorsalinde kalinlasma
olusur (Aurich ve Budik, 2015; Ginther, 1983).

Embriyonik Vezikiiliin Fiksasyonu ve Oryantasyonua

Embriyonik vezikilin uterus limenine sabitlenene
(fiksasyona) kadar hareketliligi, tek tirnaklilara 6zgi bir
paradokstur (McKinnon ve ark., 1988); atlar, midilliler ve
esekler arasinda ve hatta at embriyosu tasiyan katirlarda
bile benzerdir (Ginther, 2021a,b). Embriyo hareketliligi
genc (ortalama 6 yas) kisraklarda yash (152 yas) kisraklara
gore daha fazladir (Ferreira ve ark., 2019) ve benzer
durum geng ve yash midilli kisraklar arasinda da gozlenir
(Carnevale ve Ginther, 1992). Embriyo uterus limeninde
ileri-geri salinimlar ve kisa turlar sergiler ve en sik gérilen
pozisyon degisiklikleri korpus uteride kraniyal yénde ve
kornu uteride kaudal yodndedir (Ginther, 1983).
Embriyonun hareket yoniine nasil karar verdigi
bilinmemektedir ancak uterus g¢apinin artmasi bir
secenek gibi gorinmugstir  (Ginther, 2021a,b).
Hareketlilige neden olan mekanizma hala bir sirdir, ancak
vezikllin kiresel sekli ve esnekligi ile endometriyal
kivrimlarin longitudinal olmasi hareketlilige neden olan
fiziksel faktorler olarak tanimlanmistir (Derar ve Ali,
2016). Mobil embriyonun o6nemli bir islevi, uterus
boyunca metabolitlerin uterustan emilmesi-verilmesi
yoluyla embriyonun biylmesini ve gelismesini
destekleyecek uterus ortamini yaratmaktir (Ginther,
2021a).

Ferlilizasyon hangi taraftan olursa olsun at
embriyosu, uterus limeninde siirekli hareket eder ve
ovulasyondan 15-17 gin sonra genellikle korpus ile
kornu uteri arasindaki fleksiiriin kaudalinde ya da daha
disiuk oranda (%7) korpus uteride sabitlenir (Aurich ve
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Budik, 2015; Ginther, 2022). Embriyonik vezikilin uterus

limeninde  mobilitesini  kaybetmesi  sabitlenme
(fiksasyon) olarak tanimlanir (Ginther, 2021a,b).
Konseptus tarafindan Uretilen fibrinojen spesifik
endometrial integrinlere baglandiginda, vezikiilin

endometriuma yapigmasiyla fiksasyon meydana gelir
(Grant ve ark., 2020). Vezikiliun sabitlenmesi midillilerde
yaklasik 15. ginde, kisrak ve eseklerde ise 16. ginde
gerceklesir (Ginther, 2021a,b).

At embriyosunun bir kornudan diger kornu uteriye
hareket sayisi saatte 0,5-0,9 kez (glinde 12-22 kez)
(Ginther, 1983) veya mobilite evresinde yaklasik 100
kezdir (Leith ve Ginther, 1984). Bu dénemde embriyonik
vezikllin c¢api ortalama 22 mm’dir (Ginther,2021a),
fiksasyondan once 2-4 saatten daha kisa araliklarla
uterus icinde hareket eder (Ginther, 1983), 17. glinden
sonra transuterin goc artik tespit edilmez (McKinnon ve
ark., 1988) ve fiksasyon sekillenir. Vezikil, ovulasyondan
16-17 gin sonra uterus tonusunun daha fazla artmasi,
uterus duvarinin  kalinlasmasi ve hizli  buylimesi
sonucunda sabitlenir (Ginther, 1983). Ayni zamanda
uterus tonusunun daha da artmasi, vezikilin seklini
degistirir. Ote yandan vezikiiliin anormal fiksasyonu veya
korpus-kornu uteriler arasinda endometriyal kistler gibi
dejeneratif lezyonlar gebeligin devamini olumsuz yonde
etkileyebilir (Ferreira ve ark., 2008). Mobil vezikil,
fiksasyon bolgesindeki konumunu 2 saat boyunca
degistirmezse embriyonun sabitlendigi ve
hareketliliginin sona erdigi kabul edilir (Wilsher ve ark.,
2020).

Mobil embriyo, kornu uterilere kiyasla zamaninin
%50'sinden fazlasini korpus uteride gegirir (Griffin ve
ark., 1993). Embriyonun c¢api, hareket sekli ve uterusun
kontraksiyonlari postpartum ve barren (bir 6nceki sezon
gebe kalmamis) kisraklar arasinda benzerdir (Ginther,
1984). Bunun bir istisnasi, dogumdan sonra kornu
uteriler arasindaki boyut farkinin fiksasyonun yonini
belirlemesidir. Postpartum ovulasyon sonrasinda kornu
uteriler arasinda genellikle bir 0Onceki gebeligin
olusmadigi tarafta fiksasyon meydana gelir ve belirleyici
faktor, kornu uterinin digerine gére daha kiiclik ve daha
kavisli olmasidir (Griffin ve Ginther, 1991; Ginther,
2021a).

Fiksasyondan bir giin 6nce vezikil, diger kornu
uteriye gore gelecekte sabitlenecegi kornu uteriye daha
stk girer ve hareketliligi daha fazla artar. Mobilite
asamasinin bitiminden kisa bir slire sonra (15-17. glinler
arasinda), dorsal uterus duvari genislemeye ve yolk
kesesine dogru ilerlemeye baslar ve artan uterus tonusu
bu sureci hizlandirir (Ginther, 2021b). Mobilite fazinin
sona ermesinden hemen sonra embriyonik vezikilin
rotasyonu olarak tanimlanan oryantasyon meydana gelir
(Silva ve Ginther, 2005). Béylece embriyonik vezikiil,
embriyonun bulundugu kutup mezometrial baglantinin
tersi olacak sekilde dondirliir veya yonlendirilir ya da
embriyo, yolk kesesinin ventraline dogru hareket eder
(Ginther, 2022). Bu durum, endometriyumun dorsal
1/4’Gnin daha yogun bir hipertrofisine ve giderek artan
uterus tonusuna neden olur (Derar ve Ali, 2016). Uterus
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tonusunun artmasi, duvarinin asiri kalinlagsmasi ve
veziklle uygulanan basing, vezikiilin donmesine neden
olur; sonunda vezikil yolk kesesinin en kalin kismi olan
ventrale konumlanir (Ginther, 2022).

Mobil embriyo, uterus kontraktilitesinin (Griffin ve
Ginther, 1991), tonusunun (Bonafos ve ark., 1994),
vaskilaritesinin (Silva ve ark., 2005) ve endometriyal
odemin (Griffin ve ark., 1993) artmasina neden olur.
Vaskilarite disindaki (Silva ve ark., 2005) bu uterus
fonksiyonlari yalnizca embriyonun bulundugu kornu
uteride gorulir (Ginther, 2021a). Uterus kontraksiyonlari,
embriyonun uterotubal kavsaktan korpus uteriye dogru
hareket ettigi 6-9. glinler arasinda artar (Ginther, 1983) ve
gegici kontraksiyonlar embriyonun korpus uteriye dogru
ilerlemesini saglar. Uterus kontraksiyonlarinin ve tonusun
10-11. glinler arasinda artisi, embriyonun korpus uteriden
kornu uterilere daha sik girmesine neden olur (Ginther,
2021a,b). Uterus kontraksiyonlari 11. veya 12. gilinde
zirveye ulasir ve 15. giine kadar hem kontraksiyonlar hem
de embriyo hareketliligi maksimum diizeyde devam eder
ve fiksasyon glininde hem mobilite hem de
kontraksiyonlar azalr (Griffin ve Ginther, 1991).
Sabitlenmis embriyonun oryantasyonunda rol oynayan
kontraksiyonlar (Ginther, 1998), fiksasyondan sonra
birka¢ giin daha azalarak devam eder (Griffin ve Ginther,
1991). Sabitlemenin gerceklesmesi icin uterus tonusu
gereklidir (Ginther, 2021b). Embriyo korpus uteriye
girdikten bir glin sonra kornu uterilerde tonus artmaya
baslar ve fiksasyon sonrasinda da tonus artisi devam eder
(Bonafos ve ark., 1994), bu da embriyonun sabitlendigi
alandan ayrilmasini  engeller (Ginther, 2021a,b).
Fiksasyonun olustugu giin embriyonun bulundugu tarafta
uterus arterinde kan akimi (Ginther, 1984) ve
endometriyumda vaskuler perfiizyon (Silva ve ark., 2005)
daha fazladir ki bu degisiklikler sayesinde Doppler ultrason
ile 7-8 giin igerisinde gebelik tanisi konulabilmektedir.
Sonug olarak, embriyo mobilitesi, uterus
kontraksiyonlarina, vezikuliin kiresel sekline, kapsuil
kaynakli vezikilln siskinligine, yapismamasina ve uterus
kivrimlarinin longitudinal olmasina baghdir (Nieto-Olmedo
ve ark., 2020).

ikiz Embriyolar

At yetistiriciliginde ikizlik genellikle abort, gig
dogum, taylarin 6li dogmasi veya yasama sansinin diisiik
olmasi, gelisme geriligi ve enfeksiyonlara daha duyarli
olmasi gibi bircok nedenden dolayl istenmeyen bir
durumdur (Crabtree, 2018). ikiz gebelikler, kisraklarda
nonenfeksiyoz abortlarin nedenleri arasinda
endometritten sonra ikinci sirada yer alir (McKinnon ve
ark., 1988). Kisraklarda ikiz embriyo olusumu, ovulasyon
orani, ovulatér model, reprodiiktif durum, yas, mevsim,
Ostrus dongisiiniin hormonal manipilasyonu ve aygirin
etkisi gibi birgok faktére baghdir (Ozdas, 2023; Tan ve
Krekeler, 2014). GCogu tirde ikiz embriyolar dogal iki
mekanizmanin biri ile gerceklesir; fertilize bir oositin
daha sonraki gelisim asamalarinda kendiliginden
bolinmesi ya da eszamanli iki ovulasyonun meydan
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gelmesidir (McKinnon ve ark., 1988). Kisraklarda ikizlik
genellikle dizigotik oldugundan birinci secenek goz ardi
edilebilir (Crabtree, 2018). Kisraklarda spontan ¢ift
ovulasyonlar meydana gelebilir ve olgu iki fenomenle
actklanmistir; bir giinden daha kisa bir stirede her iki
ovaryumda senkronize iki ovulasyonun ya da ayni Ostrus
periyodunda 2 ila 10 giin arayla asenkron ovulasyonlarin
meydana gelmesidir (Aurich, 2011). ikinci durumda, P4
konsantrasyonu ikinci ovulasyona kadar yilikselmez ve
buna bagl olarak ikinci ovulasyon vaktinde steroidin
negatif baskisi heniiz olusmamaktadir. (Okada ve ark.,
2020, 2022). Major folikiler dalgada 28 mm (zerinde iki
adet dominant folikGlin varhiginda ¢ift ovulasyon
gorilme orant  %40tir  (Aurich, 2011). Ayrica
ovulasyondan sonra bitin oositler, fertilizasyon
glininden mobilite ve fiksasyon tamamlanincaya kadar
benzer embriyo gelisimi ve gebelik sansina sahiptir
(Ginther, 1998).

Kisraklarda ikizlik insidansi kalitsaldir ve irklara gore
degiskenlik gosterir. Ustelik c¢ift ovulasyon veya ikiz
gebelik bazi aile soylarinda daha yaygindir. Spontan cift
ovulasyon orani farkl at irklarinda %2-25 arasinda degisir
(Lebedeva ve Solodova, 2021). Cift ovulasyonlarin Safkan
ingiliz ve irlanda yiik atlarinda, Arap ve midillilere gére
daha yiiksek oranda rastlanmasi bu duruma 6rnek olarak
gosterilebilir (Tan ve Krekeler, 2014). Ayrica Barren ve
maiden (ilk kez giftlestirilen) kisraklarda ¢ift ovulasyon ve
ikiz gebelik oranlari, laktasyondaki kisraklara gére daha
yuksektir ve bu durum, laktasyonun hipotalamik-hipofiz
eksenine negatif feedback etkisinden kaynaklanir
(Ginther, 2021a). insan koryonik gonadotropini (hCG)
gibi ovulasyon indiksiyon ajanlarinin  kullanimi,
uygulanan dozlara ve uygulama sirelerine baglh olarak
ikizlik insidansini etkileyebilir (Allen ve Wilsher, 2020).
Ayrica reme sezonunun sonuna dogru cift ovulasyon ve
ikizlik insidansi artar (Ozdas, 2023; Tan ve Krekeler,
2014).

Kisraklarda ortalama ikiz gebelik orani %3,6 olup,
bunlarin %85'i Uglincl trimesterde abortla, %5'i ise 6li
dogumla sonuclanir (Whitwell, 2011). ikiz embriyo
tasiyan kisraklarin  %60'Inda tek tayin dogumu
gerceklesirken %31'inde her iki embriyonun kaybi ve
sadece %9'unda ikiz tay dogumu gozlenir (McKinnon ve
ark., 1988). Bu ayni zamanda kisraklarin ikiz
embriyolardan birinin kaybina veya 6limine yol acan
dogal bir biyolojik mekanizmaya sahip oldugunu da
gosterir (Ginther, 2022).

Kisraklarda dogal embriyo indirgeme mekanizmasinin

fiksasyonun baslangici (16-17. gin) ile embriyonik
evrenin (40. gilin) sonu arasinda gerceklestigini
gostermektedir (Ginther, 2021a). Kisraklarda dogal

embriyo indirgeme mekanizmasinin nasil olustugu tam
olarak bilinmese de vezikiillerin uterusa sabitlenmesiyle
iliskili olduguna dair gl¢li kanitlar vardir (McKinnon ve
ark., 1988). Kornu uterinin kaudaline ayni anda iki vezikdl
sabitlenirse, vezikillerden biri beslenme rekabeti
nedeniyle rediiksiyona ugrayacak, diger embriyo ise
gelisimini  strdirecektir. Ote yandan, vezikillerin
fiksasyonu her iki kornu-uterinin kaudalinde birbirinden

ayri gerceklesirse, dogal rediksiyon nadirdir (Ginther,
2021a). Bu durum at sahipleri ve hekimler agisindan
endise yaratmaktadir. Dolayisiyla ikiz embriyo tasiyan
kisraklarda Uremenin kontroliine farkli bir stratejik
yaklagimi gerektirir.

ikiz embriyo gelisen kisraklarin  yetistirme
programindan  ¢ikarilmasini  onlemek icin  baz
manipulatif yaklasimlar onerilmistir. Diger seceneklerle
karsilastirildiginda embriyolardan birinin manuel olarak
rediksiyonu gliniimiizde hekimlerin en cok tercih ettigi
yontemdir (Tan ve Krekeler, 2014). Bu yontem,
parmak/basparmak (Schnobrich ve ark., 2013),
transiider ile kompresyonu veya llkemizdeki tabiri ile
‘ikizlik sikma/ezme’ olarak da adlandiriir ve bu
uygulamanin gebeligin 30. gliniinden Once yapilmasi
gerekir (Lebedeva ve Solodova, 2021; Sielhorst ve ark.,
2024).

Ultrasonografik gorintileme, hekimlerin manuel
rediksiyon uygulamasini kolaylastirmistir; iki vezikiilden
birinin isaret parmagi ile basparmak arasina sikistirilarak
veya transider ile Uizerine baski uygulanarak erken
indirgenmesini saglayan bir yontemdir. Ultrason
rehberliginde manuel rediiksiyon isleminden &nce
digerine gore daha kiguk olan vezikll tespit edilir ve
daha sonra vezikil kornu uterinin ucuna dogru
yonlendirilerek basparmak ve isaret parmaklari ile
vezikill Gizerine baski uygulanarak ezilir ve hemen sonra
patlama hissi algilanir ya da transider ile embriyolar
birbirinden ayristirilir ve daha sonra embriyoya baski
uygulanarak patlatilir ancak bu islem klinik tecriibe
gerektirir (Schnobrich ve ark., 2013; Sielhorst ve ark.,
2024).

Eliminasyon metodunda embriyolarin birinin veya
ikisinin birden yok edilmesi icin kisraga abort
yaptirilmasi, embriyonun aspire edilmesi, kisragin ag
birakilarak bir veya iki embriyonun rezorbe olmalarinin
saglanmasi, operasyonla abdominal duvardan uterusa
ulasilarak kuguk olan embriyonun disariya alinmasi,
hormon uygulamasi gibi bircok farkli metod
bulunmaktadir (Whitwell, 2011). Bu uygulamalardan
hangisinin tercih edilecegi ise hekimin tecribesi, kisragin
ve embriyolarin durumuna gore degisiklik
gostermektedir.

intrauterin Cihazlar

Embriyo migrasyonu kisraklara 6zgl bir fenomendir
ve bu da gebeligin sekillendigini anneye bildirerek
lGteolizisi engeller. Bu donemde embriyo, kapstliinden
kaynaklanan yuvarlak yapisini korur. Embriyonun seklini
ve uterus icindeki hareketliligini taklit etme prensibiyle
calisan uterus bilyeleri ve intrauterin cihazlar kisraklarda
Ostrusu baskilayabilmektedir (Gradil ve ark., 2021). Hem
embriyonun yuvarlak seklini hem hareketliligi taklit
ederek endometriyum ile temas halinde olan bu cihazlar
PGF2a salinimini  engelleyebilmekte ve  Ostrusu
baskilayabilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalar 6zellikle
uterus bilyelerinin kisraklarda piyometra insidansini
ylkselttigini ve sadece saglikli uterusu olan kisraklara
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uygulanmasi gerektigini ortaya koymustur (Piotrowska-
Tomala ve ark., 2024). Bu nedenle cihazlarin kullanimi
kisith kalmistir.

Sonug
Embriyo-uterus arasindaki dinamik iliski, kisraklarda

erken gebelik sirasinda benzersiz ve spesifik 6zellikler
gosterir. Kuresel kisrak embriyosu uterusa girdikten sonra

olusmaya baslayan aseliiler bir kapsil ile kusatilir.
Embriyo ve uterus tarafindan sentezlenen
prostaglandinler (PGF2a, PGE2) sayesinde uterus

kontraksiyonlari, embriyoyu fiksasyona kadar tim uterus
boyunca hareket ettirir ve bu sirada uterusta
kontraksiyon, tonus, 6dem ve vaskilaritede bir dizi
degisiklikler gozlenir. Embriyo herhangi bir kornu uterinin
kaudalindeki  fleksiirde  sabitlenir.  Sonug¢ olarak
ultrasonografik goriintlileme, uterus-konseptus
arasindaki fizyolojik iliski diizeyinde bircok konunun daha
da netlesmesine olanak saglamis ve ikiz embriyo
manipllasyonu, intrauterin cihaz arastirmalari gibi bircok
uygulamaya firsat yaratmistir.
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