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I
ONSOZ

Kérl siit ve et {iretimi icin, iremenin verimliligi esastir.
Ureme faaliyetinin siirekli ve diizenli seyretmesi, siit¢il ve etci
sigir yetistiriciliginde iyi yonetimin en 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Her hayvanin gebelik durumlarinin hizli ve dogru
olarak belirlenmesi, liremeye ait siirii saghg: programl icin
zorunludur. Isletmenin verimliligi icin, tiretimde zaman
kaybinin, uygun tedavi ya da ayiklama ile giderilmesi,
ciftlesme veya tohumlamay: miiteakiben, gebe olmayan
hayvanlarin erkenden belirlenmesi gerekir. Ayrica, satilik
hayvanlarin belirlenmesi, sigorta islemleri ve ekonomik

hayvan iiretiminin yonetimine yardimci olmak icin de gebelik
teshisine ihtiya¢ duyulur.

Erken donemde gebeligin teshis edilebilmesi i¢in; Erken
Gebelik Faktodri'niin (EGF) belirlenmesinde Rozet Inhibisyon
Testi (RIT), tohumlamay: izleyen donemde kizginligin
tekrarlanmamasi, siit ya da kan progesteron diizeyinin
Olciilmesi, ultrason veya rektal yolla uterusun muayenesi gibi
bircok teknikler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bugiine
kadar kesin olarak, embriyonik éliimlerin zamani ve teshisine
imkan veren bir klinik ydntem mevcut degildir. Fertilizasyonu
izleyen erken donemlerde (16. gine Kkadar) sekillenen
embriyonik oliimler, siklusun seyir ve siresini etkilemedigi
icin, bu tip hayvanlardaki embriyo kayiplar1 dél tutmama
olarak degerlendirilmektedir. Bu sebeple, hem dollenmenin
taninmasinil, hem de embriyonik 6liimleri incelemek i¢in,
gebeligin seyri boyunca siirekli gorintilenmesini saglayan
cerrahi olmayan bir teknik cok degerli olacaktir. Embriyonun
yasadiginin ilk belirtisi EGF'dir.

Calismada, ineklerde tohumlama sonrasi kan serumunda;
7. ve 21. giindeki EGF ile 21. giindeki progesteron ve 45.
giindeki rektal muayene bulgular:1 degerlendirilerek, elde
edilecek gebelik oranlar1 arasindaki iliskinin ve erken gebelik

teshisinde, EGF bulgularinin kullanihp kullanilamayacaginin
arastirilmasi amaclandu.



GIRIS

Evcil hayvanlarda erken gebelik teshisi, yetistirici acisindan
pratik Oonemi yanisira, fertilite kontrol programlari icin de
bilimsel ydénden 6nemlidir. Infertilitenin bir sonucu olan zaman
kaybinin dnlenmesinde, hayvanlarin uygun tedavi ya da gebe
olmayan hayvanlarin erken ayrimi ile yetistiriciye birkac tercih
hakki sagladigindan, ciftlesme ya da tohumlamadan kisa bir siire
sonra, erken gebelik teshisine ihtiya¢ duyulur. Ayrica satilik
hayvanlarin degerini belirlemek, sigorta isleri, tohumlama
programindaki pahali hormon kullanim israfini azaltmak ve
ekonomik hayvan iretimine yardimci olmak icin de gebelik
teshisine ihtiya¢ duyulmaktadir (59). Bu sebeple, siirit saglig:
programi ic¢in, siriyi olusturan hayvanlarin gebelik

durumlarinin erken ve dogru olarak belirlenmesi zorunludur
(38).

Evcil hayvanlarda gebelik teshis metodlarinin temel
dayanagi olan esaslar 4 grupta toplanabilir:

a- Direkt olarak rektal yolla ya da abdominal palpasyonla,
radyografi ve ultrasonografi ile yavru, yavru sular1 ya da
zarlarinin tespiti (103, 149).

b- Karin hacminde artma, uterus arterlerinin capinda
biiytime, uterusun yerinin degismesi, vagina epitelinin incelmesi
ve meme bezlerinin hacminde artis gibi gebelige bagh olarak
diside sekillenen fiziksel degisikliklerin belirlenmesi (9, 56,
153).

c- Progesteron, Ostrojen ve'koriyonik gonadotropinler gibi
gebelige bagli hormonal degisikliklerin tespiti (3, 18, 49, 50,
118).

d- Tohumlamay: miiteakip Ostriisiin yoklugu ve huyun
yumusamas: gibi gebelikle ilgili hormonal degisimlere bagh
olarak, anada sekillenen sekunder davranis degisikliklerinin
tespiti (117).
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Dogrudan gebelik teshis metodlarinda hata ihtimali
genellikle cok azdir (38). Uygun gebelik tespit metodunun se¢imi,
tiirlere, gebeligin dénemine, metodun maliyetine ve dogruluguna
gore degismektedir (13, 64, 87, 92, 125, 155).

‘Rektal muayene, radyografi ve ultrason tekniklerini
kapsayan klinik gebelik teshis metodlari; yavru, yavru zarlan,

yavru sularinin ve gebelikle ilgili korpus luteumun belirlenmesi
esasina dayanir (46, 76, 87, 157).

Ineklerde, gebeligin pozitif belirtilerinin en kolay rektal
yolla palpe edilir olmasi, bu yolla gebeligin erken dénemde tespit
edilmesi, ekonomik ve pratik olmasi ve sonucun aninda alinmasi,
ayrica yardima: alet ve malzemeye gerek duyulmamas: yonityle
giiniimiizde hala gecerli teshis ydntemidir (59, 103, 110).

Tohumlama sonrasi 18 ile 24. giindeki rektal muayenede,
ovaryum iizerindeki gebelik korpus luteumunun tespiti ile
ineklerde, yaklasik %80-90 bir dogrulukla gebeligin teshis
edilebilecegi bildirilmistir (117).

Ineklerde, 35-70. giinlerde uterustaki fluktuasyona
bakilarak gebelik, dogru ve giivenilir olarak tespit edilebilir (59).
Drost ve ark.(36), gebeligin 41 ve 45. ginleri arasinda rektal
muayene ile gebelik teshisi dikkatli bir sekilde yapildiginda,
dogru ve giivenli sonu¢ verdigini bildirmektedirler.

Rektal muayenede, gebeligin 50. giiniinden sonra uterusun
hacminin ve fotiisiin, yaklasik 75. giinden sonra plasentomlarin
ve 3.5 aydan sonra gebeligin bulundugu kornu uteriyi besleyen
a. uterina media'nin ¢apindaki bilyiime ve fremitusun
algilanmasiyla da gebelik teshisi yapilmaktadir (1).

Laboratuvar yontemiyle gebelik teshisi, ana ya da embriyo
tarafindan iretilen maddelerin; ananin kani, siitii, salyas: ve
idrar1 gibi viicut sivilarinda, kimyasal ve immunolojik

yOntemlerle belirlenmesi temeline dayanir (10, 35, 44, 62, 154,
163).



3

immunolojik teknikler, embriyo, plasenta, uterus ya da
ovaryumlar tarafindan fretilen ve ana kanina, idrarina,
salyasina, siitiine, gaita veya kilina gecen maddelerin (Gstrojen,
progesteron, korivonik gonadotropinler gibi) seviyelerinin
belirlenmesine dayanir (44, 51, 59, 78, 83). immunolojik testler
iki cesittir. Birincisi, gebelikle iligkili olarak sadece gebe
hayvanlarda bulunan ve gebe hayvan plasentas: tarafindan
salgilanan eCG ve hCG gibi koriyonik gonadotropinlerin tespitidir.
Ikincisi ise gebelik disinda da bulunan ve diizeyleri gebelikte

degisen progesteron, dstrojen gibi maddelerin belirlenmesidir (1,
43,78, 80, 83, 123).

Gebelige bagh olarak viicut sivilarinda miktarlar: degisen
hormonlardan progesteronun RIA veya EIA ile dl¢ciimii, simdiye
kadar ciftlik hayvanlarinda en yaygin kullanilan erken gebelik
teshis metodu olmustur (2, 4, 5, 65, 77, 85, 101). Erken
gebelikte, gebeligin uterustan salgilanmasina sebep oldugu
antiluteolitik faktdrler, endometrivum'dan PGF;q salgisini
durdurarak, ovaryum'daki korpus luteum'un regresyonunu
engellemektedir. Buna bagli olarak gebe hayvanlarda
tohumlamay! izleyen 19-21. giinlerde progesteron diizeyi
diismeyip, doguma kadar artarak sekresyonu devam etmektedir.
Hayvan gebe kalmamissa, korpus luteum'un lize olmasi sonucu,
asimi izleyen 19-21. giinlerde, progesteron miktari ¢ok diisitk
diizeylerde seyredecektir (1, 37, 84). Bu sebeple gebe olmayan
hayvanlarda, progesteron azalacagindan, kan ve siit gibi sivilarda
progesteron miktart Olciilerek, gebelikleri hakkinda karar
verilebilmektedir (15, 47, 74, 111, 116, 135). Normal olarak
ornekler, tohumlamadan bir ¢striis siklusu uzunlugu sonrasinda
alinir, Ineklerde 19-24. glinler arasi, ortalama olarak da 21. giin
Ornekleme giinii olarak secilmektedir (112, 160). Bu 6rnekleme
zamaninda, gebe olmayan hayvanlarda progesteron diizeyi
diismesine karsilik, gebe hayvanlarda yiiksektir. Gebe ineklerde
21. giinde kan progesteron diizeyi her zaman 2 ng/ml'den fazla
olup, genellikle 5-8 ng/ml kadardir. Gebe olmayanlarda ise bu
diizey 0.5 ng/ml ya da daha disiik seviyededir (2, 54, 126, 148).
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Viicut swvilarindaki progesteron hormonunun yogunlugunun
siklusun prodstriis ve Ostriis ddnemlerinde disiik, luteal ddnem
ve gebelik boyunca yiiksek diizeylerde olmasi; bu hormonun
gebe ve gebe olmayan, Ostriiste ve dstriiste olmayan hayvanlari
belirlemek icin kullanimini saglamistur (19, 27, 101, 139).

Ineklerde tohumlama sonrasi 19-26. giinlerde, RIA
yontemiyle kan progesteron miktarina gore, gebe olanlar %49-91,

gebe olmayanlar da %90-100 dogrulukla tespit edilebilmektedir
(2, 26,52, 65,74, 133).

Viicut sivilarindaki yiitksek progesteron diizeyleri,
fonksiyonel bir korpus luteumun varligini1 gosterir.
Progesteronun dolasimdaki disiik seviyeleri, fonksiyonel bir
korpus luteumun yokluguna delalet eder. Sayet inek son
tohumlamay: miiteakip 21. giinde gebe ise fonksiyonel bir
korpus luteuma sahiptir ve bu sebeple de dolasiminda
progesteronun seviyesi yiiksektir. Eger son tohumlamay:
miiteakip 21. giinde gebe degilse, korpus luteumun regresyona
ugramis olmasi ve hayvanin ¢striise donmesi gerekir. Ancak, son
tohumlamay:r miiteakip 20-21. giinde, yiiksek progesteron
diuzeyine sahip ineklerin %25 kadar:t daha sonra gebe
bulunmamaktadir. Bu durum, 6rnekleme zamaninin uygun
olmamasi, yvanlis zamanda tohumlama, Ostriis siklusunun
normalden uzun ya da kisa siirmesi (% 30 kadarinda Ostriis
siklusu 17 giinden daha az, ya da 25 giinden daha fazladir.),
rektal palpasyonla gebeligi teyit etme zamanina kadar gecen
siirede meydana gelen erken embriyo dliimleri, korpus luteumun

kalict hale gecmesi ve ovaryumun luteal Kistleri gibi sebeplerden
kaynaklanir (14, 45, 56, 86, 124, 137).

Yukarida belirtilen sebeplerden dolayi, progesteronun viicut
sivilarindaki yiikselmis seviyesi, her zaman gebeligin varhgini
belgelemez. Bununla birlikte, uygun sartlarda (serumun alinmasa,
saklanmasi, analiz esnasinda test hatalarinin yapilmamas: gibi)
viicut sivilarinda progesteronun diisitk diizeyde oOlcililmesi
hayvanin %100 gebe olmadigint belgeler. Bu sebeple, kanda
progesteron testi, gebelerden daha ziyade, gebe olmayanlarin
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teshisi icin daha giivenlidir ve rektal palpasyona gore cok daha
erken ddénemde, gebe olmayan hayvanlarin tespitine imkén verir
(2, 60, 126, 148).

Ana Kaninda Gebelikle iligkili Maddeler

"Erken gebelik esnasinda; Erken Gebelik Faktorii (EGF),
Gebelikle iliskili Glikoprotein (GIG), Gebelige Ozgii Protein (GOP),
Erken Gebelikle iliskili Protein (EGIP), Erken Gebelikle iligkili
Trombositopeni (EGIT), Trombosit Uyarict Faktér (TUF) gibi
maddeler ana kanindan elde edilmistir ve bu maddeler gebelik

boyunca ana kaninda degisik diizeylerde bulunurlar (25, 69, 81,
151, 162, 164).

implantasyondan dnce embriyo tarafindan iiretilen erken
gebelik faktdéri ve diger immun baskilayici faktdrler, ananin
hiicresel bagisiklik cevaplarini baskilamada bir rol oynayabilir ve

bdylece embriyonun ana tarafindan reddi 6nlenir (17, 30, 42, 48,
102, 140).

Erken Gebelik Faktorii (EGF):

Gebeligin cok erken safhasinda, memeli tiirlerinin serum ve
idrarinda bulunan, doéllenme ve embriyonun yasamini devam
ettirebilmesi icin dneme sahip oldugu agiklanan EGF, ilk olarak
farelerde belirlenmistir (7, 71, 93, 97). Erken Gebelik Faktori
olarak adlandirilan bu maddenin varligi, laboratuvar ve deney
hayvanlarinin (fare, tavsan) yanisira; insan, koyun, sigir, at,
kopek ve domuzlarda, ve bazi yabani memeli tiirlerinde de
gosterilmigtir (28, 55, 66, 67, 68, 70, 115, 144). Tohumlama
sonras! ananin kan dolasiminda farede 6., tavsandal6., domuz ve
koyunda 24., insan ve inekte 48. saatlerde belirlenmistir (21, 40,
58, 96, 121, 132). Ciftlesme ya da tohumlamadan sonra, ilk
olarak EGF'nin goriilmesi sebebiyle, fertilizasyonun sekillenip
sekillenmediginin belirlenmesi, erken gebelik teshisi,
embriyonun canliliginin tespiti ve fertilitenin Kkontroli
calismalarinda pratik uygulamalar: olabilecegi fikrini
dogurmustur (29, 57, 90, 94, 134).
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EGF'nin serumda bulunma zamani tiirlere gore degismekle
birlikte, bir¢ok tiirde, fertil ¢iftlesmeyi miiteakip ilk 24 saat
icinde serumda teshis edilebilir ve embriyonun alinmasi ya da
dlimiinden sonra dolasimdan hizla kaybolur (71, 129). |

EGF gebelikte ovaryum ve embriyodan salgilanmaktadir.
Farelerde fekondasyondan sonraki 4-6 saat icerisinde embriyo
tarafindan salgilanan EGF tespit edilmeye baslanir ve gebeligin

15-16. giintinde kaybolur. Ovaryumlardan salgilanan EGF ise 7.
gline kadar devam eder (72, 80, 92, 95).

EGF iiretimi, dollenmis yumurtadan bir isaretle baglatilir, bu
da spermin ovuma giris zamaniyla estir (24). Ovum faktoéri de
denilen isaret maddesi, prolaktinin katilimc: etkisine ihtiyag
duyar. Prolaktinin oynadid: rol bilinmemekKkle birlikte, hem in
vivo, hem de in vitro ovaryumdan EGF'nin salinimi i¢in esastur
(93). Anada hafif bir trombositopeniye sebep olmas: sebebiyle,
ovum faktdriiniin, ciftlesmeden sonraki 10 giin icinde
belirlenebilen Embriyo Koékenli Trombosit Uyarict Faktor

(ETUF)'le benzer olabilecegi izlenimini uyandirmaktadir (79, 104,
105, 107, 108, 145).

Dollenmis yumurtanin bulundugu vasatta EGF'nin varlig: ve
immun baskilayici etkinligi, bu faktdriin erken safhada,

gelismekte olan embriyonun bir iiriinii oldugunu gosterir (17,
98).

Uretilen tiimor hiicrelerinin cogalmas: Gzerine, anti-EGF
monoklonal antikor uygulamasinin hiicre ¢ogalmasim

baskilamasi, EGF'niin hiicre boliinmesinin direkt tiriinii oldugunu
ortaya koyar (113).

Kisaca EGF, karaciger hiicre rejenerasyonunun, hiicre
béliinmelerinin, timor hiicrelerinin, trombosit aktivasyonunun

(uyariminin), ve mineral yagla uyarilmis graniilomun bir
tirinidir (93, 113, 114).

Fare, koyun ve insanlardaki EGF'ye dair calismalar, EGF'nin
bazi O0Ozelliklerini ortaya c¢ikarmistir. EGF'nin baslica
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Ozelliklerinden biri, jel filtrasyonundan sonra, serbest ya da
tasiyiC1 bir proteinle birlikte, farkli mollekiiler agirlikli bir madde
olusturmasidir. EGF % 40’1k ammonium sulphate’la iki bilesene
ayrilabilir. %40'lik ammonium sulphate'la ¢dziinen kisim EGF-
A'ya 6zdestir. EGF-B'ye tekabiil eden kisim ¢6ziinmez maddedir.
EGF-A, sadece EGF-B'nin varlifinda lenfosite baglanir. EGF-A,
Ostris ve gebelik esnasinda oviduct'ta olusturulur. Ovaryum
tarafindan EGF-B'nin iiretimi ise sadece gebelige baghdir ve
hipofiz ile zigotun ortak etkilerinin bir sonucudur (20, 23, 24, 31,
32,73, 88,1006, 158, 165).

EGF'nin saf olarak elde edilmesinde; kan serumu, idrar,
plasenta ve fare ovaryum-oviduct kiiltiir vasati kullanilmistir
(17, 20, 33, 159). Koyunlarda tespit edilen EGF, iki farkh
mollekiiler agirhikli yapiya sahip bir proteindir. EGF serumda,
hem tasiyici mollekiile bagli, hem de serbest olarak
bulunmaktadir. Tastyiciya bagli EGF, implantasyon ©ncesi
donemde hakimdir ve 250.000 mollekiiler agirliga sahiptir.
Kanda bulunan serbest formu ise, implantasyondan sonra
baskindir ve yaklasik 20.000 mollekiil agirligina sahiptir ve

polimerler seklinde bulunur. Ayni genel 6zellikler calisilan tiim
tiirlerde gosterilmistir ( 31, 71).

Ciftlesmeden sonra ilk 24 saat icinde sirasiyla 20.000 ile
250.000 mollekiiler agirliga sahip erken gebelik faktoriiniin iki
sekli bulunurken, daha sonra yaklasik 50.000 mollekiiler agirliga
sahip iiciinci sekil hakim olmaktadir. 250.000 mollekiiler
agirlikli sekil gebe ve gebe olmayan koyunlarin serumlarinda

mevcut tasiyici mollekiilin cikarilmasiyla 50.000'1i sekle
doniistitriilebilir (31).

EGF, ana ile yavru arasinda erken immunolojik iliskide bir
rol oynamaktadir. EGF'nin, gebeligin ilk ddneminde ana
lenfositinin immun Ozelligini baskilar nitelikte bir immun
diizenleyici rolii vardir ve ana organizmasinda fétiisiin hayatini
sirdiirmesine imkan tanir. Embriyonun in vitro gelismesi icin
EGF sart olmamasina ragmen, anti-EGF monoklonal antikoruyla in
vivo EGF'nin etkisizlestirilmesi, embriyo taslaginin gelismesini

T YORSTAERITIN WURULY
BORGRANTASY O dirsasrER
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geciktirir (93). Anti-EGF antikorunun varhiginda, in vitro ortamda
embriyonun, 2 hiicreli safhadan, blastosit safhasina kadar
gelisiminin Kkesintisiz siirmesi, gebeligin implantasyon oncesinde
EGF'nin dolayh yollardan etkidigini gostermektedir (6).

. Anti-EGF antikoru bulunmayan in vitro ortamdaki embriyo
gelismesine gore, anti-EGF iceren Kkiiltiir vasatinda bulunan
embriyolarin gelisimindeki gecikme; EGF'nin, embriyoya karsi
anaya ait bazi istenmeyen etkileri ortadan kaldirdig: izlenimini
uyandirmaktadir (6, 136). Bu baskilayict faktdrlerle ananin
immun cevabinin etkisizlestirilmesi olabilir. Diger bir deyisle,
EGF, lenfositlerden baskilayici faktdrleri saliverir ve bu, sira ile
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunu baskilayabilir (122).

Timor hiicrelerinin ¢ogalmas: iizerine anti-EGF monoklonal
antikor uygulamasinin etkisine dair arastirmalarda, hiicre
¢ogalmasinin devam etmesinde, EGF'nin dogrudan bir roliniin
oldugu belirlenmistir (6). Arastirmalar, EGF'nin otokrin bir
biiyiime faktori gibi bir fonksiyona sahip oldugunu ve bagisiklii
diizenleyici bir madde olarak rol oynadigini gostermistir (6, 113,
131). Tiumorlerde, hiicre bdliinmesinde EGF'ye nicin ihtiyac
duyuldugu tam olarak belli degildir. Ancak, EGF'nin hiicre
dizisine girerek hiicreyi aktive ettigi ya da alternatif olarak hiicre
dizisinin devamu icin EGF'ye ihtiya¢ duydugu diisiiniilmektedir
(93).

implantasyon dncesi dénemde EGF, embriyonun canlihifinin
devaminda dolayli bir rol oynamaktadir. Bu rolde EGEF,
lenfositlerden baskilayicilar1 saliverir ve buna bagli olarak
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunu engelleyip, embriyoya
zarar verebilecek olan anaya ait hiicrelerden sitokinlerin
salinimini durdurarak, embriyo iizerinde olusacak zararli etkiyi
Onler (93). Bununla birlikte EGF, bir bityiime faktorii olarak etki
yapar ve biiyiimenin aktif safhasinda embriyo hiicrelerinin
korunmasina da yardim edebilir. Ayrica, immun diizenleyici bir
madde olarak da rolii vardir (22, 134).
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EGF'nin tespit edilmesi, rozet inhibisyon testi (RIT) ile
yapilmaktadir (71, 128). Bu test, antilenfosit seruma ait
yetenegin, T lenfositleri ile heterolog eritrositler arasinda,
spontan rozet olusumunu inhibe etmesine dayanir (71). RIT, bir
biyolojik kompleks tahlili olup, biyolojik karisim kompleksinde
(serumda), EGF teshisidir (100). Lenfositler bir komplement
kaynaginin varhiginda farkl eritrositlere maruz birakildiklarinda,
rozet olusturmak icin lenfositlerin kiiciik alt gruplar,
eritrositlere baglanir. Bu rozetleri olusturan lenfositlerin
yetenegi, antilenfosit serum (ALS) tarafindan doza bagimh
bicimde inhibe edilebilir ve bdylece Rozet inhibisyon Titre'si,
verilen ALS'a gore belirlenebilir (29).

RIT, dalak hiicreleriyle EGF'nin inkiibasyonuyla baslayan ve
rozet sekillenmesinin engellenmesiyle sonuc¢lanan olaylarin
kademeli bir serisidir. Kademeli serideki her basamakta
identifiye edilmemesine ragmen, lenfosite EGF'nin baglanmasini
miiteakip kalitsal olarak sinirhi iki baskilayici faktdoriin
(EGFg1=Erken Gebelik Faktdrii Baskilayici 1 ve EGFg;=Erken
Gebelik Faktorii Baskilayici 2) salindig: gorilmiistiir (119, 120).

Fertilizasyon basarisizhig: ile erken gebeligin siirmemesi
arasinda ayrim yapabilen bir metodun, sigir yetistiriciligine ait
calismalarda faydali olacag: aciktir. Bazi infertilite olgularinda,
infertilitenin fertilizasyon basarisizligindan mi, yoksa erken
embriyonik 6limlerden mi kaynaklandiginin ortaya konmasinda
RIT bir belirleyici olarak kullanilabilir (96, 129, 143, 162).

Gebelige Ozgii protein B gibi ¢esitli proteinler, daha ¢ok
gebeligin implantasyondan sonraki doneminde salgilandiindan,
bu proteinlere bakarak implantasyon dncesi embriyo canlihigini
degerlendirmek miimkiin degildir (12, 13, 44, 54, 99, 129).

Fertilizasyondan sonra hizla ortaya c¢ikmasi, gebeligin ilk
icte ikilik ddnemi boyunca varligini siirdiirmesi ve embriyonun
Olimii va da cerrahi olarak uzaklastirilmasini takiben hizla
ortadan kaybolmas: gibi EGF'nin 6zellikleri, erken gebelik teshisi
icin giiclii bir belirleyici olarak ve embriyo canliliini izlemede
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bir ara¢ olarak kullanilabilecegini gdsterir (53, 100, 121, 141,
142,152).

Yasuda ve ark. (161), sun'i tohumlamadan 15 giin sonra
ineklerden alinan serum Orneklerinde, rozet inhibisyon testi
degerini gebelerde ortalama 6.6 + 1.28, gebe olmayanlarda ise
2.0 = 0.94 olarak tespit etmislerdir.

EGF ile gebelik teshisi konan hayvanlarda, daha sonraki
giinlerde EGF'nin tespit edilememesi, embriyonik kaybin en
erken ve en 0nemli gdstergesidir (40, 58, 89, 91, 100, 130). Tabii
ya da sun'i tohumlamadan sonra fertilizasyon orani genelde %85-
95 olarak bildirilirken, tohumlama sonrasi 42. giinde bu oran
%50-60'lara diismektedir (34, 69). Bu disiisten embriyonik
kayiplar sorumludur. Ineklerde embriyonik oliimlerin,
fertilizasyondan sonra tedricen olustugu gorilir (61, 136).
Ineklerde, gebeligin baslangicindan itibaren 42. giine kadar olan
(erken ve ge¢ embriyonik) ddnemde, embriyo 6liimlerinin orani
% 7-65 olarak bildirilmistir (8, 11, 16, 34, 82, 127).
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MATERYAL VE METOT

Calismada, kiiclik aile tipi isletmecilige ait; yaslari 3-8
arasinda degisen, iireme ydniinden herhangi bir klinik bozuklugu
bulunmayan, tabii dstriislerinde sun'i olarak tohumlanan, toplam
60 Isvicre Esmeri inek kullanildi. Hayvanlardan, tohumlamayi
izleyen 7 ve 21. giinlerde vena jugularis'ten steril kan alma
tiplerine 10 ml kan 6rnekleri alindi. Alinan kan ornekleri, piht1
tesekkill edinceye kadar (takriben 2 saat) oda 1sisinda bekletildi.
Piht1 olusan OrnekKler, cizilerek oda 1sisinda, serum vermesi icin 3
saat kadar bekletildi. Tiipiin st kisminda toplanan serumlar,
steril santrifiij tiipiine aktarilarak, 1600 devir /dk'da, 30 dakika
siire ile santrifiije edildi. Serumlar; EGF ve progesteron tespitinde
kullanilmak izere iki ayr1 serum saklama tiipiine aktarildi. Daha
sonra, EGF tespitinde kullanilacak serumlar, 30 dakika siireyle
etiilvde 56°C'de inaktive edildikten sonra, -20°C'de muhafaza
edildi. Progesteron o6l¢imi icin kullanilacak serum Ornegine

inaktivasyon islemi uygulanmaksizin RIA ile progesteron analizi
islemine kadar -20°C'de saklandi.

EGF'nin Olciilmesi:

Serumda EGF'nin aktivitesi, RIT ile Sakonju ve ark. (125)'nin

tarif ettigi metodla yapildi. RIT ile EGF aktivitesinin tayininde
asagida ac¢iklanan prosediirler izlendi.

Lenfosit siispansiyonu: Lenfositler, El-Et kesimhanesinden
giinliik olarak Kesilen Isvicre Esmeri boganin dalagindan elde
edildi. Alinan dalak steril DME/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium Natrient Mixture F-12) (SIGMA) vasati icinde
laboratuvara getirildi. Icinde PBS (Phosphate Buffer
Solution)(PBS: NaCl 8 gr, PC1 0.2 gr, NapHPO4 1.15 gr, KH,PO4 0.2
gr, dH;O 1 1t.) bulunan petri kutusunda dalak bir makasla
parc¢alanarak, dalak hiicreleri siispanse edildi. Dalak hiicreleri
stispansiyonu bir tiilbentten siiziildiikten sonra 1000 devir/dk'da
15 dakika santrifiij edildi. Ust sivi dokiildii ve pelet hiicrenin
izerine PBS ildve edildi. Yikama islemi iki defa tekrarlandi. Son
yikamadan sonra elde edilen pelet hiicrelerinin {izerine, 10 ml
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eritrosit lize edici eriyigi (0.85 gr NH4Cl, 0.1 gr KHCO3, 100 ml
dH;0) eklendi. Eritrositlerin lize olmas: icin oda isisinda 15
dakika inkubasyon yapildi. Siispansiyon tekrar santrifiije
edilerek lenfositler pelet hiicre halinde elde edildi. Lenfosit
hiicreleri PBS ile iki defa yikandi. Lenfositler 3 x 108 hiicre/ml
olacak sekilde PBS'de siispanse edildi.

Antilenfosit serum: Daha dnce aciklandif: sekilde hazirlanan
3 x 108 hiicre/ml yogunlugundaki lenfosit hiicreleri, Freund'un
complete adjuvanti'yla (SIGMA) esit hacimde emiilse edildi.
Tavsanlara, 0.5 ml lenfosit siispansiyvonundan 6-10 yerden deri
alt1 yoluyla enjekte edildi. Enjeksiyonu izleyen 28 giin sonra, 3
giin siireyle her defasinda intravendz olarak, 4 x 107 hiicre
iceren 0.5 ml PBS solusyonundan enjekte edildi. Son
enjeksiyondan 11 giin sonra kulak venasindan kan alindi ve
1600 devir/dk'da, 30 dakika siireyle santrifiije edildi. Ayrilan
serum, etiivde 30 dakika siireyle, 56°C'de inaktive edildi.
Inaktive edilen bu serum 200 ul'lik birimler halinde ependorf
tiiplerine aktarilarak -20°C'de muhafaza edildi.

Koyun eritrositleri: Bir akkaraman kocundan sodyum sitratl
tiiplere alinan kan, +4°C'de muhafaza edildi. Her teshis icin
eritrositler PBS ile 6 defa yikandi ve %5 fotal buzagi serumu
(SIGMA) ilave edilmis, DME/F-12'le (SIGMA) ml'de 1 x 108
hiicreli son hacim olusturuldu.

Kobay Serumu: Kan, 6 adet yetiskin erkek kobaydan, kalp
punksiyonu yoluyla alindi. Kanin {izeri parafilmle kapatilarak,
buzda muhafaza edildi ve en Kkisa siirede +4°C'de, 1000
devir/dk'da, 20 dakika siireyle santrifiije edilerek serumu
ayrildi. Kobay serumu, y1kanm1$. koyun ve sigir eritrositleri, esit
hacimlerde 2 saat kadar absorbe edildikten sonra, 15 dakika
stireyle 1600 devir/dk'da santrifiije edilerek eritrositler ayrildi.
Uste kalan kisim 150 ul miktarlara ayrilarak -30°C'de muhafaza
edildi. Bu serum, kullanimdan hemen once sadece 1 kez

cozdirildiikten sonra, %5 fotal buzag: serumu igeren 5 hacim
DME/F-12'le seyreltildi.
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Serumda lenfositin preinkiibasyonu: ki hacim PBS ile diliie
edilmis her 1 ml serum Orneginde 1.5 x 106 hiicre, 37°C'de 30
dakika kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi lenfositler PBS
ile iki kez yikandi ve %5'lik f6tal buzagl serumunu iceren,
DME/F-12'le 1 x 107'lik son hacim olusturuldu.

" Rozet inhibisyon testi: Seri olarak 1/1 x 103 ten 1/ 128 X
103 oranina kadar ikili sulandirilmis antilenfosit seruma (ALS);
diliie test serumu ile inkiibe edilen lenfosit siispansiyonu (0.1 ml)
ve diliie kobay serumu ilave edilerek, 90 dakika siireyle 37°C'de
inkiibe edildi. Rozet, koyun eritrositinin ilavesiyle olusturulup,
karisim 5 dakika siireyle, 120 devir/dk'da santrifiijje edildi ve
hafifce calkalanarak yeniden siispiinsiyon olusturulup pipetlendi.
Uc ya da daha fazla eritrosite bagli lenfosit, rozet olarak kabul
edildi. Tim bo6lmelerdeki rozetler hemositometre ile sayild.
Rozet Inhibisyon Titre'si, kendi (dahili) kontroliyle
(antiserumsuz 2 tiipteki rozet miktariyla) karsilastirildiginda
rozet sayisinda en az %25'lik bir azalmaya sebep olan antilenfosit
serum diliisyonunkinin karsilig: olarak alindi. Bu titre, ALSx10-3
sulandirma karsiliginin 1/500'le carpilarak 2 temeline gore
logaritmasi olarak gosterildi. Ornegin, %75 ya da daha az rozet
sekillenmesini veren ALS diliisyonu 1:128x10-3 ise, o zaman
Rozet Inhibisyon Titre 8 olacaktr.

RIA ile kan serumu progesteron tayini:

Yirmibirinci giinde alinan kan serumu Orneklerinde,
progesteron diizeyleri ng/ml olarak double RIA metodu ile
belirlendi (63, 109). Kan serumu progesteron seviyelerinin
Ol¢iilmesinde, coated tiip metodu (Coat-A-Count®, Diagnostic
Corporation (DPC), U.S.A.) kullanildi. RIA dlciim cihaz1 olarak,

Firat Universitesi Firat Tip Merkezi Biyokimya Laboratuvari'nda
bulunan gamma counter kullaniidi.

Once iki adet 12 x 75 mm polypropylen tiip {izerine NSB
(Nonspesific Binding) yazilarak spora yerlestirildi. Daha sonra
progesteron Kitiyle gelen, yiizeyi tavsan antiprogesteron
immunoglobulinleri ile kapl tiiplere cift olmak iizere, sira ile A,

. C Yﬁmmu%kﬁﬂm kw;\m“
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B, C, D, E, F ve G yazilip spora kondu. Miiteakiben numunelerin
konulacag:1 diger tiiplere de cift olmak iizere, 1, 2, 3, 4, ...
yazilarak spora yerlestirildi ve pipetleme islemine gegildi.

Pipetleme isleminde sirasiyla:

NSB 1, 2 tiiplerine 100 plt A  Kalibratorii
Al, A2 " "
B1, B2 " "
C1,C2 " "
D1,D2 " "
El, E2 " "
F1,F2 " "
G1,Gl1 " "

n

n

"

n"

L

n

Ommgow >

"

1, 2, 3, ... olarak numaralandirilan her tiip ¢iftine de 100 plt
progesteron diizeyi Olciilecek kan serum oOrnekleri konuldu.
Serum oOrnekleri tiiplere konmadan Once, oda 1sisinda
coziindiriildi ve homojenligi saglamak amaciyla mikserle
karistirildi. Pipetleme isleminin bu safhasinda her kalibrator ve
her kan serumu o6rnegi icin ayr1 mikropipet uclar: kullanildi.
Daha sonra tamaminin pipetleme islemi, azami 10 dk da bitecek
sekilde, bunlarin iizerine 1.0 ml Progesteron 1125 ilave edilerek
mikserle karistirildi. Spordaki tiiplerin agizlar1 parafilm ile
kapatilarak, oda 1sisinda 180 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiiplerin agizlarindaki parafilmler alinarak, tiip icindeki
stvilarin birbirine karismasini Onlemek icin, spor ani hareketle
ters cevrilerek icindeki sivilar bosaltildi ve absorban kagit
izerine ters cevrildi. Kalan sivinin akmasi icin spor bu sekilde 5
dakika birakildiktan sonra, 10'arh olarak tiipler bir dakika siire

ile gamma counter'da sayildl. Sonuclar saya¢dan ng/ml olarak
alindL

Rektal palpasyon ile gebeliklerin kontrolu:

Tohumlanan hayvanlarin gebelikleri, tohumlamay: izleyen
45. giinde rektal palpasyon ile kontrol edildi.
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Veri analizi:

Tohumlamadan sonra 7 ve 21. giindeki serum EGF'sine ait
RIT'leri 4'iin iizerinde olan inekler gebe kabul edildi. Yirmibirinci
glinde serum progesteron konsantrasyonlari, Alacam ve ark.
(2)'min yaptig: calismadaki 2.3 ng/ml diizeyi esas alinarak, gebe
olan ve olmayanlar belirlendi. Testin dogruluk orani,
degerlendirmeye alinan hayvanlara ait RIT ve P4 bulgularinin,
palpasyon bulgularina boliinmesiyle elde edilen degerin, 100 ile
carpilmasi sonucu elde edildi. Yedinci giindeki EGF aktivitesine
ait titre 4'in izerinde iken, 21. giindeki titre 4'iin altina
indiginde aradaki fark ile 21. giin EGF diizeyi 4'iin iizerinde
olmasina ragmen 45. giindeki rektal muayene sonucunda gebe
bulunmayanlar, embriyonik kayip olarak degerlendirildi. Rozet
Inhibisyon Titre'leri ve progesteron miktarlari, rektal muayene
sonuc¢lariyla mukayese edilerek embriyonik O6liimler
degerlendirildi. Veriler t ve bagimh gruplarda x2 testleriyle

analiz edildi (41, 146). Veriler ortalama = ortalamanin standart
hatasi olarak sunuldu.
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BULGULAR

Tohumlamay: izleyen 7. giindeki EGF bulgularina gore, 60
inekten 53'tiniin (%88.3) gebe, 7'sinin (%11.7) gebe olmadi:
tespit edildi (Tablo 1).

» Tohumlamay: izleyen 21. giin EGF sonuclarina gore 60 inegin

41'1 (%68.3) gebe ve 19'unun (%31.7) gebe olmadig gorilldi
(Tablo 1).

Yirmibirinci giindeki progesteron diizeyine bakilarak yapilan
gebelik teshisinde 60 inekten 43'iiniin (%71.7) gebe, 17'sinin
(%28.3) gebe olmadig: gorildii (Tablo 1).

Sun'i tohumlamay1 izleyen 45. giinde yapilan rektal
palpasyonda 60 inekten 29'unun (%48.3) gebe, 31'inin (%51.7) ise
gebe olmadigi belirlendi (Tablo 1).

Rektal muayene sonuclart esas alinarak yapilan
degerlendirmede, 7. giin EGF, 21. giin EGF ve 21. giin progesteron
Olciimlerine gore, elde edilen sonuclarin dogruluk oranlari;
Sirasiyla gebelerde %54.7, %70.7 ve %67.4; gebe olmayanlarda ise
her lic metodda da %100 olarak bulundu. (Tablo 2).

Rektal muayene sonuclar: temel alindiginda, gebe ve gebe
olmayan ineklere ait serum orneklerinde yapilan 6lciimlerde, 7.
giindeki rozet inhibisyon titreleri (RIT) arasinda istatistiksel
yOnden 6nemli bir farklihk bulunmakla birlikte (P<0.01), 21.

giinde alinan 6rneklerde farkin ¢ok daha 6énemli oldugu gorildii
(p<0.001) (Tablo 3).

Gebe hayvanlarda RIT’si, 7. ve 21. giinlerde 4'iin lizerindeydi
ve 4'iin altina dilsmedi. Tohumlamay: izleyen 45. giindeki rektal

palpasyonda gebe olmayanlarin RIT'leri 3 farkli formda goriildii
(Tablo 4).

1. Yedinci ve 21. giinde RIT'si 4'iin altinda olanlar (7
hayvan).
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2. Rozet inhibisyon Titre'si 7. giinde 4'iin tizerinde olup 21.
glinde 4'iin aluna diisenler (12 hayvan).

3. Yedinci ve 21. giinde Rozet inhibisyon Titre'si 4'in

lizerinde olmasina ragmen 45. giinde gebe olmadif:1 tespit
edilenler (12 hayvan).

Rozet inhibisyon Titre'lerine goére EGF degerlendirilmesi
Tablo 4'de ¢zetlenmistir.

Tohumlama sonras: 45. giinde gebe olan ineklerde, 21.
glindeki ortalama progesteron degeri 5.69 = 0.22 ng/ml iken,
gebe olmayanlarda 1.66 = 0.26 ng/ml oldugu ve aralarindaki
farkin dnemli oldugu gorildi (p< 0.001).

Yirmibirinci giindeki progesteron degerleri ile Rozet
Inhibisyon Titre'leri arasinda fark dnemsizken (p>0.05), 7.
giindeki RIT ile 21. giindeki progesteron degerleri arasinda
farkin dnemli oldugu goriildii (p<0.01).

Rozet Inhibisyon Titre'leri 4'in altinda olan ve EGF
degerlendirmesine gore gebe olmadig1 sonucuna varilan 7
inekten 6'sinda ortalama progesteron degeri 0.08 = 0.01 ng/ml

oldugu ve geriye kalan bir hayvanda ise progesteron
yogunlugunun 1.22 ng/m! oldugu gériildii.

Sekil 1-4'de, koyun eritrositleri ile boga lenfositleri
arasindaki ¢esitli rozet olusumu goriintiileri sunuldu,
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Tablo 1: Yedinci ve 21. giin EGF, 21. giin P4 ve 45. giine ait rektal

muayene bulgulari

. 45. Gilin Palpasyon 7.GiinEGF 21.GuUnEGF 21. Giin P4
Inek Bulgulari Bulgular1  Bulgulan Bulgulan
Sayist| () () (¢ @ () =) ()

60 29 31 53 7 41 19 43 17
(+) :Gebe

(-) : Gebe degil

Tablo 2: 45. giindeki rektal palpasyon (RP) sonucglarina gore
tohumlama sonrast 7 ve 21. giindeki EGF ve 21.
giindeki P4 6lctiimlerinin gebe ve gebe olmayanlan
belirlemedeki dogruluk oranlari

45, giindeki rektal palpasyon sonuclarina
Gebelik Testleri gore testlerin dogruluk yiizdesi (%)
Gebe Gebe Degil
7. glin EGF/ 45. giin RP 54.7 100
21. giin EGF/ 45. giin RP 70.7 100
21. giin P4/ 45. giin RP 67.4 100

Tablo 3: Rektal muayene sonucglarina goére gebe ve gebe
olmayan ineklerdeki 7. ve 21. giine ait Rozet
Inhibisyon Titre'leri

R. Palpasyon Hayvan Rozet Inhibisyon Titreleri

Bulgular: Sayisi 7.Gin 21.Giin
Gebe 29 5.79=20.10 5.76 + 0.12
Gebe Degil 31 4.90 = 0.26 3.80+0.33

Fark P<0.01 P<0.001
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Tablo 4: Yedi ve 21. giindeki RIT, 21. giindeki P4 konsantrasyonu

ve 45. gin rektal palpasyon sonuclarinin
degerlendirilmesi
Inek[ RI1T P, [Rektal
Sayisi|7.Giin |21. Giin{(ng/ml) [Palpasyon Yorum
: Fertilizasyon basarisizlifi ya
7 <4 <4 <23 (-) da 7. giine kadar sekillenen
(-) (-) (-) erken embriyonik 6liim ?
10 >4 <4 <2.3 ) Erken embriyonik 6liim ?
(+) (-) (-) (7-16. giinlerde)
>4 >4 >2.3 .
29 (+) (+) ) (+) Gebelik
2 >4 <4 >2.3 ) Ge¢ embriyonik 6liim ?
+) (-) +) (16-21. giinlerde)
12 >4 >4 >2.3 -) Ge¢ embriyonik 6liim 7
(+) (+) +) (21. giinden sonra)
(+) : Gebe

(-) : Gebe degil




Sekil 1: inek lenfositi ile koyun eritrositleri arasinda olusan hale
seklindeki bir E-rozetin mikrofotograf (x320) goriintiisii.

Sekil 2: Inek lenfositi ile koyun eritrositleri arasinda olusan tam
E-rozetin mikrofotograf (x320) goruntiisii.

¢, YOKSEKSERETIV KURULD
Tmaamnon MERKEZR _



Sekil 3: Inek lenfositi ile 5 adet koyun eritrositi arasmda olusan
E-rozetin mikrofotograf (x320) goruntiisii.

Sekil 4: inek lenfositi ile koyun eritrositleri arasinda olusan tam
-rozetin mikrofotograf (x320) gériintiisii.
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TARTISMA VE SONUC

Tohumlama sonrasi gebe kalan ve kalmayan hayvanlarin en
erken donemde tespiti dSnemlidir. inek yetistiricilifinde amacin
her yil bir buzag: elde etmek oldugu goz oniinde tutulurak,
dogum ile yeni bir gebeligin sekillenmesi arasindaki siirenin
miimkiin oldugunca uzamamasi icin, 6zellikle gebe kalmayan
hayvanlarin teshisine imkdn veren yo®ntemler iizerinde
cahsmalaf devam etmektedir (3). Giinlimiizde erken gebelik
teshisinde kullanilan yontemler icinde RIT ile EGF tespiti, bu
konuda erken sonu¢ almay1 saglayan uygulamadir (150).

Yasuda ve ark. (161), sun'i tohumlamadan 15 giin sonra,
ineklerden alinan serum 6rneklerinde, gebe hayvanlardaki Rozet
Inhibisyon Titre'sini ortalama 6.6 + 1.28, gebe olmayanlarda ise
2.0 = 0.94 olarak tespit etmislerdir. Sakunju ve ark.(125) da sun'i
tohumlamay: miiteakip 6-9. gilinlerdeki ortalama Rozet
Inhibisyon Titre'sini gebelerde, 6.25 = 0.89, gebe olmayanlarda
ise 5.33 = 2.16; 13-16. giinlerdeki Rozet Inhibisyon Titre'lerini ise
gebe ve gebe olmayanlarda sirasiyla 6.63 = 0.92 ve 3.50 = 1.05
olarak belirlemisler ve ineklerde 13-16. giinlerdeki gebe ve gebe
olmayan hayvanlarin Rozet Inhibisyon Titre'leri arasindaki
farkin 6énemli oldugunu bildirmislerdir. Shimizu ve ark. (132) da
sun'i tohumlamay izleyen 15. giinde, gebe ve gebe olmayan
ineklerin Rozet Inhibisyon Titre'leri arasindaki farkin énemli
oldugunu acgiklamislardir. ito ve ark. (58), in vitro fertilizasyon
sonrasi 6-7. giinlerde blastosit gelisimi olanlarda, serum EGF
aktivitesi oraninin, olmayanlardan 6énemli 6lciide (p<0.05) daha
yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bu calismada da tohumlama
sonrasi 7. giinde elde edilen verilerin (gebelerde 5.79+0.10, gebe
olmayanlarda 4.90:0.26), yukarida zikredilen calismalarin
bulgulariyla uyum icerisinde oldugu goriildii.

Siit ya da kanda progesteron tayininin, ineklerde erken
gebelik teshisi icin kullanilabilecegi, ilk olarak gosterildikten
sonra, RIA ya da EIA teknigi ile progesteron tayini gebeligi teyit
etmek icin genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Ozellikle gebe olmayan
hayvanlarin, tohumlamayi izleyen 3. haftada, kan ve siitlerindeki



23

nanogram diizeyindeki progesteron hormonu oOl¢ciimleri ile
yiiksek oranda taninabilmesi, RIA teknigini tercih edilecek bir
hale getirmektedir (2). Gebe hayvanlarda tohumlamadan sonraki
21. giinde elde edilen progesteron degerlerine ait calismalarda (2,
39, 133, 139) progesteron diizeyinin 2.3 ile 14 ng/ml arasinda
degistigi bildirilmektedir. Bu cahsmada gebe hayvanlarda
tohumlamadan sonraki 21. giinde elde edilen progesteron
degerleri (4.07-8.54 ng/ml), Shin ve ark.(133)'nin tespitlerinden
(3-5 ng/ml) biraz daha yiiksek olup, yukarida anilan diger
calismalarda bildirilen degerlere yakindir.

Ineklerde éstriisiin belirlenmesi ve tohumlama zaman iyi
planlanmamissa, embriyonik 6liim sekillenmisse ya da luteal
kistler olusmussa, gebelik teshisi ile ilgili progesteron test sonucu
yaniltici olabilir. Bununla birlikte gebe olmayan hayvanlarda
korpus luteum, siklusun 16-18. giinlerinde uterustan salgilanan
PGF2a etkisiyle regrese olacagindan, kan progesteron seviyesi
diiser. Ancak, progesteron oOstriistaki hayvanlarda diisiik
seviyelerdedir. Bu zamanda yapilan 6rnekleme, tekrar o6striis
gosteren inekleri ayirt etmeye imkan vereceginden, 21. giindeki
progesteron miktarinin tespiti, gebeligin tahmininden ziyade,
gebe olmayanlarin belirlenmesinde daha c¢ok giivenilir
olmaktadir. Bazi arastiricilar (2, 65, 74, 75, 147, 149), %87-%100
oraninda bir dogrulukla, gebe olmayanlar: belirlemislerdir. Bu

calismada da gebe olmayanlar %100'liik bir dogrulukla tespit
edildi.

Sakunju ve ark (125), gebe ineklerde 5'in iizerinde olan
RIT'lerinin, embriyolarin alinmasindan 3 giin sonra 4'iin altina
diistigiini goéstermislerdir. Bu bulgu, Rozet Inhibisyon
Titre'lerinin, ineklerde dogrudan dogruya embriyonun canlilifini
yansittiginin gostergesidir ve olusturulan aborttan sonra, inekte
EGF aktivitesinin bulunmamasi sebebiyle, embriyonik kaybin en
erken belirleyicisidir. Bu ¢calismada, 21. giin progesteron Sl¢iimii
sonucu, gebe olmayan hayvanlarin %41.2'sinin, 7. giin EGF
aktivitelerinin 4'in altinda oldugu goriildii. Bu, daha ziyade
fertilizasyonun sekillenmemesi ya da erken embriyonik 6liim
sekillendigi siiphesini uyandirmaktadir. Yirmibirinci giin
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progesteron Ol¢iimii sonucuna gére gebe olmayan hayvanlarin
%58.8'inde ise, 7. giindeki EGF aktivitesine ait titre 4'iin lizerinde
iken, 21. ginde 4'iin altina diistii. Bu, embriyonun
gelisememesini yansitir ve EGF iiretimiyle, erken embriyonik
oliimlerin iliskili oldugunu gdstermektedir.

. Birkisim arastirmacilar (34, 138, 156), tabii ya da sun'i
tohumlamadan sonra fertilizasyon oranini %85-95 olarak
bildirirlerken, tohumlama sonras:1 42. giinde gebelik oraninin
sadece %50-60 oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da 7
giindeki EGF aktivitesine ait RIT'i fertilizasyon olarak
degerlendirildiginde, %88.3 oraninda bir fertilizasyonun
sekillendiginin tespit edilmesi, bu bulgular: dogrulamaktadtr.

Barth ve Horsch (11), embriyonik 6liimlerin %10'dan %65'e
kadar cikabilecegini, Diskin ve Sreenan (34) ise embriyonik
Oliimlerin %30'dan fazla oldugunu bildirmektedirler. Yapilan bu
calismada da tohumlamay1 izleyen 45. giindeki embriyo
kayiplar1 %45.3 bulundu. Ancak, 7. giindeki RIT bulgularinin
fertilizasyon olarak degerlendirilmesi dolayisiyla bu oranin,

gercek embriyonik 6liim oranindan biraz daha diisitk olmasi
muhtemeldir.

Sonuc¢ olarak, tim kantitatif yontemler gibi, laboratuvar
donanimina gerek duyulmasi, saha sartlarinda uygulanmasinin
giicliigii, olumsuz bir yon olmakla birlikte, ineklerde tohumlama
sonrast EGF aktivitesinin ol¢iilmesi, fertilizasyon basarisizliini ve
erken embriyonik kayiplarin ortaya konmasinda degerli bir
yontem olarak kullanilabilir. Tohumlamay: izleyen 7. giinde RIT
kullanilarak, EGF teshisi yardimiyla, 6zellikle gebe olmayan

ineklerin kisa siirede belirlenip yeniden tohumlanmalar:
miimkiin olabilir.

Kisaca, tohumlamadan sonraki 7. giinde gebe ve gebe
olmayan inekler arasinda, Rozet Inhibisyon Titre'leri arasinda
onemli bir fark oldugundan (p<0.01), EGF aktivitesine bakilarak
gebeligin, diger metodlara gore, daha erken donemde teshlsimn
yapilabilecegi kanaatine varildi.
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OZET

Bu ¢alismada, ineklerde tohumlama sonrasi kan serumunda,
7. ve 21. giindeki Erken Gebelik Faktorii (EGF) ile 21. giindeki
progesteron ve 45. giindeki rektal muayene bulgular:
degerlendirilerek, elde edilecek gebelik oranlari arasindaki
iliskinin ve erken gebelik teshisinde, EGF bulgularinin kullanilip
kullanilamayacaginin arastirilmasi amaglandi.

Altmis Isvicre Esmeri inek materyal olarak kullanildi
Tohumlamayi izleyen 7. ve 21. giinlerde EGF aktivitesi, 21. glinde
progesteron Olciimil icin kan ornekleri alindi ve kan serumu EGF
aktivitesi Rozet Inhibisyon Testi (RIT) ile, kan serumu
progesteron diizeyi ise radioimmunoassay (RIA) metoduyla
belirlendi. RIT'nde, Rozet Inhibisyon Titre'si 4'iin iizerinde
olanlar gebe, 4 ve 4'iin altinda olanlar ise gebe degil olarak
degerlendirildi. Progesteron diizeyleri 2.30 ng/ml'den yiiksek
olanlar gebe, diisiik olanlar gebe degil seklinde kabul edildi.

RIT ve progesteron sonuclari, tohumlamay: izleyen 45.
giindeki rektal muayene bulgulariyla karsilastirildi.

Rektal muayene sonuglari esas alinarak yapilan
degerlendirmede, 7. ve 21. giin EGF, 21. giin progesteron
Olciimlerine gore elde edilen sonuclarin dogruluk oranlari
sirasiyla; gebelerde %54.7, %70.7 ve %67.4, gebe olmayanlarda ise
her ¢ erken gebelik teshis metodunda da %100 olarak bulundu.
Erken embriyonik oliimler, EGF ve progesteron oOlciimleri
sonug¢larina dayanan, erken gebelik teshis sonuclarini ¢nemli
Olciide etkiledi. Fertilizasyon orani %88.3 (53) iken, bunun
%45.3'linde (24) embriyonik 6liim sekillendigi goraldii.

Sonug olarak, EGF aktivitesinin 6l¢iilmesinin erken gebelik
teshisi ve gebeligin devam edip etmediginin kontrolii amaciyla
kullanilabilecegi, RIT ve progesteron dl¢iimlerine dayanan erken
gebelik teshisi metodlarinin, gebe olanlardan ziyade, gebe

olmayanlari ortaya koymada daha giivenilir oldugu kanaatine
varildL



26

SUMMARY

Early Pregnancy Diagnosis by Early Pregnancy
Factor (EPF) in the Cows

The aim of this study was to investigate a possible
relationship between the serum activity of early pregnancy
factor (EPF) on the days 7 and 21 and the blood serum levels of
progesterone on the day 21 following insemination and day 45
rectal examination findings in cows. Possible use of EPF
parameter in early diagnosis of pregnancy was also sought.

Sixty Brown Swiss cows were used in this study. Blood
samples were collected on the days 7 and 21 for EPF activity and
on the day 21 for progesterone analysis. Serum EPF and
progesterone levels were determined by Rosette Inhibition Test
(RIT) and radioimmunassay, respectively. In the RIT analysis,
findings above 4 were accepted as pregnant and those equal or
below 4 as non-pregnant. The cows with serum progesterone
levels above 2.30 ng/ml were evaluated as pregnant.

RIT and serum progesterone levels were compared with the
rectal examination findings on the day 45 following insemination.

Based on the rectal examination findings, accuracy of day 7
and 21 EPF and day 21 progesterone results were as follows:
54.7%, 70.7% and 67.4%, respectively, in the pregnant cows. All
three parameters proved to be 100% accurate in the non-
pregnant animals. Early embryonic deaths significantly affected
the diagnosis of early pregnancy results based on the serum EPF
and progesterone parameters. Although fertilisation rate was

88.3% of the cows embryonic deaths occurred in 45.3% of the
fertilized cows.

In conclusion, these findings suggest that determination of
EPF activity may be used for diagnosis of early pregnancy and for
monitoring continuation of pregnancy. RIT and progesterone
analysis methods may be more reliably used for determination of
the non-pregnant cows than the pregnant ones.
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