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Gunumizde is, binek ve spor hayvani olarak kullanilan,
bazi yérelerimizde de etinden ve sitinden yararlanilan at,
lkemizde wuzun bir gegmise sahip olup folklorumuzda,
edebiyatimizda, resim ve spor oyunlarimizda derin izler

birakmistar.

15. ve 14. yuzyillarda bidyik ordu ve sivari birliklerine
sahip olan Osmanlilar ordunun at gereksinimini karsilamak
azere gegsitli giftlikler kurarak, at irklarinin islahzy

konusunda ciddi galismalar yapmislardir.

Gerileme devrinde ekonomik durumun bozulmasina paralel
olarak ve gesitli politikalar sonucu gerilemeye yuz tutan at
yetistiriciligi, birinci dinya savasinin da olumsuz etkileri
sonucu tamamen gerileyerek atgiligin yeniden ele alindaga

Cumhuriyet dénemine gelinmistir.

Cumhuriyet doneminde "Isilah—1 Hayvanat” kanununun
yuriirlige konulmasiyla birlikte, atgilik alaninda etkili
islah cgalaismalara baglatilmig ancak o©zellikle 1950° 11
yillarda tarim kesiminde ve ordu birliklerinde genis capla
motorizasyona gidilmesi sonucu kullanaim alani: olarak at,

vyeniden onemini kaybetmeye yiudz tutmustur.

Son yillarda petrol fiyatlarinin yidkselmesine ve gegitli

ekonomik girdilerin maliyetlerinin artmasina paralel olarak,



tarim sektorindeki insanlarin gic durumda kalmas:i, Ozellikle
kitgitk ve orta bilytkliukteki isletmelerde tarim, ulasim ve
cekim iglerinde at’ain kullanilmasini yvyeniden gundeme

getirmistir.

At 1n spor hayvani alarak kullanilmasinin yayginlasmasai,
gesitli Glkelere at eti ihracatimizan artmasa ve baza
lkelerin damizlaik at istemlerinin yogunlasmasza, at
vetigtiriciligini 6zendirmekle birlikte at“in nicel ve nitel
olarak ele alinip, atciligin gelistirilmesi 2zorunlulugunu

ortaya koymustur.

Islah ve yetigtiricilikte hayvanlarin en dnemli verim
6zelligi doél verimidir. Hayvanlardan iyi bir dodl verimi
alinmasi, d6l verimini etkileyen +tidm unsurlarin kontrol
altinda tutulmasina baglidir. Bu da hayvanlarain ddélerme
6zellikleri ve dolerme fizyolojileri yeterince bilindigi
61éﬁde vapirlabilir. Geligsmis lGlkelerdeki hayvancilikla ilgili
bilimsel galismalarin biaydk bir g¢ogunlugu délerme konusunu

igerir.

At yetigtiriciliginin etkin ve verimli bir sekilde

vapilabilmesi 1ilk olarak bu hayvanlardan alinacak dil
verimine baglidair. Bilindigi gibi kisraklar, délerme
fizyolojisi karmasaik ve mevsime bagla polidstrik

hayvanlardir. Aygir spermatozoitlerinin kisa dmurla olmasa,
kisraklarda kizginlik ve kizginlik sikluslarinain buaydk dlgude
degisiklik gostermesi bu hayvanlarda dél verimini olumsuz

yonde etkilemektedir. Uzun bir gebelik donemine sahip ve



sekstel siklus periyodlari sinirli olan kisraklarin dogumdan
saonraki ilk kizginlikta gebe kalmalari istenilen bir
durumdur. Ilk kizgainligi tesbit edilemeyen kisraklarda 2. ve

3. kizganligin ortaya c¢ikmasi zaman alair ve bu durumdaki

annelerden dogacak yavrular, vyasitlarina gore fiziksel
kondisyonca zay1if kalarak istenilen performansi
gosteremezler. Bu durum da yetisgtirieci agisindan ve

hayvanlarin dél verimi yoninden bir kayip olusturmaktadar.
Gerek vyaris atlarinda vyas grubu bir ornekliligi
saglamak, gerekse damizlik kisragin dol veriminden yeterince
vyararlanabilmek igin cgiftlegsmeden sonraki en erken dinemde
gebeligin saptanmasi ve gebe olmayanlaran en kisa zamanda
gebeliklerinin saglanmasi arzu edilen bir durumdur.
Boylelikle infertiliteye bagli ekonomik kayaiplarain uygun bir

tedavi ve seleksiyon yontemiyle giderilme olanagi dogabilir.

Kisraklarda erken gebeligin teshisi igin bugine kadar
birgok klinik ve laboratuvar teshis yontemleri
gelistirilmistir. Ultrasound, rektal palpasyon ve radyografi
gibi klinik yontemlerin dogru sonug vermesine karsain, kan,
idrar, sit gibi biyolojik sivilarda hormon tesbitine dayala,
duyarla immunolojik yontemlerin uygulamaya konulmasi

hayvanlarda erken gebelik teshisini kolaylastirmaktadar.

Son vyillarda geligmis Glkelerde, hayvanlarain ddlerme

dzelliklerinin arastirilmasi ve fertilite kontrolinde,



gesitli hormonlarin seviyelerini tesbhit etmek amaci
ile,Radioimmunoassay (RIA) ve Enzymeimmunoassay (EIAn)

teknikleri uygulamaya konulmugtur.

Korpus luteum hormonu olan progesteronun kanda veya
sutte yogunlugunun tesbiti ile gebeligin erken tanis:
yvyapilabilmekte ve ovaryum fonksiyonlari hakkinda bir kan:

oclugabilmektedir.

Bu tekniklerin kisraklarda uygulamaya konulmasiyla,
yetigstirmelerdeki blayak maddi degeri olan damizlik
hayvanlarin gebe olup olmadiklari erken donemde teshis

edilebilir. Yine bugin gebelik teshisi icin kullanilmakta
olan rektal ve vaginal muayene uygulamalari en aza
indirilerek, bu metodlara bagli olarak olusabilecek rektum
yaralanmalari, abortlar, embryonik ve fétal &6lim oranlara
azaltilabilir, ayrica is gicua ve zamandan kazanilabilir.
Rektal muayeneye izin vermeyen kisraklaran gebeligi bu
vyontemlerle kontrol edilerek bunlarin neden oldugu is

kazalari azaltilabilir.

Bu galismada, seksiel siklus sirasinda kanda progesteron
ve estradiol 17 B hormon dizeylerinin degisimi ve
ciftlesmeden sonraki 20.ginde kan progesteron diizeylerinin
Radioimmunoassay ve Enzymeimmunoassay yontemleriyle
karsilastirmali olarak dlglilip gebeligin erken dinemde teshis

edilmesi amacglanmaistar.



3. G6GIRIS$ VE GENEL BILGILER
3.1. KISRAKLARDA SEKSOEL Si1iKLUS

Dolerme fizyolojisi diger evcil hayvan tidrlerine gore
daha karmasik olan kaisraklar, bazi irklari yil boyunca siklus
gostermelerine karsin, ilkbahardan yaza kadar dizenli siklus
gosteren ve kisin seksilel dinlenmeye giren, mevsime bagla
poliéstrik hayvanlar olarak kabul edilirler (2, 5, 13, 18,
28, 32).

Kisraklarda sekstel siklusun ortaya cikmasi ve ostrusun
suresi bircgok arastiricaya gore mevsimsel dizensizlik
gostermektedir. llkbahar basinda dizenli olmayan, normalden
uzun olan ve genellikle ovulasyonsuz olan dstrus periyodlari,
may1s ayindan temmuza kadar olan ddnemde diuzene girmekte,
6strus suresi kisalmakta ve ovulasyon orani artmaktadir (17,

18, 24, 32).

Ciftlesmeleri mevsime bagla: olan kisraklarda sekslel
aktivitenin baslamasainda fotoperiyodun biyidk rol oynadig:
bildirilmektedir. Yapay 1siklandirma ile kisraklarda
follikidler gelismenin hizlandigyr ve g¢giftlesme sezonuna

girdikleri belirlenmistir (18).

Oxender ve arkadaslari (44) aralik ayinin basinda
andstrus donemde olan kisraklara wuygulanan 16 saatlik bir
fotoperiyodun 2 ay 1iginde normal oOstrus sikluslarini

baglattigan: bildirmektedirler.



Artan ya da azalan giin 1siginin optik sinirler araciliga
ile beynin Chiasma opticum’u vasitasa ile hipotalamusu
uyarmasl ve bazi gevresel faktorlerinde etkisiyle kisraklarda

seksuel aktivite baslamaktadir (4, 18).

Hipotalamusun uyarilmasi ile, hipotalamusun noyro—
sekretorik hicreleri gonadotropin dogurucu hormonlara (Gn—-RH)
sentezler. Salgilanan bu harmonlar Sinozoidal portal damarlar
araciligir ile hipofizin 6n lobuna (Adenohipofiz) ulasarak,
adenohipofizin bazofilik hicrelerinden gonadotropik kompleks
hormonlari olan FSH ve LH ile, asidofilik hiicrelerinden LTH
saliniminlr saglarlar. Bu hormonlarin etkisiyle kisraklarin
ovaryumlarinda Graff follikidlindn olusmasi, follikillerden
dstrojenin salgilanmasa, ovulasyon, korpus luteumun
sekillenmesi ve fekondasyon gerceklesmezse korpus luteumun
atrofisi gibi fizyolojik islevlerin gelismesinin yanisira,
disi dolerme kanal sisteminde de bu geligmelere paralel

fizyolojik degisiklikler sekillenir (33, 57).

Kisraklar dreme mevsimine qinlik igik alma sidresinin
uzadiglr dénemde girmektedirler. Bu doénem kuzey yarimkiirede
ilkbahar, giney yaraimkiirede ise sonbahar aylaradir. Gilney
yarimkirede at irklarinin %Z 920°1 Kasim, Subat aylari arasinda
seksiel aktivite gGsterirken, kuzey yarimkirede Mayis, Kasim
aylari arasinda seksiiel aktivite gostermektedirler (18, 28,
32, 38). Tropikal ve subtropikal bélgelerde yasayan kisraklar

y1l boyunca dstrus gosterme egilimindedirler (30, 34).



Hayvanin irkina, yasina, beslenme durumuna ve cgevresel
kosullara bagli olarak degisebilen kizgainlik siklusu
kisraklarda ortalama 21-23 giin olarak kabul edilir ve
prodstrus (2-3 gun), O6strus (4-7 gln), metaostrus (5-&6 gun)
ve didstrus (5-9 gin) donemlerinden olusur. Kizginlik
siklusunun proostrus ve ostrus evreleri follikiuler evre,
metadstrus ve didstrus evreleri de luteal evre olarak
adlandirilir. Genital sistem proostrustan ovulasyona kadarki
dstrus sdresinde Ostrojen etkisi altainda, ovulasyondan
metadstrus sonuna kadarki dénemde de Korpus Luteumdan
salgilanan progesteron etkisi altindadair (2, 5, 13, 24, 28,
30, 49). Evcil hayvanlar arasinda 6strus periyaodu en uzun

olan hayvan kaisraktir (13, 28).

Kisraklarda gerek cinsel olgunluga gerekse cgiftlegsme
olgunluguna erisme gagi, diger hayvanlarda oldugu gibi tire,
irka, cgevre kogsullarina gére onemli degisimler gosterir.
Cinsel olgunluga gelen bir disinin g¢iftlesme olgunluguna
erisebilmesi yeterli bir vucut agirligina erismesiyle
mimkidndar (2). Kisraklarda pubertas 10—-24 aylik, ortalama 18
aylaikta baslar (28). Yetisgtirmede ise ortalama 3é6.aydan
itibaren kullanilabilirler (43, 47).

Kisraklarda kizginlik sdresinin uzun olmasi ve aygir
spermatozoitlerinin yasam sitresinin kisa olmasa: dél verimini
onemli Slcgide etkilemektedir. 0O nedenle kisraklarda ovulasyon
zamaninin bilinmesi zorunludur (45, 57, 73). Kasraklarda en
uygun tohumlama Zzamanini tesbit amacy ile vapirlan

arastirmalarda en yiksek dolverimi orani ovulasyondan 1 gan



once ve ovulasyon esnasinda vapilan tohumlamalardan
alinmistir (45). Yine ayni amagla yapilan baska bir cgalismada
en yluiksek gebelik orani ovulasyondan 24 saat sonra yapailan
tohumlamadan elde edilmistir (43). Ulkemizde Ozellikle devlet
kurumlarinda uygulanan vyontem ise kaisragin kizginligain
basindan sonuna kadar tobhumlanmasidir. Diger bir uygqulama ise
dogumdan sonraki 9.gunde (tay kizgainliginda) kasraklarain
tohumlanmasidar (76). En yuksek dolverimi kizgainligin 2. veya
3. guninden baslayarak ve her 36. veya 4B8. saatte tekrarlanan

tohumlamalardan alinabilir (45).

3.2. KISRAKLARDA GEBEL1IK

Her hayvanda gebelik siiresi genetik olarak belirlenmekle
birlikte maternal, fé6tal ve gevresel faktérlerinde gebelik
suresi uzerine etkisi vardir (2). Kisraklarda gebelik sidresi
320 ila 353 gun arasinda degisir. Ortalama 334 gundir (2,
13).

Hafif 1rk kasraklarin gebelik saresi daha uzundur.
.Gebelikleri kisin sonlanan kisraklarda gebelik siresi 20 gin
daha uzundur. Erkek taylar uterusta digilere gére 2 qgin fazla
taginir. lkiz gebelikte gebelik siresi 10 gin daha kasadair.
Eger kisrak katir yavrusu tasiyorsa gebelik siliresi 10 gin
daha uzundur (28). Yaz sonu ve sonbahar basi gebe kalan

kisraklarda gebelik silresi, g¢iftlesme sezonu baginda gebe



kalanlara gore dabha kisadair. Kisraklarda iyi beslenen
annelerin, koti beslenenlere gore gebelik sidresinin 3—4 gin

kisa olmasi belirgindir (2).

3.3. GEBELIK TANI YUNTEMLER!

Gebelik klinik ve laboratuvar yoéntemlerle teshis
edilebilir. Yontemin secimi hayvanin turiune, gebeligin
donemine, maliyetine, dogruluguna ve gabukluguna gore
yapilir.

A) KLINIK YONTEMLER

- Gebelik, Korpus Luteumun regresyonunu inhibe eder ve
hayvanin tekrar kizginlik gostermesini enqeller. Bu nedenle
tohumlamadan 18 gun veya kizginlik bitiminden 16 gin sonra
ki1zginlik gostermeyen kisrak gebe olarak kabul edilir. Bu
bilgi cogunlukla ciftgiler ve suni tohumlama merkezlerince
gebeligin bir indikatdérd olarak kabul edilir. Fakat bu
metodun dogrulugu, surillerde yapilan Gstrus belirlemesinin
dogruluguna bagli oldugu gibi, sakin kizginlik gosteren,
laktasyona bagla olarak veya gevresel faktorlerin etkisiyle
andstrusa giren, uzun bir diogstrus veya embryonik 4&luami
takiben uzayan luteal faza sahip kisraklar yanlis pozitif
sonug verebilir. Gebe olmalarina karsin kizginlik gdsteren

kisraklar ise vyanlis negatif olarak degerlendirilebilir.
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Klinik ydntemler yavru, yavru zarlari ve yavru sularinin
teshitine davali rektal muayene, radyografi ve ultrasound

tekniklerini igerir (9, 18, 24).

1. Rektal Muayene

Ekonomik ve Gabuk sonug vermesi yaninda pratik
uygulamasi dzel bilgi gerektiren rektal muayene teknigi ile
kisrakta uterusun biiydmesi, konumunun degismesi,
ovaryumlardaki degisimler, fluktuasyon, fdtusun palpasyonu ve
uterus arterlerinin hipertrofisi ile fremitus tesbit edilerek

gebelik tanisi yapailabilir (2).

Rektal muayene teknigine uygun yapilmadig:r takdirde
rektum yaralanmalarina neden olabilmekte ve ciddi sonucglar

dogurabilmektedir.

Kisraklarda rektal vyolla gebeligin tanaisi deneyimli
veterinerlerce en emin olarak gebeligin 30-40. gunleri
arasinda yapilabilmekle birlikte, deneyimi oldukga yuiksek
veterinerler gebeligin 17-30. ginleri arasinda bu yontemle
gebeligi teshis edebilmektedir. Ancak bu donemde embriyonun
chorionun ve blastodermik vezikdldn zarar gormemesi igin gok
dikkat edilmelidir. Jackson"un bildirdigine g6re bu donemde
yapilan erken gebelik teshisi muayenelerinde, rektal

palpasyondan sonraki abort orani %4 5-6 civaraindadar (52).
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2. Ultrasound :

Rektuma veya karin bolgesine yerlestirilen alici bir
cubuk yardimi ile yavrunun hareketlerini, fdatal kalp
seslerini, arteria uterina ve umblikal damarlarin
pulzasyonunun tesbitine dayali ultrasound teknigi ile (59)
kisraklarda gebelik tanisi olasiaidir. Bu hayvanlarda A modeli
ile ortalama 50-60. glinden itibaren, B modeli ile 7-15.
glinler arasinda tani yapilabilmektedir. Ozellikle B madel
ultrasound gereglerinin gelistirilmesi ile gebeligin daha
erken tanisi olasidir (2). Real-time scanning teknigi ile
kisraklarda giftlesmeden sonra 18. glinde gebeligin tanisainda
dogruluk orani %100 diir ve ikiz gebelikler teshis

edilebilmektedir (18).

3. Radyografi :

X i1sinlari yardimi ile fotal iskeletin tesbitine dayala
bir yéntemdir. Koyun, kec¢i, domuz, kedi ve koOpekte gebeligin
teshisi amaci ile kullanilabilir. Bu yontem sadece gebeligin
son 1/3°de kullanilabilmektedir. Gerekli aletin pahaly
olmasi, operatérin radyasyon riski ile karsi karsiya olmasa
ve erken donemde sonug alinamamasindan dolayxr pratikte

uygulanan bir yontem degildir (13, 18).
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B) LABORATUVAR YONTEMLER

Gebeligin tegshisinde klinik yontemlerin kullanim
alanlarinin sinirla olmasi, bidytik sirilerde uygulanmasainain
cok fazla zaman almasi, uygulanmasinda ve dogru sonuglar
alinmasinda uzman personele ihtiyacg gostermesi gibi
nedenlerden dolay:, laboratuvar teshis yontemleri

geligtirilmis ve uygulamaya konmustur.

Gebeligin laboratuvar teghisi gebelikte olusan ve
gebelige 6zel olan bir drianidn aranmasi veya gebelik sirasanda
belirli bir maddenin miktarindaki degisikligin saptanmasi ile
yapilir. Gebelikte aranmasi gereken ldriunitn tipi, tesbit igin
kullanilan testin duyarlilik ve dogrulugu ile gebeligin

donemine baglidar.

Gebelik esnasinda olusan ddridnler maternal dokulardan
salgilanan maddeler veya yavru tarafindan aretilen
maddelerdir ve bu Grinler ana kaninda, stitunde ve idrarinda

immunolojik olarak tesbit edilebilmektedir.

1. Early Pregnancy Factor (E.P.F.)
Erken Gebelik Faktora

E.P.F. ilk kez gebe kadinin kaninda, preimplantasyon
déneminde ortaya konmustur. Daha sonra sirasiyla domuz, koyun
ve sigirda tesbit edilmistir (18). Immunosupresif bir faktor
olarak meydana gelen E.P.F. plasenta olusuncaya kadar

fertilize ovumu immunolojik olarak korur. Gebeligin erken
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doneminde embriyonun cerrahi olarak alinmasi veya herhangi
bir nedenle yok olmasi durumunda E.P.F. anne kaninda hizla
kaybolur. E.P.F. nin kan serumunda tesbiti "Rozet inhibisyon®
testi ile vyapilmaktadir. Bu test hendz klinik uygulamaya

girmemigtir (9).

2. Gebelikle Ortaya Cikan Antijenler

Kisrak, inek ve koyunlarda gebelik esnasinda gebelige
ézgu baza antijenlerin ana kaninda ortaya Ggirktiga
bildirilmektedir. Bu antijenler ana kaninda ancak gebeligin
son yaraisinda tesbit edilebilmekte ve gebelik teghisinde

pratik bir kullanim alanina sahip degildirler (18).

3. Gebelik Teshisinde Hormonlar

. Gebelik sirasinda kan, sut, tiakrik ve idrar gibi wvicut

sivilarinda teshit edilebilen hormonlarain miktarlaraindaki

degisimler incelenerek gebelik teshisi yapilabilmektedir.

Gebelikte; Progestagenler, Ostrogenler, Androgenler,
Gonadotraopinler, Kaortikal steroidler, Relaksin, Oksitosin ve
Prolaktin gibi hormonlar vicut savilarinda tesbit edilebilir.
insan ve hayvanlarda hormon tesbitine dayali gebelik teshisi
ilk defa 1748 de bildirilmis, daha sonra ayrintila
tekniklerin gelistirilmesiyle Immuno Chemical yodontemlerle

hormon tesbiti yapilabilmistir (15).
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Kisraklarda gebelik teshisinde en cok kullanilan
immunolojik testler idrar, sidt wve kan  serumunda hormon

tesbitine dayanan yontemlerdir.

a) PMSG :

Gebeligin 36—-38. guinlerinde uterusun endometrial
stromasindaki oOzel trofoblast hiicrelerden salgilanan PMSG
glikoprotein yapida bir hormondur. Endometrial hicrelerin
fotal membranlarla baglantisa: yoktur. PMSG anne kanina
kompleks lenf sinuslari yardami ile geger (15, 24). PMSG
dretimi yavrunun bidyidkligi, dogum sayisi ve fdtusun genotipi

tarafindan etkilenir (62).

PMSG veya diger adiyla ECG, kan serumunda gebeligin
32-36. ginleri arasinda bulunmasina karsin, ancak gebeligin
40. gununde tespit edilebilecek dizey olan 40-80 I4/ml’ye
uia$1r (5, 353). Gebeligin 6&60-635. guninde en yiksek didzeye
Girkar ve 120-150. giline kadar azalarak belirlenemeyecek dizeye

diger (2, 5).

PMSG'nin hem FSH hem de LH 6zelligi vardir. Bu
6zelliginin etkisi ile maternal ovaryumlardan ovulasyonla
veya patlamamis follikillerin luteinize olmasi ile Aksesor

Korpus Luteumlarin sekillenmesine neden olur (35, 235).

PMSG haormonu, gebeligin 40-120. gunleri arasinda kan
serumunda arastirilabilse de pratikte daha gok 350-90. ginler

arasinda alinan kan arnekleri degerlendirilmektedir (2).



13

PMSG hormonu immunolojik veya biyolojik yontemlerle
tesbit edilebilmektedir. Immunolojik yontemde bu amacgla
gelistirilen ve kisraklar igin spesifik olan MIP test ve
benzeri modifiye testlerde, antikor olarak anti PMS, antijen
olarak test serumu ve indikatér olarak koyun eritrositleri
ayni ortama kondugunda hemagliatinasyonun sekillenip
gsekillenmedigine bakilmaktadir. Hemagliitinasyon gekillendigi
takdirde, hayvan gebe degil seklinde degerlendirilmektedir
{2). Ayrica PMSG ' nin tesbiti ELISA teknigi ile de 2 saat gibi
kisa bir zaman diliminde gergeklestirilebilmektedir. Bu
testler gebeligin 40-50. gidnleri arasinda 7%Z100°'e varan bir

dogruluk orani vermektedirler (15, 26, 72).

Son dénemde bildirilen latex aglitinasyon testi ile 7
dakikada kisraklarda gebeligin 50-920. gununde 7.89—-100
dogruluk oraninda gebelik teshisi yapilabilmektedir (27, 50,

72} .

PMSG ' nin biyolojik vyontemlerle tesbiti ise olgun
laboratuvar hayvanlarinin ovaryumlarainin (Ascheim Zondek
Reaksiyonu) veya erkek kurbagalarda sperm uretiminin

stimilasyonuna (Kurbaga testi) dayanar (2, 5, 13).

Endometrial hidcrelerin tamamen dejenere oldugu 120.
ginden sonra ve yine PMSG salgilayan hicrelerin olustugu 40.
ginden sonra olusan abortlar ve fotal olumlerde hayvan gebe
olmadigi halde bu testler yanlis pozitif sonug verebilir (18,

24, 26).



16

b) Ostrogenler :

Ostrogenler steroid olarak bilinen 1lipid bilesiklerdir.
Ostrojen hormonlarinin baslangig¢ maddesi kolesterindir.
Ostrogenler, hepsinin ostrogen iskelete sahip olmasi 1ile,
ayrica kismen aromatik karakterli A— ve B—- halka
sistemlerine, keza Cx te fenolik hidroksil grubuna, C,> de
keto— veya oxy grubuna sahip olmakla karakterizedirler (5,

14).

Organizmada cok sayida fraksiyonu elde edilen
ostrojenlerin en onemlileri estradiol 178, Ostron ve
Ostriol ‘dur. Bunlardan estradial ve 6stron asal d&strogenler
olarak bilinir, Ostriol ise bir yikim lGrind olarak genellikle

digari atilair (5, 13, 14).

Organizmada ovaryumlar, testis, bdbrek tlUsti bezi ve
gebelikte plasentadan salgilanan oOstrogenlerin asil yapam
vyeri Graff follikdallerindeki theca interna ve granulosa

hiicreleridir.

Ostrogenler disilerde kizginligin pisisik ve fizikal
degigikliklerini meydana getirirler. Bu hormonun etkisiyle
digiler erkeklerle ciftlesme istegi gosterirler, hiperemi ve
protein sentezini stimile ederek genital aktiviteyi
artirairlar. Ostrogenik etki ile uterus endometriumunun bez
kanallari ve laktogenesisde meme bezindeki kanal sistemi
gelisir. Ostrusta vaginal epitelyumda degisikliklere neden

olurlar. Hipofiz bezinden salgilanan hormonlari: kontrol
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etmesi, oxytocin ve prostaglandinin etkilerini gadglendirmesi,
implantasyona yardimci olmasi diger etkileridir (13, 24, 28).
Ostrogenlerin genel viicut metabolizmaszi uzerine etkisi,
protein ve mineral metabolizmalarini su alis verisini ve

damar gecgirgenligini etkilemesinden ibarettir (14).

Ostrogenler gebelikte artan oranlarda plasentadan
salgilanirlar. Kisraklarda gebeligin 80. guninden sonra
plasenta kaynakli dstrojenlerin immunolojik ve kimyasal
y6ntemlerle diizeyleri olgilerek gebelik tanasa

vyapirlabilmektedir. Ozellikle Estradiol-178 ve Ostron silfatin
nitel varligini ortaya koymak amaci ile gelistirilen testler
gebeligin 110. gianinden doguma kadar, daha c¢ok 150-300.

ginler arasinda gebelik teghisinde kullanilmaktadir (2).

Asha Mantri (30) 5 kasrakta 15 siklus boyunca yaptiga
calismada siklusun degisik fazlarinda estradiol—178 miktaraina
en dusuk 5 pg/ml, en yuiksek 35 pg/ml olarak tesbit ettigini,
estradiol-178 nin follikiler faz boyunca yiikseldigini,
ovulasyondan 1 gun dnce pik seviyesine ulagtigina
(31.76*0.52), aovulasyon qlni estradiol dazeyinin digtdgana,
luteal fazda hizli bir disis oldugunu bildirmektedir ve yine
hayvanlarda ostrus belirtilerinin, kanda progesteron
miktaranin 1 ng/ml veya altina dismeden gorulmedigini

belirtmektedir.

Eraldo S. (12) 3 kisrakta iki dstrus periyodu boyunca
vaptiga calismada plasma ostrogen konsantrasyonunun

ovulasyondan 4-35 gun Once hizla yiukselmeye basladigaina,
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ovulasyondan 24-48 saat oOnce plasmada maksimum seviyeye
(60-110 pg/ml) ulastigini follikdl yairtildiktan sonraki 48
saat iginde de 20-50 pg/ml’'ye distidgtini, 6ostrogenin plasmada
yikselmesinin ovulasyon icin ilk stimulus olabilecegini

belirtmektedir.

Yuan Wei (74), dogumdan sonraki ilk O6strus
belirtilerinin gdraldiga sareyi 13.5*%2.34 gin tesbit ettigi,
18 kisrakta yaptigi galismada, dogumdan sonra ilk dstrusa
kadar olan sirede plasma estradiol—178 seviyesini ortalama
12.22%1.92 pg/ml, ovulasyondan 2 gun d6nce 20.41*3.27, 1 qin
bnce 19.48+2.16 pg/ml ve ovulasyondan sonraki ilk ginde de
11.41+1.72 pg/ml olarak tesbit etmistir. Yine Yuan Wei
ovulasyondan sonraki 2-10 gunluik stiredeki estradiol-17g8
konsantrasyonunun dogumdan sonraki 1ilk é&strusun gérialdiaga
sireye kadar olan dilimdeki konsantrasyonla benzer oldugunu

bildirmektedir.

Hyland,J.(22), 263 kisrakta yaptigar calismada plasma
O6stron sdlfat dizeyini dstrusta (5.8+1.2 ng/ml) ve gebeligin
37 ile ©950. ginleri arasinda (6.7%0.4 ng/ml) diostrustaki
diuzeyinden (1.8%+0.1) ve gebeligin 1 ila 36. glinleri
arasindaki dizeyinden (1.6%X0.04 ng/ml) yiksek bulmustur ve
yalanci gebelik olan kisraklarain plasma oOstron stilfat
konsantrasyonlarinin g¢ok didsik (1.2%0.1 ng/ml) oldugunu,
gebeligin 50. gininden o6nce Ei1S5 konsantrasyonunun tek basina

gebeligin tesghisi igin kullanilamayacaginli bildirmektedir.
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Sato,K.(36), 22 kisrakta vyaptig:r galismada 4astrogenin
birincisi ovulasyondan 3 qiun Once, ikincisi ovulasyondan 15
gin sonra olmak dzere iki pik yaptigini, oOstrusun 6.gind
deprese oldugunu ve gebeligin 103. gtlinidnden sonra bhizla

arttigini bildirmektedir.

Yine Sato,K.(33), g¢iftlesmeden sonraki 80 ila 300.
gunler arasinda hizli kolorimetrik ySntemle idrarda ostrogen
diizeyini belirledigi calismada, gebeligin 140-1B0. ginleri
arasinda ostrogen konsantrasyonunun en yuksek dizeyde
oldugunu, gebeligin 240. guntinden sonra belirgin derecede
dastiuguni ve bu yontemle son tohumlamadan sonraki 100. giinde

gebeligin tanaisinin mimkin olabilecegini bildirmektedir.

Tainturier,D.(63), gebeligin ilk 8 haftasina kadar
plasma G6stron silfat dazeyinin 300 pg/ml ' den az oldugunu,
idrar ostron sutlfat diazeyinin 3 ila 90 ng/ml arasinda
oldugunu ve gebeligin 70. gqgundinden sonra idrar veya kan
ostron sudlfat didzeyinin tesbiti ile gebeligin tanisinin

mimkin olabilecegini belirtmektedir.

Bamberg ve Mostl,E. (6, 7, 35), digskida aostrogenlerin
konsantrasyonlarinin teshiti 1ile gebeligin 120. guninden
sonra gebelik tanisainin dogrulanabilecegini

belirtmektedirler.

Gebe olmayan kisrakta follikuler faz ostrogen diazeyi kan
plasmasinda 463%2956 pg/ml, gebe kisrak plasmasinda ise

gebeligin 120. gununden once 10-20 pg/ml olarak
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bildirilmektedir. Gelisen fotusun anne kanina biiytik
miktarlarda d6ston silfat salgilamasi: 1ile gebeligin 75-100.
ginitinden itibaren kanda O6strogen seviyesi artmaya baslar.
180-270. guinlerde pik seviyesine ulasair (8B00 pg/ml). 300.
ginden sonra doguma kadar 150 pg/ml’ye diser (18, 48, 33).

Ostrogenlerin kanda tesbiti ile gebelik tanisi gebeligin
40. gununden, idrarda tesbiti ile ise 120. gdninden sonra
olasidair. Gebeligin teshisindeki dogruluk orani 120. giunde

Z80, 150-300. giinde ise %Z100°dir (18, 27, 53).

c) Progesteron :

Steriod hormonlardan olan progesteron hormonunun
biyosentezi asetat, cholesterol, pregnenoclon uzerinden
seyreder. Progesteron Ostrojenlerin, Androgenlerin ve

Kortikosteridlerin sentezinde Onemli bir ara daridnddir. Yan
zincirlerin oksidatif olarak kisalmasi ve 20, 22. karbonlarin
hidroksile olmasaiyla pregnenclon, bunun da dehidrasyonu
sonucu progesteron olusur. Progesteronlarin baslica vicuttan
atilma urunua pregnandioldur (14). Disinin dblerme
aktiviteleri Gzerine olan etkisi ve dolerme hormonlaranain
yapiminda bir ara basamak olusturan progesteron korpus

luteum, plasenta ve adrenal kortekste yapilair (2, 14, 28).

Progestagenlerin en onemli gorevi cinsiyet organlarinz

gebelik igin hazarlamak ve gebeligin devamini saglamaktir. Bu
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nedenle Ostrogenlerle yakin bir iliskisi vardar. Progesteron
uterus mukozasinda O6zel bir proteinle baglanir ve bu kompleks
iginde hiicre cgekirdedine gotidrdlir. Burada RNA'nin gesitli

sekillerini sentez ettirir (14).

Progesteron dstrogen tarafindan proliferasyona ugratilan
uterus udzerine sinerjik etki vyaparak odzellikle uterusun
bezsel sistemini gelistirip uterusu embryo taslaginin
implantasyonuna hazir hale getirir, memelerin alveol
sistemlerini gelistirir, uterus kaslarinin kontraksiyonlarin:

engelleyerek gebeligi garanti altina alar (2, 13, 435).

Kisraklarda ovulasyonu takiben oOstrus belirtileri iki
gun daha devam eder ki bu doénemde yirtilan follikil iginde
korpus luteumun gelisimi goridlar. Progesteron ovulasyondan 24
saat sonra plasmada Olgilebilecek miktara yukselir ve bu
yikselme yaklasaik 1 hafta devam ederek maksimum dazeye

ulasair.

Ostrus déoneminde 1 ng/ml’ ' nin altinda olan kan
progesteron dizeyi, ovulasyonu takiben olugan siklik korpus
luteumun gelismesine paralel oclarak artmaya baglar.
Ovulasyondan sonraki 6. gunde en vyuksek dazeyine ulasir ve
siklusun 15-16. gunune kadar bu diizeyde kalir. Gebe olmayan
kisraklarda siklik korpus luteumun dejenere olmaya basladigi
15-16. giinden itibaren kan progesteron dizeyi azalmaya baslar
ve siklusun sonu ile onu izleyen ovulasyon doneminde vyine 1

ng/ml 'nin altina ddser (5, 16, 18, 28, 31, 39, 33).
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Erken gebelikte PGF- alfa’'nin korpus luteum uzerine olan
luteolitik etkisini Oonleyen PGE= geng embryo ve
endometriumdan salgilanir. Korpus luteumun salgiladiga
progesteron gonadotropinlerin salgilanmasini inhibe ederek
gebelik sarasinda ostrus sikluslarainin sekillenmesini onler.
Kisraklarda gebeligin 30-40. guniine kadar salgalanan
progesteron yalnizca korpus luteum kaynaklidair. Gebeligin 40.
guninden sonra fétal trofoblast hiacrelerce salgilanan PMSG
ovaryumlarda ovulasyonlu veya ovulasyonsuz gelisimleri uyarar
ve bu faollikillerin luteinizasyonuyla sekunder korpus
luteumlar sekillenir. Sekunder korpus luteumlarin olusmasi
ile periferal kan progesteron diizeyi artmaya baslar.
Gebeligin 150-180. guniine kadar periferal dolasamdaki
progesteron primer ve secunder korpus luteum kaynakladair (5,
40, 57). Gebeligin 150-180. gininden sonra batin korpus
luteumlar regrese olur ve bu dénemden sonra gebeligin devama
igcin gerekli olan progesteron plasentadan salgilanar. Bu
donemde dstrogen dizeyindeki artisa da bagli olarak serum
progesteron dizeyi azalir. Korpus luteumlarin regresyonuna
baglar olarak progesteron hormonunun kandaki dizeyinin
kaybolmasi ile birlikte, pregnandiol idrarila birlikte bol
miktarda disari atilir. Gebeligin ikinci yarisinda anne
k&nlnda progesteron dizeyi diagik olmasana karsin fotal
plasental bdlimde progesteron dizeyi ylksek bulunmustur. Buna
neden olarak, progesteron hormonunun plasenta tarafindan
salgilanmaya baslamasindan sonra, kisrak plasentasinan diffus
epitheliochorial yapisindan dolayi, progesteronun anne kanina
gecmeden 6nce maternal doku tarafindan metabolize edilmesi

gisterilmektedir (19, 62).
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Kisraklarda gebeligin 25—45. gtinleri arasinda yapilan
ovariektomi abort veya fotusun rezorbsiyonuna neden olur.
Ovariektomi gebeligin S50. glininden sonra yapilacak olursa

degigik sonucglar ortaya gikabilir. Gebeligin 140 ila 210.

guini arasinda vyapilan ovariektomi gebeligi etkilemez.
Gebeligin 140. guninden sonra, gebeligin devama igin
ovaryumlar Oonemli olmadig: gibi 50. gunden sonrada

progesteron kaynagi ovaryumlar degildir (5, 18).

Margaret ve ark.(31) 23 kisrakta yaptiklari: cgalismada
Ostrusta kan progesteron duzeyinin 0.5 ng/ml 'nin altainda
oldugunu ostrus bitiminden hemen sonra hizla yukselmeye
basladigini, 7-10 gin sonra 5-14 ng/ml’ye ulastigina ve
ciftlesmeden sonraki 20. gunde gebe kisraklarin kan
progesteron duzeylerinin 5—-16 ng/ml oldugunu

bildirmektedirler.

Nitschelm ve ark.(41) kan progesteron duzeylerini
ovulasyon gind 1 ng/ml 'nin altinda, ovulasyondan 2 gin sonra
1-8 ng/ml, S5 glin sonra ise 10—-24 ng/ml bildirmiglerdir. Ayni
arastiricilar progesteronun gebeligin 5, 11 ve 17. giunid olmak

tzere 3 pik yaptigini belirtmektedirler.

Terblanche ve Maree (64) gebe kisraklarda giftlesmeden
sonraki 21. ginde plasma progesteron dizeyini 5-9 ng/ml
bulduklari ¢aligmada, o6strusta 1 ng/ml'nin altinda olan

progesteron dizeyinin ovulasyondan sonraki 3—4 gin iginde 10
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ng/ml "nin ustane giktigini, bu dizeyde 53-8 gun kaldiginai ve
sonra 24—-48 saat iginde hizli azaldigini bir sonraki

Ostrustaki disik seviyesine indigini bildirmektedirler.

Ohsaki ve ark.(43) kan serumunda progesteron tesbiti
igin ticari Enzymeimmunoassay kit‘i (preg—test) kullandiklarzi
galismada 6strusta progesteron dizeyini 0.7 ng/ml luteal faz
progesteron dizeyini ise ortalama 7.0 ng/ml olarak tesbit
etmiglerdir ve giftlegmeden sonraki 18-24. guanler arasindaki
progesteron dizeylerinin gebe kisraklarda gebe olmayanlardan

daha yuksek oldugunu bildirmektedirler.

Palmer (49) ovulasyondan sonraki 1. giinde progesteron
didzeyinin 1 ng/ml ' nin uGdstine g¢iktagaini, 35 1ila 10. gin
arasinda 6-10 ng/ml ocldugunu 10. glnden sonra progesteron
diazeyinde bir disme egilimi gdrildigind, ancak asil ani
dasldsin luteolisis’'in basladiga siklusun 14. gununde

goriildigini belirtmektedir.

Muesi ve arkadaslari (36) tohumlanan 24 kisrakta,
tohumlamadan sonraki 18-20. ginlerde RIA ile kan progesteron
duzeylerini tayin ettikleri galismada gebe olanlarda
progesteron dizeyini ortalama 10.3-23.72 nmol/litre, tekrar
k1zginlaik gosteren kisraklarda ise 0.1-4.4 nmol/litre oclarak
tesbit etmislerdir ve bu yontemin giftlesmeden 18-20 gun
sonra geri donmeyen kisraklarda gebeligin tanisa igin

kullanilabilir bir yontem oldugunu isaret etmektedirler.
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Mantri ve ark. (30) Follikualer fazda progesteron
dizeyinin yaklasik 1 ng/ml oldugunu ovulasyondan &—-7 gin
sonra pik seviyesine (7—10 ng/ml) ulastiaini ve sonra dismeye

basladigini bildirmektedirler.

? kaisrakta 12 siklus boyunca yvyapirlan calismada
follikiuler fazda ve luteal fazda progesteron degerleri
O6lcilmis; follikidler fazda Smith 0.64 ng/ml, stabenfeldt 0.65
ng/ml, plotka 0.61 ng/ml, Sharp 0.58 ng/ml, luteal fazda ayni
aragstiricilar sirasi ile 7.7 ng/ml, 10.0 ng/ml, 9.4 ng/ml,
10.9 ng/ml olarak belirlemislerdir ve plasma progesteron
dizeyinin 1 ng/ml’'nin altina dismeden Gstrus belirtilerinin

gordlmedigini bildirmektedirler (358).

Hunt ve ark. (20), 13 kisrakta haftada 3 kez kan ve sit
ornegi alarak 5 ay boyunca yaptiklari galismada, progesteron
didzeyini dstrusta 1 ng/ml ‘den disik didgstrusta ise 1
ng/ml ‘den yliksek bulmuslardir. Erken gebelikte ise plasma
progesteron dazeyini 5.4 ng/ml siut progesteron dazeyini 4.7
ng/ml olarak tesbit etmiglerdir. Bu arastiricilar haftada 2-3
kez alinan kan ve sit orneklerindeki praogesteron degerleriyle
Ostrus siklusunu ve ovaryum fonksiyonlarinin izlenebilecegini

igsaret etmektedirler.

Sata ve ark. (54) Plasma progesteron dizeyinin tesbiti

ile kisraklarda erken gebeligin tanimlanabilecegini
belirttikleri cgalismalarinda, gebe olmayan kisraklarda
Ostrusta progesteron diazeyini yvyaklasik 1 ng/ml olarak

belirtmiglerdir. Progesteron dizeyinin ylkselmeye siklusun 5.
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gunid basladigaini, 10. gunde pik seviyesine ulastigina
(ortalama 9.4 ng/ml) ve 20. ginde hrzla dias tdguna
bildirmektedirler. Gebe kisraklarda ise progesteron dizeyinin
gebeligin 15. gininde 13.0 ng/ml, 20.gininde ise 5.8 ng/ml

oldugunu tesbit etmislerdir.

Vivo ve ark. (70) 37 Ispanyol ve 26 arap irk:i kisrakta
vyaptiklari galismada follikidler faz ve luteal faz sirelerinin
yaklasik olarak ayni uzunlukta olmasina karsin, Ispanyol
irkinda 1luteal faz progesteron dizeyini 7.2 ng/ml, arap

irkinda ise 11.0 ng/ml olarak tesbit etmiglerdir.

Niekerk ve ark. (39) lreme gegmigleri bilinen 35 siklik
ve gebe kisrakta korpus luteumun geligmesini, sekresyonunu ve
regresyonunu inceledikleri calismadas; thekal hiicrelerin
ovulasyondan birkacg gun once hizla geligtigini ve
ovulasyondan sonraki 24 saat 1iginde thekal bhiGcrelerin en
iieri dejeneratif asamada olduunu, granuloza hiicrelerinin
hipertofisi ve luteinizasyonunun ovulasyondan 10 saat sonra
basladigini bildirmekte ve gebe olmayan kisraklarda lutein
hicrelerinin dejenerasyonunun ovulasyondan 12 gin sonra, gebe
kisraklarda ise ovulasyondan 38 gin sonra basladigini igaret

etmektedirler. Ayrica plasma progesteron dizeyinin korpus,

o

luteumun morfolojik degisimiyle paralellik gosterdigin

bildirmektedirler.

Tomasgard ve ark. (&66) giftlesmeden 3 hafta saonra 64
kisrakta yaptiklari calismada, kisraklardan 48 tanesini gebe

olarak (l.grub) 9 tanesini gebelikten siupheli olarak (2.grub)
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degerlendirmisler ve 7 kisraginda 3 hafta sonra tekrar
krzgainlak gosterdigini belirlemislerdir. Grub 1 deki
kisraklarin % 94°‘Gnun, grub 2 dekilerin i1ise Z 78 inin
gebeligi daha sonra dogrulanmistir. Gebe kisraklarin kan
progesteron dizeyinin 2 ng/ml 'nin dGastinde oldugunu, gebe
olmayanlarin ise 2 ng/ml’'nin altinda oldugunu belirttikleri
calismalarinda gebeligin erken teshisinde kan progesteron

dizeyinin yardimci olacagi goridsine varmislardir.

Vries ve ark. (71) tohumlamadan 18 gun sonra kan
pragesteron dizeyini 6lcgerek gebeligi belirlemek amaci ile 75
kisrakta yaptaiklari c¢aligmada, gebelik igin esik sainiri 2
ng/ml kabul etmigsler, gebe olmayanlarin teshisindeki dogruluk
oraninin % 100, gebe olanlarin teshisindeki dogruluk oranin:
da 7% 78.3 bulmuslardair. Embryonik Olamler dikkate
alindiginda pozitif teshisin glivenilirligini Z 91.6, tdm
testin giivenilirligini ise Z 84.7 olarak bildirmiglerdir.

Palmer ve ark. (47) giftlesmeden sonraki 18.glinde kan
progesteron dizeylerini dlgtikleri 72 kisrakta, progesteron
diizeyi 1.5 ng/ml den disik olan tum kisraklarin gebe
olmadigini ylksek olanlarin ise gebe oldugunu tesbit edip, bu
yontemle 6strusun tesbiti ve gebeligin teshisindeki dogruluk

oranini Z 96 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Elmore ve ark. (11) kan progesteron diizey lerinin
dlgimiyle embriyonal ve fotal 6ldmlerin, dizensiz sikluslarin
ve ovulasyonun gozlenmesini tartistiklari cgalismada 26

kisrakta ovulasyondan sonraki 12. ve 24. ginler arasinda, 37
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kisraktan da 13 1ila 23. gunler arasinda 2 guande bir kan
ornegi olarak progesteron diazeylerini olcomislerdir. Gebeligi
rektal palpasyon ve ultrosaund ile dogruladiklari galismada,
gebe kisraklarin kan progesteron dizeylerinin 2 ng/ml’ den
diuguk olmadigini, 18 ve 19. ginlerde progesteron dizeyi 2
ng/ml veya daha yudksek olan kisraklarin %Z 90°1inin gebe
aldugunu, 18.glunden o6nce ve 17.qginden sonra alinan o6rneklere
gore yapilan gebelik teghisindeki yanilma oraninin 18.-19.
ginlerde alinan orneklere gdre yapilan gebelik teshisindeki

vyanilma oranindan yuitksek oldugunu bildirmislerdir.

3.4. HORMON TAYINt

A) RADIODIMMUNOASSAY (RIA)

Hayvan yetigtiriciliginde bir endokrin bezin fonksiyonel
durumu hakkinda bilgi edinmek icin kanda hormon analizlerinin
onemi bdydktiur. Gegmiste, kanda hormon dizeylerini &lgmede
kullanilan biyolojik ve kimyasal yontemler tek bir o6rnegin
tayini igin c¢ok fazla miktarda kan, fazla zaman ve emek
gerektiriyordu. Ornegin tek bir numunede progesteron tayini
igin 400-500 ml kan plasmasi gerekirdi (60). Bu durum bir
hayvandan seri halde kan alinmasini engelliyordu. Radyoassay
tekniklerinin gelismesi ve radyoaktif isaretli izleyicilerin
antikorun baglanma yuzeyleri ile birlikte kullanilimasa

endokrinolojide yeni ufuklar agti. RIA teknigi ilk defa insan
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plasmasinda insilin hormonu 6lciumiande kullanildi. O zamandan
beri de bircok hormon ve diger maddelerin 61 glumunde

kullanilmaktadir (10).

RIA teknigi ilk olarak peptid hormonlaran tayininde
kullanilmistir. Qunki peptid hormonlar biyidk molekiller olup,

antijenik Ozellikleri vardar. Burada ana sorun hormon igin

uygun bir antiserum olugsturmak ve antijeni (hormon)
radyoaktif izotopla igsaretlemektir. Molekiler agirlaiga
1000°in altainda olan molekillerin cogunun immunclojik
ozelligi yoktur. Steroid hormonlarin cogunun molekiler

agirligir 300-400 arasindadir ve antijenik Gzellikleri yoktur
(1). RIA ' nin uygulanabilmesi igin bu hormonlarin immunojenik
vyaplirlmasi sarttir. Bu islem kiucik molekiler agirlikla bir
molekiilin (steroid), bilyitk molekiler agirlikli (Sigir serum
albumini, BSA gibi) bir molekdle baglanmasai ile
bagarilmistair. Bu bulus steroid hormonlar igin de RIA

tekniginin gelistirilmesini olasi kilmaistair.

RIA duyarlilaiga, dzgilldga ve yuksek ornek
kapasitesinden dolayi, hormon c¢aligmalarinda son yillarda

kullanilan en gegerli yontemlerden birisidir.

RIA, radyoaktif igaretli ve ilisaretsiz antijenler
arasinda, her iki antijene d6zgi oclan antikor molekiillerine
baglanabilmeleri esasini igeren bir yaris reaksiyonudur.
Antijenin isaretli ve isaretsiz iki tipi sainairli miktardaki
antikor ile ayni ortamda bulunduklarinda (tampon g¢ozelti

igerisinde) antikordaki baglanma yizeyleri igin yarisa
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gireceklerdir. Bu demektir ki, daha fazla isaretsiz antijen
oldugunda (Ornek veya Standart), antikorun baglanma
yuzeylerine daha fazla baglanacak ve radyocaktif isaretli
antijenin baglanabilecegi daha az yer kalacaktir. Bu yaris
dogrudan dogruya ortamda bulunan isaretsiz antijen (yani
ornekte bulunan hormon) miktar:i ile orantilidir. Daha sonraki
islem, antikora bagli antijenleri, baglanmamis antijenlerden
ayirmak ve her iki fraksiyondan birindeki radyocaktiviteyi
saptamaktir. Béylece bagli veya bagli olmayan radyoaktif
igaretli antijenin radyoaktivitesihe dayanarak bilinmeyen

arnekteki hormon miktari hesaplanair.

Isaretsiz antijenin miktarini tayin etmede bu antijenin
cesitli oranlarda, bilinen miktarlari, sabit miktarda antijen
ve sabit miktarda antikor ile reaksiyona sokulur ve standart
konsantrasyonlari yatay eksene, radyoaktivite sayim sonuglarza
da dikey eksene isaretlenerek standart egri elde edilir. Bu
standart egri belirli konsantrasyonlardaki isaretsiz
antijenin antikora baglanma yarisi sonucu ne kadar isaretli
antijenin antikora baglanabildigini gdsterir. orneklerin
radyoaktivite sayaglarinda dlcilen aktiviteleri (cpm)
standart egriye uygulanarak bilinmeyen isaretsiz antijen

miktari hesaplanir. RIA uygulamasi 3 temel unsuru igerir.

1. Antikor :

Steroid hormonlar antijenik o©Ozellikte olmadiklarindan

dolayi, steroidlerin tasiyici proteinlere baglanmalariyla, bu
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hormonlara karsi spesifik antikorlar olugturulur (21).

Progesterona karsi: antikor, farkla steroid protein
konjugatlara kullanilarak olusturulmustur. Progesteron
molekild BSA'ya 3, 6, 7, 11 ve 20. pozisyanlarda baglanmis ve
en 1iyi spesifik antikorlar 11 o hidroksi progesteronun
BSA°ya baglanmasi ile elde edilmistir (25). Bu konjugat
tavsan, kegi gibi hayvanlara periyodik olarak (booster

injections) enjekte edilerek spesifik antikorlar elde edilir.

2. Radyoaktif Isaretli Antijen :

Radyoimmunolojik deneylerin ¢ogunda en ¢ok kullanilan
radyoizotoplar *==I, *=1] ve “H diar. Steroidler genellikle ~H
ile (tritium) isaretlenirler. Tiroid ve protechormonlar ise
1==1 wveya 1=21 ile igaretlenirler. Tritium isaretli
ﬁormonlar, tritium’un yaryi o&mrinidn (12 yi1l) uzun olmasa
nedeni ile daha stabildirler. Diger taraftan radyoaktif iyot

igsaretli hormonlarin spesifik aktivitesi daha yldksektir (42).

3. Ornek Antijeni =

Reaksiyon sirasinda radyoaktif isaretli antijenle,
antikaora baglanma vyarisina giren, numunede Olglilmesi

istenilen antijendir.
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Bagli ve Bagli Olmayan Fazlarain Ayirimi :

RIA‘da antikora baglanmis ve baglanmamis antijenlerin
ayiraminda c¢esitli teknikler kullanilair. Tritium isaretli
steroidler igcin en ideal olarak kullanilan sistem dekstran’la

kiliflanmis aktif komirdiar. (Dextran—coated Charcoal).

Radyoaktivite Sayimi ve Deney Sonuglarinin

Degerlendirilmesi :

Deney sonunda bagli: ve bagl: olmayan fraksiyonlar
birbirinden ayrildiktan sonra sayim yapilir. Tritium g
radyasyonu yaydigindan sintilasyon sayacanda sintilator
igerisinde sayilir. Sayaim sonuclarinin (cpm, dakikadaki

sayim) ifadesinde, doz— cevap egrileri icin gesitli koordinat
§istem1eri kullanilair. Bagli antijenin serbeste orani (B/S);
baglinin total aktiviteye orana ki bu gergek (absolute
binding) baglanmadir (B/T); baglinain isaretsiz antijen
icermeyen kér tiplindeki bagliya orani ki bu nisbi baglanma
({B/Bo, relative binding) olup, hemen batin doz—cevap

egrilerinde en fazla kullanilandar.

BsS3; Bs/T; B/Bo, doz—-cevap egrisinin cevap kismini tesgskil
eder ve dikey eksene isaretlenir. Doz ise logaritmik veya
aritmetik skala tzerinde go6sterilir. Logaritmik, lineer bir
doz—cevap egrisi elde etmek igin, log'a (doz) karsi logit
(B/Bo) cevap, koordinat sistemi en uygun sistemdir. Doz cevap

egrisinden bilinmeyen antijen miktar: hesaplanir (46).
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B. ENZYMEIMMUNOASSAY (EIA) :

Radyoimmunoassay yonteminin gelistirilmesinden sonra
hormonlar pikogram dizeyinde hassas, guvenilir ve seri olarak
tayin edilebilmigstir. Ancak RIA yonteminin baza
dezavantajlari: bildirilmektedir (3). Bundan dolayi baza
arastiricilar izotopik olmayan isaretleyicilerin kullanalmasz
icin cgalasmislar, bu da immun testlerin diger tiplerinin
gelistirilmesine olanak saglamaistir. Bu amagla enzim,
fluorochrom, fluorogen gibi isaretlerin kullanaildaga

gorulmektedir (29).

Enzim ile isaretlemede testin duyarlig:i, d&zgallaga,
gabukluk, guvenirlik, kolay uygulanabilirlik ve ekonomik olma
gibi 6zelliklerin daha belirgin oldugu kaydedilmektedir (68).
RIA ve EIA tekniklerinin ayni temel prensibe sahip olduklarz:
ancak EIA‘da hormonun enzim, RIA‘da ise radyoaktif izotop ile
igaretlendigi goriilmektedir. Miktari saptanacak olan hormon,
belirli miktarlardaki igaretli hormon ve bu hormonlara karsi
aretilmis belirli miktarlardaki antikor ile rekasiyona
sokulmaktadair (69). isaretli ve igaretsiz hormonlar ortamda
bulunduklari konsantrasyonlari ile orantili olarak antikora
baglanmak igin yaraisirlar. Antikora baglanan enzim igaretli
hormon miktari ile drnekte bulunan isaretsiz hormon miktara
arasinda ters bir iligki vardair. Hangisinin konsantrasyonu
viksek ise antikora daha gok baglanacaktir. Reaksiyon sonras:i
en oOnemli islem bagli ve serbest kisimlarin birbirinden
ayrilmasidir. Bu ayirma igleminden sonra antikora bagli olan

veva serbest kalan igaretli hormon Olgiilerek numunedeki
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hormon miktari standart egriden hesaplanir. Hormonun bilinen
miktarlar: isaretli hormon ve antikor ile reaksiyona sokulur,
standart hormon konsantrasyonu apsise (x ekseni), bagli veya
serbest kalan isaretli hormon miktari ordinata (y ekseni)
isaretlenerek standart egri elde edilir. Bu egri bilinen
miktardaki isaretsiz hormonun bulundugu ortamda ne kadar
igaretli hormonun baglanabildigini gosterir. Ortamda isaretli
hormon fazla isaretsiz hormon az ise yiksek sayim (koyu
renk), bunun tersi oldugunda da disik sayim (agik renk) elde
edilir ve bu degismeler EIA‘da g&z ile de izlenebilecek kadar

belirgindir (63).

EIA°da en c¢ok kullanilan enzim diger enzimlerden c¢ok
daha ucuza elde edilebilen Horse Radish Peroxidase (HRP) dir.
Bu enzimin aktivitesi HzOz ile saptanir fakat substrat wuzun

sure stabil kalamadigindan daima taze olarak hazirlanmalidair

(29).

EIA'nin hassasiyetini etkileyen faktdrlerden biri olan,
immun reaksiyon sonundaki ayirim sirasinda bagli hormonun,
serbest kalan kisimdan ayrilmasi islemi, etkili bir sekilde
vapilmalidir. Bu ayirim safhasi zaman alici olmasina karsin
EIA testlerinde enzimi inhibe edici maddelerin ayrilmasini
saglar. En g¢ok kullanilan teknikler g¢ift antikor, gift
antikor—kati faz ve kati faz teknikleridir (8). ¢gift antikor
ve gift antikor kati faz teknigi uzun sdreli inkdbasyon,
santrifdj ve yikama asamalari gerektirdiginden, ayirma
igleminin kati faz teknigi ile 96 delikli mikrotitrasyon

plaklarinain kullanilarak vyapilmasi en uygun teknik olarak
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onerilmektedir (37). Boylece bagl: ve serbest kisimlarin
ayrilmasi igcin santrifdje gerek duyulmamakta, plagin ters
cevrilerek igeriginin bosaltilmasa ile bu islem kolayca
yapilmaktadir. Bu nedenle hem sire hem de malzeme yo&ninden

yarar saglanmaktadair,

EIA yontemiyle progesteron tayini son zamanlarda
uygulamaya konulmustur. Bu teknik ilk kez insan plasmasinda
ele alinmistair (23). Uygulamada kanda ve sutte progesteron,
ovaryumun fonksiyonel durumunun saptanmasi, gizli kizginlik,
kistik follikiil, kalici korpus luteum, dazensiz siklus gibi
dil verimine yonelik aksakliklarin belirlenmesi (34), uygun
tohumlama zamaninin anlasilmasi ve erken gebelik teshisi gibi

amaglarla tayin edilmektedir (73).
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4.MATERYAL METOT

4.1. Materyal :

Bu calisma Gemlik Askeri Veteriner Arastirma Enstitusd
ve Egitim Merkez Komutanligi yetistirmesindeki 20 adet saf ve

yarim kan 1ngiliz kisrakta yapilda.

4.1.1. Deneme Hayvanlarinin Segimi :

Denemeye alinan kaisraklar yetistirme kayitlarindaki
Ozgegmisleri incelenerek, bir dnceki yil dogum yapmis, siklik

kisraklardan secildi.

4.1.2. Deneme Hayvanlarinin Gruplandirilmasi :

Denemeye alinan kisraklar 2 grub olarak calaisildi.
i.grubtaki 10 kisrak bir ostrus siklusu boyunca serum
progesteron ve ostradiol 17 B dizeylerinin belirlenmesi icgins:
Z2.grubtaki 10 kisrak ise 1l.grubtaki kisraklarla birlikte ilk
tohumlamadan sonraki 20.ginde serum progesteron duzeylerinin

belirlenerek, gebeligin erken teshisi amaci ile cgalisalda.

4.1.3. Aletler :

— Sekiz kanalli fotometre (Titertek—Multiskan,
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Finlandiya)

Mikrotitrasyon plak cgalkalayicisi (Titertek-—
Finlandiya)

Sekiz ve oniki kanalli otomatik pipetler

(0-250 ul, 0-50 ul, Titertek, Finlandiya)
Mikrotitrasyon plak yikayicisi (Titertek, Finlandiya)
Sogutuculu santrifuaj (IEC CENTRA-7R, A.B.D.)
Calkalayici su banyosu (Grant, Ingiltere)

Likit sintilasyon sayaci (ICN-Corumat 2700,Belcgika)
Otomatik karaistiricai (Sybron—-Thermolyne, A.B.D.)
Vakumlu firin (Jet—-1 Automatik, B.Almanya)

Derin dondurucu (Bosch, B.Almanya)

Manyetik karistirici (Spin—Master, A.B.D.)

4.1.4. Hormonlar :

praogesteron—7 o Carboxyethyltioether—BSA
6 B hydroxyprogesteronhemisuccinate—HRP
2, 4, 6, 7, 16, 17—7=H Ostradiol

1, 2, 6, 7—~H progesterone

4.1.35. Diger Sarf Malzemesi :

Mikrotitrasyon plaklari (Nunc—Immuno plate)

1273 mm cam deney tipleri (bir defa kullanildi ve
atrlda.

12x60 mm, polietilen agzi kapakli radyoaktif sayim

tipleri (Vial). Bir kere kullanildi ve atildi.
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— Plastik, otomatik pipet uglari. Bir kere kullanaild:
ve atilda

- 5 mm°lik kapakli steril tupler

4,.1.6. Deneylerde Kullanlian Tampon ve Solusyonlar

— Karbonat Tamponu (pH 2.6)
4.29 g Naz-€CO=z 10 H=0
2.93 g NaHCO=
0.2 g Thimerosal
1.0 1t. Distile Su

— Phosphate Buffer Saline (PBS) Tamponu (pH 7.2)
1.27 g NaH=PO.. H=0

12.10 g Na=-HPO.. 12 H=O0

8.5 g NaCl

0.2 g Thimerosal

1.0 1t Distile su

— Deney Tamponu (pH 7.2)
7.12 g Na=HPO..2 H=0
8.5 g NaCl
0.2 g Thimerosal
1.0 g BsA
1.0 1t Distile su

— Substrat Tamponu (pH 5.5)
13.61 g Sodium acetate 3 Hz0
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0.50 g Citric acid
160 pl Hz0= (4 30)
100 ml Distile su

Bovine Serum Albumin (BSA) Solusyonu
1.0 g BHSA
100 ml1 PBS tamponu

Tetramethylbenzidine (TMB) solusyonu
60 mg TMB
10 ml Dimethylsul foxide

Substrat Solusyonu

1.5 ml substrat tamponu
200 pl TMB soclusyonu

15 ml DRistile su

Sulfirik Asit Solusyonu (SN)
890 ml Distile su

Yikama Solusyonu
0.50 g Tween—-80
1.0 1t Distile su

Fosfat Tamponu (pH 7.2)
2.69 g KH=-PO.

8.34 g Naz-HPOa

0.33 g NaH=x

1.0 1t Distile su
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— Aktif Komur Sispansiyonu {( Z 0.4)
4.0 g Aktif komiar (Norit A)
0.4 g Dextran T-70
1.0 1t Distile su

4.2. Metot

4.2.1. Kizginligin Tesbiti :

Kisraklar kizginlik gostermeye Mart, Nisan aylarinda
basladi. Galismaya Mayis ayinin ikinci yarisinda baslandi.
Kizginligin tesbiti aygir muayenesi, spekdlim ile serviks
uteri ve vaginanin muayenesi ve ovaryumlarin palpasyonu ile

yapilda.

4.2.2. Kan Orneklerinin Alinmas:i :

Galismanin birinci asamasinda muayeneler sonucu Ostrusta
oldugu belirlenen 10 kisraktan, bir siklus boyunca serum
estradiol 17-8 ve progesteron duizeylerini belirlemek igin,
kizginligin 1. gininden baslamak lizere haftada 3 kez jugular
vena dan yaklasaik 3 ml. kan alindi. fkinci asamada mateakip
sikluslarinda tohumlanan l.grubtaki 10 kisrak ve degisik
zamanlarda tohumlanan 2. grubdaki 10 kisraktan kan
progesteron dizeyinin tesbiti ile gebeligin erken doénemde
teghisi ig¢in son tohumlamanin yapildigi gun, son tobhumlamadan
sonraki &. giun ve 1ilk tohumlamadan sonraki 20. ginu olmak

dzere toplam 3 kez ayni yontemle kan alaindi. Alinan kan
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ornekleri 3 saat +4=C de pihtailasmaya barakildiktan sonra
3000 rpm°'de 15 dakika santrifiije edilerek serumlarai ayrilda

ve hormon analizleri yapilana kadar —-20=C°'de saklandi.

Tohumlama kizginlifin 1.guninden baslayarak 48 saatte
bir tekrarlanmak suretiyle dogal asimla yapildi. Tobhumlamadan

sonraki 60. ginde rektal palpasyonla gebelik arastairalda.

4.2.3. HORMON TAYINI

RIA 1le Progesteron Tayini :

Serumda progesteron RIA yontemiyle direk olarak tayin
edildi (61). Standartlar progesteron icermeyen at serumunda
0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ng/ml dizeyinde olacak
sekilde hazirlandi.

Deney taplerine 20 ul1 serum veya standart, 100 ul
*H-progesteron, 100 pl progesteron antikoru ve 300 ul tampon
kondu ve 60 dakika 37=C'de, 1 gece +4=C de inkibe edildi.
Serbest kisimlar aktif kdmir ile ayrildiktan sonra bagl:
kisim beta sayacinda sintilatdér iginde sayilda. Tablo
4,2.3.1"de gbsterilen progesteron tayininde sonucglar standart

egriden (Sekil 4.2.3.1.) okunarak hesaplanda.

RIA lle Ex178 Tayini =

E-178'nin serumda RIA ile tayini direkt olarak vyapild:
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0.3125 0.625 1.25 2.5 5 10 20 ng/ml
Sekil. 4.2.3.1.: Standart Efri (RIA ile Progeteron tayini)
Table 4,2.3.1,% RIA 31e Servada Direk Progesteron Tayini
T NSB g.- sid Nusune
Taapon %00 p} 400 pl 30w 30D p} 300 ¥}
Nuaune - e - -~ 20 pi
Stangart R - ——— 20 ¢t Rt
- Serus Lo pl - 20 41 2 pi
f~Progesteran 100 ¢l 100 pl 100 ¢l 100 ¢l 100 ¢
Antiker [ . 100 ) o108yl 100 ) |
- Karistaradsr
- 40 Dakiks 37°C'de,
- 1 gece +4°C de inkibe edilir
T
1AkEET KEadr f { 500 ui ‘r 560 wl 300 gl f 500 1 §

- § dakika karistirs{ir
~ 10 dakika buz bapyosunda inkibe edilir
~ 1§ dakika 3000 rpa‘de santritije edilir

Dlotowr | 321 | 3m e { 3a [ |

~Bets sayacinda ! dakika sayslsr

T = Yotal aktivite { 10.000 cpa}
NG3= Yzgl olaayan Baglanma

9 = Relatit haglanee

s{d= §tandart farson

- Sprum 1 Progestzron igeraeyen serua
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(67). Bu amagla 50 pul serum, 100 pl THEz178 (~7/10.000
cpm/tip) 100 pl Ex17p antikoru ile 60 dakika 37-C°'de ve 1
gece +4=C°'de inkube edildi. Serbest kaismi baglidan ayirmak
igin tiplere %0.4 liik aktif kdmiir sdspansiyonundan 200 pul
konuldu ve 10 dakika +4=C°'deki inkGbasyondan sonra tipler 15
dakika 3000 rpm. de santrifije edildi. Bagli fraksiyon 3 ml.
sintilatér kokteyli (xyloflour) ile karistirilarak beta

sayacinda sayaild:i.

Tablo 4.2.3.2. 'de gosterilen Ez178 tayininde sonuglar

standart egriden okunarak hesaplandi (Sekil 4.2.3.2.).

EIA 1le Progesteron Tayini :

Kisrak serumunda EIA ile progesteron tayini igin
belirtilen gift antikorlu mikrotitrasyon plak

Enzymeimmunoassay (EIA) yontemi kullanilda (51).

Standartlar progesteron igermeyen at serumunda 0.375,
0.75, 1.5, 3, &6, 12, 24 ng/ml diizeyinde olacak sekilde

hazarlandzi.

11k olarak mikrotitrasyon plaklara tavsan IgG°'sine
(immunoglobulin G) karsi koyunlarda Gdretilen antiserumdan
saflastirilmis olan IgG ile kaplandi. Delik basina 1 ug IgG
olacak sekilde karbonat tamponu (PH:2.4) ile kaplanan plaklar

+4=C°'de 1B saat inkibe edildi. Daha sonra igerigi bosaltilan
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Sekil.4.2.3.2.: Standart Egri (RIA ile E217B tayini)

Tablo 4.2.3.2.; RIA !le Serusda Direk E2178 Tayini

T T e
200 400 pg/tip

T NSB 0.- std Nuaune
Taspon $00 gl 400 ¢l 300 pl 300 yl 300 pl
Nuaune --- ~—- at - 30
Standart ~e- ——- et 30 pl -~
~ Serua 50 pl 50 i 50 ul e —en
SHE.17 8 100 yl 100 ¢1 100 ¢l 100yl 100 p1
Antikor —a- e 100 pl 100 pl 100 pl
- Laristirslar
- 40 dakika 37°C de
- 1 gece +4°C de inkibe edilir
actit Keaor | - [ 200 | 200 0000 | 0u |
- 1 dakika karistiralsr
- 10 dakika buz banyosunda inkibe edilir
- 15 dakika 3000 rpa‘de santrifije edilir
[Xyloflour l 3 al I 3 al 3 al 3l I 3 al AAAJ

- Beta sayacinda | dakika sayilar
Ts Total aktivite (10,000 cpa)
N§B= Uzqul claayan bajlanma
0= Relativ baglansa
std= Standart horaon
-Serua ¢ E217 3 igerseyen serum
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plaklar spesifik aolmayan ba§1anma91 (NSB) minimuma indirmek

igin %Z1°1ik BSA (Sigir serum albumini) solusyonu ile 40

dakika inktGbe edildi.

Boylece kaplama islemi tamamlanan plaklar -—-20=C°de
saklandir. Progesteron tayini igin bu plaklara 1 pl serum, 100
Ul progesteron antiserumu (1:30.000 lik konsantrasyonda) ve
100 pl horse radish peroxidase (HRP) enzimi 1ile isaretli
progesteron konjugati pipetlendi. Plaklar 37°C°'de karanlik
ortamda 2 saat inkibe edildi ve inkiibasyon sonrasi plak 4
kere yikama solildsyonu 1ile vyikandi. Boylece serbest kisam
bagli kisimdan ayrailarak atilmig oldu. Plak ylizeyine bagla
kalan isaretli hormon miktarini tesbit etmek icin, plaklara
delik basina 130 pnl substrat solidsyonu kondu ve plak 40
dakika oda isisinda inkiGbe edildi. Her delige 350 upul 4N HzS0,
ilave edilerek renk reaksiyonu durduruldu ve olusan renk
yogunlugu fotometrede 450 nm filtre kullanailarak okundu.
éekil 4.2.3.3.'de g6sterilen EIA ile progesteron tayininde?®

sonuglar standart egriden (Sekil 4.2.3.4.) okunarak

hesaplandz1.

s 4
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10 4

S
¥ T T T T ra
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Sekil 4.2.3.4.: Standart Efri (EIA lle Progesteron
Tayinti)
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Plak anti tavsan-koyun
IgG ile kaplanar.

o
Py Numune ve enzim isaretli
o progesteron pipetlenir.

Progesteron antikogu ilave
edilir ve plak 37 "C de
2 saat inkiibe edilir.

Baglanmayan kisimlar yikanarak
atilar.

Substrat konarak olusan renk
fotometrede okunur.

g8 Anti tavsan-koyun IgG

—( Progesteron antikoru

® Enzim igaretli progesteron

O Numune (serbest progesteron)

Sekil 4.2.3.3.: Cift Antikorlu Mikrotitrasyon Plak
EIA Yontemi Ile Serumda Progesteron

Tayini
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S.BULGULAR
Ostrus siklusu uzunlugu ortalama 20.7*1.0 qgin olarak

tesbit edilen 10 kisragin siklus boyunca kan progesteron ve

estradiol 178 hormon seviyeleri Tablo 5.1°'de verilmistir

Tablo 5.1. Siklusun Belirli Ginlerinde Kan Progesteron ve Estradiel 178

Dizeyleri
Siklus  Soyunta  Xan Progesteron {ng/al) Estradinl (7R (pg/al)

Alanan Ginler (n=10)

~4 0.71£020 19.2122.51

-2 04640.16 28,7143,33

) 93040,12 22.9842.2L

2 2,734063 17,661,534

4 4.9241.23 13,16%2,02

b 7.8941.86 10.85¢1.18

_ 9 8,771,869 8,9441.02

12 2,8020,563 12,1742,35

14 1.4420,33 15.4582,71

Grafik 9.1.°'den de izlenecegl gibi progesteron seviyesi
Gstrusun 1. gininden ovulasyona kadar olan ddnemde 1
ng/ml ' nin altinda bulundu. Ovulasyondan sonraki 2.qgquande
2.7520.63 ng/ml’ye yikselen progesteron miktari 6.glinde pik
seviyesl olan 7.8%9%1.86 ng/ml’ ye ulagta, Progesteron
yvyogunlugu siklusun 14.gdnti 6.77%1.6% ng/ml, 17.gini 2.80*0.43
ng/ml 12.gund de 1.44130.35 ng/ml olarak 6lgildi.
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Ostrusun 1l.glinud 19.21%2.51 bg/ml olan estradiol-17g,
ostrusun 3.guanu 28.71+£3.33 pg/ml’ye yiukseldi. Ovulasyon gunu
22.98%2.21 pg/ml Olgiilen estradiol 178, siklusun 14.ginine
kadar 8.24%1.02 pg/ml’ye dista. Siklusun 17 .giintdnde
12.17x2.35 pa/ml‘ye yikselen estradiol 178 19.giinde
15.453*2.71 pg/ml olarak &lcgildi.

Progesteron miktari follikiiler fazda 0.49%0.20 ng/ml,
luteal fazda 5.02+2.31 ng/ml, estradiol 178 miktara
folliklGler fazda 23.63%4.78 pg/ml, luteal fazda 12.51%3.28
pg/ml Slgildid (Tablo 5.2.).

Tablo 5.2, Follikdler Faz ve Luteal Faz Progesteron ve Estradiol 178 Horaon

Dizeyleri
n= 10 Progesteron {(ng/al) Estradiol 178 (pg/sl}
Follikiler Faz 0.49£0,20 23.6344.78
- Luteal Faz 5.0222.31 12.5443.28

Kan progesteron odlgimleri sonucu gebe kabul edilen 16
kisrakta son tohumlamanin yapildigi giin progesteron miktara
RIA ile 0.346*%0.22 ng/ml, EIA ile 0.36%30.18 ng/ml (Tablo
5.3.), son tohumlamadan sonraki 6é.glinde RIA 1ile 7.3*1.96
ng/ml, EIA ile 7.2%2.1 ng/ml, (Tablo S.4.), ilk tohumlamadan
sonraki 20.gtinde RIA ile 5.8*%1.53 ng/ml, EIA ile 35.7%1.42
ng/ml (Tablo S5.5.) d8lcildi. Gebeligin 6&O.glninde vyapilan
rektal palpasyonda gebe olarak kabul edilen 16 kisraktan

2’sinin gebe olmadigi tesbit edildi.
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Tablo 5.4.: 6ebe Kisraklarda Son Tohualasadan Sonraki 4.6iin Kan Progestercn

Ddzeyleri:
RIA {ng/al) EIA (ng/al)
9.2 9.8
3.3 5.9
8.3 6.8
1.6 1.1
8.1 1.2
9.9 8.6
7.8 8.0
7.! 6.3
5.3 4.8
6.9 8.2
10.1 11.4
8.8 9.3
10,3 9.2
7.8 5.9
3.8 3.2
49 4.2
x87.3%1.96 ¥=],242.1

Tablo 5.5.: Gebe Kisraklarda Tohualamadan Sonraki 20.6in Kan
Progesteron Ddzeyleri

RIA EIA
40 4.4
6.7 6.9
9.2 8.7
3.3 4.9
7.3 6.7
4.2 4.3
6.3 3.9
3.7 4.3
5.3 3.
4.9 4.3
7.8 7.8
6.6 6.2
8.7 7.4
4.8 4.1
4.3 4.9
3.7 4.6

33,821,353 xv3,781.42




S1

Kan progesteron dlcdmleri sonicu gebe olmadigi saptanan
4 kisrakta son tohumlama glna progesteron miktari RIA ile
0.41+0.192 ng/ml, EIA ile 0.45*0.22 ng/ml, son tohumlamadan
sonraki &4.glinde RIA ile 7.18*2.65 ng/ml, EIA ile 7.33%2.95
ng/ml, ilk +tohumlamadan sonraki 20.ginde ' RIA ile 0.83*0.37
ng/ml, EIA ile 0.74*0.28 ng/ml 6lcgildd (Tablo 35.6.). Bu
kisraklarin tamami izleyen siklus ddnemlerinde tekrar

kizginlik gosterdi.

Gebe kisraklarda siklusun 20.giinii RIA ve EIA ile tayin
edilen progesteron miktarlari karsailastirailarak her iki
yontem ile elde edilen sonucglar arasindaki kérelasyon r=0.93
olarak hesaplandi ve bu korelasyonun istatistiki olarak

onemli oldugu (P<0.01) anlasildi (Sekil 5.1.).

10y

- 9 r= 0.93
n~ 16

RIA (ng/ml)

o~
LS 1

e 3 A [y 2 2 i1

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10
EIA (ng/ml)

Sekil 5.1.: RIA ve EIA Ile Tayin Edilen Progesteron
Miktarlarinin Kars:ilagtairilmasa
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Tablo 5.3.1 6ebe Kisraklarda Son Tohumlamanin Yapildagi 60n Kan Progesteron

Diizeyleri
RIA (ng/al) EIA (ng/al)
0.23 0,32
0.42 0.38
0.50 0.48
0.49 0.3
0.23 0.26
0.19 0.30
0.15 0.22
0.13 0.33
0.22 0.23
0.37 0.48
0.38 0.42
0.97 0.78
0.67 0.72
0.27 0.23
0.24 0.17
0.18 0.16
¥=20.36.640.22 x20,3610.18

Tablo 5.6.t Gebe Olmavan Kisraklarda Son Tohumlama 6idndl, Son Tohuslasadan
Sonraki 8.6in ve 11k Tohualamadan Sonraki 20.68n Kan Progesteron

Dizeyleri
Son Tohuslasa Giinid Son Tohualasadan Sonraki |11k Tohuelaaadan Sonraki
4.6dn 20,6in
RIA (ng/al) RIA {ng/al) RIA (ng/al}
0.47 11,10 1,38
0.20 4,20 0.71
0.44 6,23 0,73
0.33 3,20 0.53
x=0.41$0.19 xe7,1822,45 x=0,8340.37
EIA (ng/al) EIA (ng/al) EIA (ng/al)
0.72 11.70 1,10
0.48 b.40 0.4
0,53 5,90 0,82
0.38 3.40 0.45
x20,4540,22 x=7.3322.95 x20,7410,28




53

6. TARTISMA VE SONUg

Kisraklarda kirzginlik siklusu hayvanin irkina, yasina,
beslenme durumu ve cevresel kosullara bagli olarak degisiklik
gostermekle birlikte ortalama 21-23 guan olarak kabul edilir
(2, S, 13, 24, 28, 30, 495- Calismamizda 10 kisrakta
ki1zginlik siklusu uzunlugu ortalama 20.7+1.0 gin tesbit

edildi.

Asha Mantri (30) siklusun degisik fazlarinda en diistik 5,
en yuksek 35 pg/ml 8lctigi Ez178'nain follikiiler faz boyunca
yikseldigini, pik seviyesine ovulasyondan 1 gqgun Once
ulastigini(31.7 ng/ml), ovulasyon gini Ez178 da bir diusme
goridldiaganid ve luteal fazda haizli bir diisis oldugunu, Ostrus
belirtilerinin kan progesteron dizeyi 1 ng/ml°nin altina

dismeden gorulmedigini belirtmektedir.

Yuan Wei (74) Ez178 seviyesini ovulasyondan 2 gin dnce
20.4, 1 gun once 192.5 ve ovulasyondan sonraki 2-10 gldnlak
stirede de 12.2 pg/ml olarak bildirmektedir. Galismamizda
Ez178 seviyesi en didglik siklusun 14.gGni (8.94*1.02 pg/ml),
en yuksek siklusun J.glinid  (28.71*3.33 pg/ml) 6lglildii.
Siklusun 1.gund 19.21+2.51 pg/ml olan E=178, 3.glunde
28.711x3.33 pg/ml’°ye yukseldi. Ovulasyon ginu 23 pg/ml olglulen
E-178 miktari siklusun 14.gunitune kadar 8.94*1.02 pg/ml’ye
disti ve 17.ginde tekrar yukselmeye baslayarak, 19.guinde 15.5
pg/ml°ye ulasti. Elde ettigimiz &lgimler Yuan Vei ve Asha

Mantri ' nin dlgumlerine uyum gosterdi.
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Kisraklarda kan progesteron diizeyi ovulasyondan 24 saat
sonra yiukselmeye baslar ve bu yukselme yaklasik 1 hafta devam
ederek maksimum seviyeye ulasir. Ostrusta 1 ng/ml ' nin altainda
olan kan progesteron duzeyi, ovulasyonu takiben oclusan siklik
korpus luteumun gelismesine paralel olarak artmaya baslar.
Ovulasyondan sonraki 6é.gidnde en yiuksek dizeyine ulasir ve
siklusun 15-16. ginune kadar bu dazeyde kalir. Gebe olmayan
kisraklarda siklik korpus luteumun dejenere olmaya basladig:
15-16. ginden itibaren kan progesteron dizeyi azalmaya baslar
ve siklusun sonu ile onu izleyen ovulasyon doneminde yine 1

ng/ml 'nin altina daser (5, 14, 18, 28, 31, 39, 53).

Margaret ve ark. (31) kan progesteron dizeyinin dstrusta
0, 5 ng/ml'nin altinda oldugunu, 6strus bitiminden hemen
sonra ylikselmeye bagsladigini 7-10 gun sonra 5-14 ng/ml’ye
ulastigani, Nitschelm ve ark. {41) progesteronun ovulasyon
gand 1 ng/ml ' nin altinda ocldugunu ovulasyondan 2 gin sonra
1-8 ng/ml, S gun sonra ise 10-24 ng/ml oldugunu, Terblanche
ve Maree (64) Gstrusta 1 ng/ml olan progesteron duizeyinin
ovulasyondan sonraki 3-4 gun icinde 10 npg/ml ' nin ustine

¢ciktigini bu dizeyde 5-8 gin kaldigini ve sonra 24-48 saat

]

ginde hizla azaldiginir bir sonraki oOstrustaki dasuk

seviyesine indigini bildirmektedirler.

Palmer (4%9) ovulasyondan sonraki 1.giunde progesteraon
didzeyinin 1 ng/ml° nin 4astinde oldugunu, S5 ile 10. gin
arasinda 6-10 ng/ml oldugunu 10.gunden sonra progesteron
dazeyinde bir disme egilimi gordldagand ancak asail ve ani
disiusun luteolisisin basladigy siklusun 14 .gununde

goraldagant, Sato ve ark. (54) progesteron dizeyinin



35

yukselmeye siklusun J.ginuinde basladigini 10.glinde pik
seviyeye ulastigini (7.4 ng/ml) ve 20.gunde hizla distigidna

bildirmektedirler.

Galismamizda progesteronv seviyesi oOstrusun birinci
gununden ovulasyona kadar olan dénemde 1 ng/ml‘ nin altinda
6lgildd. Ovulasyondan sonraki 2.glinde 2.75+0.63 ng/ml‘ye
6.ginde pik seviyesi olan 7.89%1.86 ng/ml‘ye ulagsti. Siklusun
14.qinune kadar onemli bir dusilis gb6zlenmedi ve 17.giinde 2.8
ng/ml’'ye, 1?.ginde’de 1.4 ng/ml ye digti. Siklus sirasinda
elde edilen progesteron 6lgimleri diger arastiricilaran

Olgimleri ile paralellik gosterdi.

Follikuler fazda kan progesteron seviyesini Smith 0.64,
Stabenfeldt 0.65, Plotka 0.61, Sharp 0.58 ng/ml (58) Ohsaki
ve ark. (33) 0.7 ng/ml, Luteal fazda ayni arastiricilar
sirasi ile 7.7, 10.0, 7.4, 10.9, 7.0 ng/ml.
bildirmektedirler. Galismamizda progesteron seviyesi
follikdler fazda 0.4930.20, 1luteal fazda S5.02+2.31 ng/ml

Olgiildda.

Margaret ve ark. (31) gebe kisraklarda c¢iftlesmeden
sonraki 20.gande kan progesteron seviyesini 5-16 ng/ml,
Terblanche ve Maree (64) ciftlesmeden sonraki 21.ginde 5-9
ng/ml, Muesi ve ark. (36) cgiftlesmeden sonraki 18-20.
gunlerde gebe olanlarda 10.3-23.9 nmol/1l, tekrar kizginlik
giosterenlerde 0.1-4.4. nmol/1l, Sato ve ark. (54) gebeligin
20.qunidnde 5.8 ng/ml bildirmektedirler. Tomasgard ve ark.
(66) giftlesmeden 3 hafta sonra gebe kisraklarin kan

progesteron dizeyinin 2 ng/ml nin d4Gstinde oldugunu, gebe
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olmayanlarda ise 2 ng/ml 'nin altinda oldugunu, Palmer ve ark.
(47) giftlesmeden sonraki 18.qgldnde progesteron diizeyi 1.5
ng/ml ‘den diusik olanlarin gebe olmadigini yliksek olanlaran
ise gebe oldugunu tesbit etmislerdir. Elmore ve ark. (11)
Ciftlesmeden sonraki 18-19. glnlerde progesteron dizeyi 2
ng/ml veya daha yuksek olan kasraklaran %90’ i1n1n gebe

oldugunu bildirmektedir.

Calismamizda gebe kisraklarin kan pragesteron didzeyi ilk
giftlesmeden sonraki 20 .giinde 5.8+1.53 ng/ml, gebe
olmayanlarda ise 0.83%0.37 ng/ml Olgilildi. Gebe olanlarda en
disik progesteron dizeyi 3.7 ng/ml, en yiuksek ise 2.2 ng/ml
tesbit edildi. Gebelerden ve gebe olmayanlardan elde
ettigimiz pragesteron degerleri diger arastiricilarin

dedgerlerine uygun bulundu.

Serum progesteron seviyesine bagli olarak yapirlan
gebelik teshisindeki dogruluk oran:i Lorin ve ark. (27) 17-19
glinlik geheliklerde 7 84.6, Tomasgard ve ark. (66) 3 haftalik
gebelikte Z 24, Palmer (47) 18 giinlik gebelikte 7Z 96 olarak

bildirmektedir.

Bazi arastiricailar (11, 66) cgiftlesmeden sonraki
21 .ginde gebeligin teshisi ig¢in progesteronun egik sainirini 2
ng/ml olarak bildirmektedir. Vries (71) 2 ng/ml 'den yliksek
progesterona sahip kisraklari gebe kabul ettigi calismasinda,
gebe oclanlarin teshisindeki daogruluk oranini: % 91.6, gebe
olmayanlarin teshisindeki dogruluk oranini da %4100 olarak

pildirmektedir.
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Calismamizda yuksek progesteron olgimi sonucu (4.9 ng/ml
ve 3.7 ng/ml) gebe olarak degerlendirilen 2 kisragin 60.ginde
vyapilan rektal muayenede gebe olmadiklari anlasildi. Bu
kisraklarin embriyonik 6luimi takiben uzayan bir luteal faza

girmis olabilecekleri sanilmaktadair.

Bu galismamirzda, progesteron dlgumi ile ilk giftlesmeden
sonraki 20.gtnde gebe olanlarain teshisindeki dogruluk orana
7Z 87.5 gebe olmayanlarin teshisindeki dogruluk orani da 7 100

aolarak bulundu.

RIA wveya EIA ydntemi ile elde edilen sonuglar
arasindaki korelasyonun 0.93 bulunmasi, deneylerin
hassasiyetini ve hormon tayininde RIA veya EIA yontemlerinden

birisinin basaraili bir sekilde kullanilabilecegini gosterdi.

Sonug olarak, bu tekniklerle progesteron hormonunun
dlgilmesi, gebeligin erken teghisi amaci ile
kullanilabilecegi gibi, bu alanda vapilacak diger
calismalarla kisraklarda onemli ekonomik kayiplara neden olan
gegitli infertilite problemlerinin tanisi ve tedavisi mamkian

olabilecektir.
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7. OZET

Bu calismada, kisraklarda astrus siklusu sirasinda kan
progesteron ve estradiol 178 hormon duzeyleri
radioimmunocassay yontemi ile tayin edildi. Gebeligin erken
donemde teshisi amaci ile ilk ciftlesmeden sonraki 20.gunde
kan progesteron dizeyleri radioimmunocassay ve
enzymeimmunoassay yontemleri ile karsilastairmali olarak

&1ciildii.

Galisilan 10 kisrakta dstrus siklusu uzunlugu 20.7*%1.0
gin bulundu. Estradiol 17p pik seviyesine Gstrusun 3.gﬁnﬁ
ulasty (28.711+3.33 pg/ml). Daha sonra diismeye baslayan
estradiol 178 seviyesi en disuk siklusun 14.guna (8.94%+1.02
pg/ml) 6lglildid ve tekrar ylkselmeye baslayarak siklusun

19.ganinde 15.45%2.71 pg/ml’ye ulastzi.

Ostrusun 1l.guniinden ovulasyona kadar olan dionemde 1
ng/ml°‘nin altainda olan serum progesteron dizeyi pik
seviyesine ovulasyondan sonraki é6.ginde ulast: (7.89*1.86
ng/ml). Siklusun 14 .ginine kadar onemli bir diusus
gbrilmeyen progesteron seviyesi siklusun 17.gani 2.8%*0.6,

19.ginG de 1.4320.4 ng/ml’ye disti.

Estradiol 178 ve progesteron seviyesi follikidler faz
ve luteal fazda sirasi ile 23.63%4.78 pg/ml, 12.51*3.28
pg/ml, 0.49+0.20 ng/ml, 5.02%2.31 ng/ml olarak 6lgiildi.

Ciftlesmeden sonraki 20.gunde serum progesteron duzeyi

gebe olanlarda 5.8%1.533 ng/ml, gebe olmayanlarda ise
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0.8330.37 ng/ml tesbit edildi.

RIA ve EIA ile tayin edilen progesteron miktarlarainan
karsilastirilmasinda karelasyonun 0.93 bulundugu bu
calismada, 20.giinde gebe olanlarin teghisindeki dogruluk
orany % 87.5, gebe olmayanlarin teshisindeki dogruluk

oranida 7Z100 olarak tesbit edildi.
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8. SUMMARY

In this study the serum levels of progesterone and
estradiol 178 during the estrus cycle in mares were
determined by RIA. For early pregnancy diagnosis on day 20
following mating, serum progesterone levels were compared

by using both RIA and EIA.

The mean length of the estrus cycle was found to be
20.7+1.0 days in 10 mares. Estradiol 178 reached peak
levels on the third day of the cycle (28.7023.33 pg/ml).
Thereafter the levels decreased and the minimum levels of
estradiol 178 was obtained on the 14 +th day of the cycle
(B.924%1 .02 ng/ml). Gradually increasing levels reached to

the value of 15.45%2.71 pg/ml on day 19 th.

Low serum progesteraone concentrations of the
follicular phase rised to peak levels on day 6 during the
cycle (7.89*1.86 ng/ml) and remained at high levels until
day 14 and decreased to 2.8%0.6 and 1.4%0.4 ng/ml on days
17 and 19, respectively.

Estradiol —-178 and progesterone levels were estimated
23.63*x4.78 pg/ml, 12.51%+3.28 pg/ml for follicular phase and
0.49+0.20 ng/ml, 5.02£2.31 ng/ml for 1luteal phase,

respectively.

Serum progesterone concentrations on day 20 th after
mating were obtained to be 5.8*%1.53 ng/ml and 0.83%0.37

ng/ml in pregnant and non—pregnant mares, respectively.
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Praogesteraone levels were compared by using both RIA
and EIA and the coefficient of correlation was 0.93. The
accuracy of the progesterone test to pregnancy and

non—pregnancy were Z B87.5 and 100 Z, respectively
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