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I- GIRL1S

Ankara kegisi (Tiftik kegisi, Angora goat), bagta tiftik olmak
lzere et ve siit verimi lile Orta Anadolu kdyliislnin geg¢im kaynaklarindan
birisidir., Ankara kegisi, yiizyzllardan beri Anadolu ;nun I¢, Bati, Orta
ve Gineydodusunda yetigtirilmektedir (Urkiz, 1980). Yetigtirildigi gevre
§artlarma gisterdidi uyumla bir doda harikasidir. Batu'nun (1940) arag-
tirmalarina gbre Ankara kegisinin anayurdu orta Asya'dir ve XIII. yliz—
yilda Tiirkler tarafindan Anadolu'ya getirilmigtir. Ankara keg¢isi Orta
Anadolu platosunun dodal gartlarinda gegitli mutasyonlar gegirerek, gev-
re gartlarina uygun bir hayvan tirid dzelligini almigtir. XIX. asir or-
talarina kadar yalniz Anadolu'da yetigtirilen Ankara kegisi asrin ikinci
yarisinda Ingiltere'ye ve oradan da Gliney Afrika'ya gétirilmigtir. Bu-
radaki yerli kegilerle ¢evirme melezleme galigmalari ile tiftik kegisi
haline déniigtiiriilmigtiir (Grobler, 1975; Outram, 1979). Diger taraftan
A.B.D. ne gotiirilen tiftik kegilerinin Teksas ve Kaliforniya bélgesine
uyum sadlamasi temin edilmigtir (Shelton, 1965). Fakat Tiirkiye'de yetig-
tirilen Ankara kegisinin tiftik kalitesini incelik, uzunluk ve parlak-

l1k bakimindan hig bir lilkenin tifti§i tutmamaktadir (Imeryiiz, 1969).

Birka¢ devlet hayvancilik kurulugu diginda, bilimsel yetigtirici-
likten yoksun ve tamamen tabiat gartlarina terkedilmig olan Ankara kegi-
si yetigtiriciliFimiz duraklama ve gerilemeye baglamigtir. Ankara kegi-
sinin ililkemizdeki sayisi 1960 dan beri devamli diiglis gdstermigtir. 1960
yrlinda 5.9 milyon olan Ankara kecgisi sayisi, 1965 de 5.5 milyon, 1970
de 4.5 m.ilyoh, 1975 de 3.5 milyon, 1980 de 3.658 milyon olmugtur (Bagba-
kanlik, Devlet Istatistik Enstitisi 1977, 1979, 1981; T.C. Tarim Bakan-—

1142, Hayvancilik Istatistikleri 1981).



Anayurdunun iilkemiz olmasi, kogullarimiza iyi uyum saglamig bulun-
masi, ekonomik agidan ve sosyal yOnden dnemli bir yer tutmasi, Ankara

kegisinin sayisal ve verimsel olarak geligtirilmesini gerektirmektedir.

Ankara kegisi yetigtiricili§inde en énemli unsur tiftik (moher)
verimidir. lkinci planda et ve siit verimi gelir. Bu nedenle tiftik kali-
tesi ve fiata ‘ile ilgili olarak, Tiftik endiistrisinde yiiksek ilireme hizi-
nin biiylik éinemi vardir (Westhuysen 1974 ve 1979). Cinki Ankara kegisi
yaglandikga, tiftidinde hem kalite hem de miktarca deder dilgiikliigd olur.
Yiksek bir lreme verimi (hizi), siiriinin ortalama yagini geng tutarak
tiftik liretiminin ilerleme ve geligmesine olanak tanir. Her dogan yavru
ve iyi yetigen her geng hayvan, g¢iftgi igin ve dolayisiyla ekonomi igin
fazladan yarar sadlar. Bu nedenle, lireme verimini etkileyen unsurlarin

tammlanmasi ve buna gdre yetigtiricilik yapilmasi dnemlidir.

Islah ve yetigtiricilikte, hayvanlarin en énemli verim Gzelligi
dél verimidir. D61 verimi diigiik hayvanlarla yapilan yetigtiricilikte,
istenilen dizeye varilamiyacadi gibi, harcanacak zaman ve emek de boga
gidecektir. Hayvanlardan iyi bir dél verimi alinmasi, dél verimini et-
kileyen tim unsurlar.m.kontrol al tinda tutulmasina baglidir. Bu da hay-
vanlarin délerme &zellikleri ve fizyolojik mekanizmasi yeterince bilin-
digi élgide yapilabilir (Karg ve ark. 1976; Past, 1980). Tim geligmig
lilkelerdeki hayvancilikla ilgili bilimsel c¢aligmalarin biliyik bir ¢ogunlu-
Ju dbélerme konusunu igerir V(Kakusya 1980; Kinser ve ark. 1983; Shemesh

ve ark. 1983). Bu da bu konunun dnemini yansatir.

Ankara kegilerinde délerme sorunlarini incelemek igin, Ankara ke-

¢isinin yetigtirildigi dider ililkelerde yodun galigmalar yapilmaktadir



(Badawy, 1972; Cawood, 1979; Ritar ve Salamon, 1982; Salamon ve Ritar,
1982; Ritar ve Salamon, 1983). Son zamanlarda Avusturalya ';:la, Ankara
kegilerinden yerli kegilere embryo transferi yapilarak hizla Ankara ke~
¢isinin say:.s.min arttirilmasi yoluna gidilmektedir (Armstrong ve Evans,

1983; Troumson, 1983),

Son yillarda geligmig iilkelerde, niikleer teknigin kullanilmasi,
dijer konularda oldudu gibi, veteriner hekimlik ve hayvancilik alaninda
da yayginlagmaktadir. Hayvancilikta Szellikle dbl verimi, gebelik ve ki~
sarlik kontrollarinda, hormon testlerini igeren radyoimmunoassay (kisaca
RIA) ybntemi, modern hayvan yetigtiriciliginde gergek yerini almigtir
(Karg ve ark., 1976). RIA testleri, hormon tayinlerinde, sadece nanogram
ve pikogram diizeyindeki duyarlilidaindan dedil, ayni zamanda dogruludu,
etkinlidi ve uygulamadaki kolaylidi bakimindan da hayvan yetigtiricili-

gi igin énem kazanmigtir (Karg ve ark., 1976).

Digi délermesinde &strus (kizginlik) siklusu ve gebedik ile ilgi-
1li hormonal olaylar birgok tiirde ¢aligilmigtir (Challis ve ark., 1971;
Jarosz ve ark., 1971; Pretorius, 1973; Symons ve ark., 1974; Claus we
Rattenberg, 1979,; Prasad, 1979 a,b,c; Eddy, 1983; Kinser ve ark., 1983).
Bu ¢aligmalarda kan plazmasindaki "progesteron”, fertilite kontrolu ve
erkek gebelik tayininde, kegileri de kapsayan evcil ruminantlarda ovar-
yum aktivitesini gbsteren en giivenilir hormon olmugtur (Linzell ve Heap,
1968; Thornburn ve ark., l1969; Basset ve ark., 1969; Thornburn ve
Schneider, 1972; Irving ve Jones, 1972; Laing, 1976; Wentzel, 1979 a;

Quirke ve ark., 1979; Thibier ve ark., 1981).

Ankara kegisinde ovaryum fonksiyonunu kontrol etmek igin gegitli

aragtaricilar tarafindan galigmalar yapilmigtir (Marincowitz, 1971 a,b);
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Pretorius, 1971 ve 1973; Corteel, 1975 ve 1977; Westhuysen, 1976, 1978;
Wentzel, 1979 a). Bugine kadar illkemizde Ankara kegilerinin tiftik, et
ve sit verimi diginda fizyolojik ve délerme &ézellikleriyle ilgili hor-

monal parametreleri de igine alan bir galigma yapilmamigtir.

Bu galigmada Veteriner Hekimlik wve hayvancilikta, ilkemizde RIA
nin ilk uygul amasx olarak, Ankara kegilerinin délerme 6zelliklerinin
¢aligilmasinda ve erken gebelik tayini igin RIA ile progesteron hormo-

nu saptamayi amagladik.



II~- G E NE L B I L ¢ 1T L E R

ixoyun irklarinin codu ve keg¢iler mevsimsel olarak yetigtirilir-
ler (Pretorius, 1973). Cinsel aktivite genellikle sonbahar ve kis ayla-~
rainda en yiiksek\ diizeye ulagir; bunu uzun bir andstrus dénemi takip eder.
Kegilerin bul un&uéu ortam daha gineyde ise sifat mevsiminin baglamasi
daha erken olmaktadir. Kegiler gin igidanin azalmasina cevap olarak cin-
sel aktivitelerini baglatirlar (Wentzel, 1979 a), ya gebe kaldiklarinda

ya da sifat mevsiminin bitmesiyle bu aktivitelerini durdururlar.

Kigin erken déneminde dodan yavrularin daha iyi biyime olanakla-
rinin olugu (Fraser, 1975; Wentzel, 1979), erken tohumlamanin ana avanta-
jadar. Hatta safat mevsimi 4-6 hafta daha erken olursa dahal da avantaj-
lidar. §imdiye kadar memeli hayvanlarin cinsel aktivitelerini kontrol
etmek igin hemen daima ekzojen hormon iglemleri uygulanmigtir (Marinco-
witz, 1968; Dhinsa, 1971; Symons ve ark., 1974; Cumningham, 1975; Saba
ve ark., 1975; Bosu we ark., 1978; Ogubiyi, 1980:; Eddy ve ark., 1983;
Glazzel wve ark., 1983; Karagiannidis, 1979; Bristol, 1983; Richardson,

1983; Ainsworth, 1983).

Ankara kegisinin mevsimsel dreme aktivitesini tayin etmede gok
fazla olmamakla birlikte g¢aligmalar vardir (Lamont, 1964; Marincowitz,
1967; Marincowitz, 1971 a ve b; Pretorius, 1971; Moore, 1979; Wentzel,
1979 a ve b). Ankara kegileri diger kegi irklarina gére daha duyarli
hayvanlardir. Senede ancak bir kez tohumlanabilirler. Dogumdan sonra u=
zun bir dinlenme dbnemi vardir. Bunlara Gzél iyi bir gida verilerek tek-
rar aktif hale getirilirler. $zellikle yegil yiyeceklerin ovulasyon iize-

rinde mikemmel stimule e&ici etkisi vardir (Cawood, 1979, 1980).



2.1. Ankara Kegisinin Genel Ureme Ozellikleri :

2.1.a. Ergenlik yagi (puberti) : 4-12 ay arasinda degigir. Ilkba-

harda dodan yavrular ayni yilin sonbaharinda kizginlik gdsterirler.

b. Gebelik dénemi : 145-156 gin arasinda dedigir. Primitif

arklar evcil irklardan daba kisa gebelik dénemi gdsterirler.

c. Ustrus siklusu uzunludu : Ortalama 19 gindiir; 18-21 giin a-

rasinda dedigir.

d. Ostrus g6zikmesinden sonra ovulasyon zamani : Ortalama 24
saattir; 12-36 saat arasinda degigir. Ustrus sona ermeden Once ovulas-

yon olur,
e. Dojumdan sonra ilk kizginlik : Sonbahardadir.

f. Siklus tipi : Mevsime bagli polibstrus geklindedir. Bir

mevsimde 8~10 éstrus periyodu vardir.
g. Ortalama ¢iftlegme Omri : 6-10 yxldir.
h., Fekundite : Genellikle 1, bazen 2-3 kez olur.

i. Sifat mevsimi : Sonbaharda baglar; kuzey yari kiirede Eyliil-

Ocak aylaraidir.

2.2, Ankara Kegisinde Ustrus Siklusu (Temel Degigiklikler ve
Klinik Gézlemler) :

Ankara kecgisinde Ostrus siklusu, birbirini izleyen 4 dénemde ce-

reyan eder (Erk, 1980).



2,2.1, Prodstrus : Corpora lutea (sari cisimler) dejenere olur,
folikiiller biiyiir. Serviksden musin salgilama, vulva normaldir. Keginin

davraniginda huzursuzluk goriiliir, igtah azalir. Ortalama 3 gin sirer.

2.2.2. Ustrus : Folikiiller olgunlagir ve ovulasyon olur. Ovulas-
yon, Ostrusun baglangicindan 12-36 saat sonra olur. Serviksten musin
salgilanir, mukus kalinlagar., Vajina, hiperemik olup mukus salgisi ar-
tar. Vulva hafifge biiytir. Ke¢i bu dbnemde siklikla meler, gevresine kar-
g1 ¢ok dikkatli ve duyarladar. Siddetli wve devamli kuyruk sallama gori-
lir.Igtah azalmgtir. Ustrus siresi 0-2 gin arasindadir. Kisa sikluslu

kizginliklar genellikle sterilite ile sonlanir.

2.2.3. Metbéstrus : Corpus luteum gekillenmeye baglar. Serviks ka-
panir. Vajinada mukoz membranlar kurur ve soluklagir, vulva normaldir.

Davranigtaki huzursuzluk nigpeten azalmigtir. Yaklagik 5-6 gin siirer.

2,.2.4. Dibstrus : Corpora lutea biyimeye devam eder. Hayvanda

cinsel davranig gozlenmez. 8~9 giin giirer.

2.3. Ustrus Stiresi :

Kegilerde Sstrus siiresi 32-40 saat arasindadir (Robertson, 1977).
Van Rensburg (1971), Ankara kegisinde kizginlik siiresini 22,3 saat ola-
rak bulmugtur. Pretorius (1973) 28.5 saat, Marincowitz (1971 a) 33-39
saat, Asdell (1969) 39.2 saat, Grobler (1975) 33 saat ve Nikolaeuskaya

(1979) ise 22-23 saat olarak bildirmiglerdir.

Ankara keg:.ié.i digindaki keg¢i irklarinda ortalama Sstrus silresi
Sahni ve arkadaglari (1967) Barbari kegilerinde 30 saat, Prasad (1979

a,b,z) ayna kegilerde 1.73 gin; Carmenate (1977) Toggenburg kegilerinde



24~36 saat, Saanen de (24-36) saat; Otchere ve arkadaglari (1975) West
African Dwarf' (W.A.D) larda 17,0 saat; Carrero (1969 a) Granada kegi-
lerinde 34.3 saat; yine Carrera (1969 b) Meksika kegilerinde 34.3 saat

bulmuglardar.

2.4, Ustrus Siklusu Siresi (Uzunludu) :

Ankara kegigi bir sifat mevsiminde 4-7 dstrus siklusu gbsterir
(Marincowitz, 1971 a). Bu, Dozpet koyunlarinda gSzlenen 20 siklus peri-

yoduna gbre ¢ok azdir (Marincowitz, 1964).

¢ok kisa sifat mevsimi ve az sayida &strus siklusu senede birden
fazla yavrulama ihtimalini ortadan kaldirir. Hatta siklikla koyunculuk-
ta kullanzlan 2 senede 3 yavru alma verimi gibi yetigtiricilik, dogal

kizginlik gartlari altinda uygulanamaz (Robertson, 1977).

S1fat mevsiminin baginda ovulasyonsuz kisa Sstrus sikluslari
gbézlenmigtir (Robertson, 1977). Yaklagak bunlarin % 50 si ovulasyonsuz-
dur. Kegilerdeki bu ovulasyonsuz &strus koyunlarinki ile kargilagtaril-
diginda ilgingtir. Koyunlarda &strus davranigi gSstermeden ovulasyon

alabilmektedir (Robertson, 1977).

Bir siirtide kizginlik dénemleri (sadece fertil dbénemler) biitin
s1fat mevsimine yayilmistir. Yani kegiler sifat mevsimi boyunca degigik

zamanlarda kizginlik gbsterir.

Kegilerde 8strus siklusunun uzunludu ortalama 19-21 gindir. Bu~
nunla beraber ilk kizginliklarinda olan geng digiler daha kisa siklus
gbsterebilirler (Phillips ve ark., 1943). Irklar arasinda varyasyonlar

vardir. Saf kan Pigmi kegilerinde ortalama 24 gin siklus uzunludu ile



en uzun siklus gézlenmigtir (Jarosz, 1971). Natif Sicilya irklarinda
ise 8 giinde en kisa siklus izlenmigtir (Corteel, 1977 b) Erk vve arka- '
daglar: (1972) kegilerde ortalama siklus siiresini 21 gin, Atabek ise

(1936) 10~-28 giin olarak bildirmigtir.

Ankara kegil.erinde ortalama Ostrus siklusu sgiiresi; Grobler (1975)
tarafindan 19 giin, Pretorius (1973) tarafindan 20.2 ¢gin, Nikolaevskaya
(1979) tarafindan 19-21 gin; Asdell (1964) siit kegisinde 17.8 gin, Sahni
(1967) Barbari kegisinde 17-22 gin, Prasad (1979 a,b,-) Barbari kegisin-
de 19.8 giin, Jarosz (1971 ve 1972) Toggenburg keg¢isinde..17-25 giin, Pigmi
kegisinde 13-31 gin, Otchere (1975) WaD'larda 24.0 % 9.9 giin, Santiste-
ban (1977) Anglo~Nabian'larda 22-23 giin, Carrera (1969) Granada kegile-
rinde 20.68 % 1.8 giin, Ricordeau (1975) Fransiz alphine kegilerinde
18-23 gin, Carmenate (1977) Saanen siit kegilerinde 20.60 gin olarak bu-

lunmugtur.

Beg~Sekiz gin gibi ¢ok kisa ve 40 giin' gibi ¢ok uzun anormal
6strus sikluslari da keg¢ilerde gbriilebilmektedir (Prasad, 1979 b). Bu~
nunla beraber bu anormal siklus uzunluklarinin kegilerdeki fertilite
lizerine etkileri hakkinda ¢ok az gey bilinmektedir. Muhtemelen bu uzun

sikluslar tayin edilememig veya atlanmig dstrusun sonucudur.

Progestin ve bunu takiben PGF, ., en jeksiyonu ile Sstrus sinkroni-
zasyonundan sonra kisa sikluslar ve bdlinmiig éstrus gdzlenmigtir (Bosu
ve ark., 1978). Sifat mevsiminin baginda tekelerin digilerin yanina ilk

katiminda da kisa sikluslar gbzlenmigtir (Ott, 1979).
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2.5. Ustrus Tayini (OUstrus lIgaretleri) :

Tabi veya suni tohumlama yapildidinda kegilerde Sstrus tayini
énemlidir (ott, 1982). Kégilerin en giivenilir dstrus lgareti tekelere
gosterdidi cevaptar (Shelton, 1960; Lamont, 1964; Otchere, 1978;
Rajkonwar, 1978; Merve, 1977; ott, 1980 a,b,c; Shelton, 1980). Ustrus
igaretleri kuyruk sallama, meleme ve tekenin yaninda igeme; vulvanin
gigmesi ve mukus salgilanmasidir. Digi, sadece kazginlak déneminde te-~
kelerin atlamasina izin verir ve bu dbénemde tekenin varligini aktif
olarak arar. Tekenin kokusu, digilerin kizginlik gdstermesini stimiile |
eden bir etkendir. Sifat mevsiminin erken ddéneminde bir dereceye kadar
digilerde krzginlik baglamasini sinkronize eder. Bazi nedenlerle (yanma,
boynuzun kesilmesi veya herhangi bir tahrip) tekelerin boynuzlari tah-
rip olabilir., Koku salan bezler posterior olarak boynuzlarin tomurcukla-
randa yerlegtiklerinden, digi kegiler béyle durumlarda normal boynuzlu
tekeleri bunlara tercih ederler. Tekelerin bu kokusunun digilerdeki
Sstrusu stimile etmesi, yetigtiriciler tarafindan pratik alanda kulla-
nilmaktadir. Bir bez pargasi tekenin bagina iyice sirtiliir ve bir kava-
noza konur. Kavanoz isitilir ve digi kegilerin bulundudu sdrinin igin-
de kapadi agilir. Bunun da kizgin kegiyi bulmada rolii vardir (Smith,

1978).

Tekelerin kuvvetli kokusunun digilerde 8strus davraniglarinin bag~
lamasainda etkisi olmakla birlikte Shelton ve Marrow (1965), Ankara kegi-
lerinde bu tip kokunun erken sifat mevsiminde dstrusun baglamasinda gok

az etkisi oldujunu belirtmiglerdir.

Sifat mevsiminin erken déneminde tek bir tekenin varlidi Sstrusun

baglamasini Ankara kegisinde sinkronize etmektedir (Shelton, 1960). Ott
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(1 939?, sit kegilerinde dstrus siklusunun stimiile edilmesinde tekele-
rin varliginin etkisini aragtirmigtir. Andstrusun sonlarinda 1l teke-
nin 17 kegilik bir siiriiye katilmasi 16 kegide 5.5 * 1.3 ginde dstrus
davranigiyla sonuglanmgtir. Otuzbeg ginlik gézleme déneminde 16 kegi-
den 13 inde normal dstrus siklusunun progesteron profili gSriilmiigtiir.
Bunun tersine kontrol grubunda Gstrus aktivitesi gbzlenmemigtir. Sade-
ce 17 kegiden bir tanesinde siklus progesteron modeli giriilmigtir. Bu
da agikeca tekelerin varlidanan dstrusu baglatmada ne denli etkili oldu-
Junu gdsterir. Hatta bu etki kontrol grubunda da aragtirilmig; kontrol
grubuna da teke katilmig, 17 kontroldan 15 tanesi tekelerin katimindan

7 £ 1.5 gin sonra kizganlik davranigis géstermigtir.

Kegilerde 8strus tayini en iyi gekilde teke veya onun kokusu kul-
lanilarak yapilir. Vazektomize, kastre edilmig, penisi baglanmig teke-~
ler ve hermafrodit kecgiler arama tekesi olarak kullanilabilir (Ilgaz,

1982, ott, 1982).

Croker ve ark. (1982), Mant ve ark.’ (1979) dstrus aktivitesini
ve ovulasyonu indiiklemede 105 mg testostercn propionat enjeksiyonu ya-
pilan kastre edilmig koglar ve digi koyunlar aramada kullanmiglar ve
vazektomize koglar kadar iyi sonug almiglardir. Testosteron enjeksiyo-
nu yapilan digilerde erkek cinsel davraniglari gbzlenmig, testostercnun

ise hizli bir gekilde viicuttan atildigr saptanmigtir.
\

Digilerin andstrus déneminde tekeler libido gdstermezler
(Westhuysen, 19%6; Cawood, 1979; Merwe, 1977). Bunun vez:.imde bilyiik rolii
vardir. Sinkronizasyonla ¢ok iyi kizganlik saglansa bile tekelerin bu
durumu verimi digiirtr. Bu verim digiklidine kargilik Ankara kegilerinde
dondurulmus sperma (Ritar ve Salamon, 1982; Ritar ve Salamon, 1983;

Salamon ve Ritar 1982) ve suni tohumlama (Westhuysen,l1979) ile ilgili
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galigmalar yapilmagtir. Bugine kadar dondurulmug boda spermasi lle elde
edilen bagari, kiigik ruminantlarda elde edilememigtir. Bu konuyla ilgili

galigmalar son yillarda yojunlagmigtir.

2.6, Ustrus Sinkronizasyonu :

Suni tohumlamaya yardimci olmak amac.;.yla normal s:.fat zamaninda
ve bunun digindaki dénemde ovulasyon ve kizginligi kontrol etmek igin
bazi ydntemler geligtirilmigtir (Symons, 1974; Saba, 1975; Santisteban,

1977; Serna, 1978; Karagiannidis, 1979; ott, 1980 a,b).

Siliriilerin genetik Szelliklerinin geligtirilmesiyle tiftik kali-
tesi yiikselir. Bu nedenle kegilerde suni tohumlama ve Gstrus sinkronizasg-
yonundaki geligmeler gittikge énem kazanmaktadir. Ovaryum fonksiyonunu
kontrol igin béyle bagarili tekniklerin geligtirilmesi, suni tohumlama-

nin ekonomik ve genetik yénden iyi bir gekilde yap:.lmasmé olanak saglar.

Ankara kegisinde ovaryum aktivitesini kontrol igin gegitli galig-
malar yapilmigtir (Marincowitz, 1967 ve 1968; Pretorius, 1971; Moore,
1976; Westhuysen, 1976; Mc Mahon, 1979; Mcore, 197%8; Wentzel, 1979;
Westhuysen, 1979 ve 1980). Bu galigmalarda dstrus sinkronizasyonu igin
progesteron hormonu ile birlikte PMSG (gebe kisrak serum gonadotropini)
ve Prostaglandin an (PGF2 0L) kullanilmgtir. Progesteron kullanarak
Pretorius ve Westhuysen (1971), Ankara kegilerinde andstrus dénemden
6stru$ déneme geg¢igte oldukga bagar: saflamiglardir. Hormon muamelesini
takiben ovaryum aktivitesi wve ovulasyon olmasina kargilik, gbzle gdzlene-
bilen kizginlik fazla olmamaktadir. Bu durumda stiriiye arama tekesi kati-
larak ovaryum aktivitesi ve ovulasyonun kuvvetlendirilebilecegi ileri si-

rdlmigtir.
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Ankara kegilerinde 21 giin progestogen muamelesini takiben 400 IU
PMSG kullanilmig ve suni tohumlama sonucu % 55-70 gebe kalma orani elde
edilmigtir (Westhuysen, 1976). PMSG enjeksiyonu, ovul asyon olugmasina
ve hizani artirir; fakat bu ovulasyonlarin bazilari kizginlikla birlik-
te olugmaz. andstrusun ge¢ ddneminde sadece progestagen ve bunun ganado-
tropinlerle muamelesi kegilerin gogunda gizli ovulasyona neden olmugtur

{Pretorius, 1971),

Jstrus sinkronizasyonu ve ovulasyon ig¢in ikinci bir yéntem, pro-
gestagenlerin diganda, PGFZa ile muameledir, PGF a daha ziyade sifat mev-
siminde siklus gbsteren hayvanlarda, yani fonksiyonel bir corpus luteum

bulunan hayvanlarda luteolizise neden olmaktadir.

PGFZ o 118 kegilerde dstrus siklusunun 4. gini gibi erken devre~-
sinde uygulandidinda etkili oldudu gbsterilmigtir (ott, 1980 a). Bu da
gostermektedir ki, kecgilerde PGFZQ nin luteolitik etkisi, koyun ve sigi-
ra gére siklusun daha erken devresindedir. PGFZ@ ile, anbéstrusun ortasin-
daki ovargum aktivitesini indiikleme, sonundaki indiklemeler kadar baga-

rxla dedildir (Ott, 1980 b).

Sinkronizasyon - suni tohumlama programinin en olumlu ydénii don-
durulmug sperma ile tohumlama yapilabilmesidir. BSylece teke ile olan
s/:.n.zrlama ortadan kaldirilmig olur (Ritar, 1982). Son zamanlarda bu ko-
}au ile ilgili galigmalar yogunlagmigtir (Ritar, 1982; Ritar, 1983;

Salamon, 1982).
2.7. Gebelik Tayini :

Veteriner hekimlik wve hayvancilikta gebelik tayininin dodgru ve eko-

nomik bir ydntemle yapilabilmesi yetigtiricilige biyik Slgide yardimci
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olmaktadir. Gebeligin énceden ve mimkin olduju kadar erken devrede tayin
edilebilmesi, gegitli yéntemler kullanilarak yapilmaktadir (Shelton,
1984) .

Kigik ruminantlarda gebelik tayinlerinde yillardan beri ekonomik
ve pratik ydntemler arastirilmaktadir. : . Bun-
larin hi¢ birisi sahada yaygin olarak kullanilmamaktadir (Bon Durant,

1980).

Kiigik ruminantlarda gebelik tayini, basit, pahali olmayan, dog-

ru ve hayvanla fazla ufragiyi gerektirmeyen bir yéntemle yapilmalidir.

Saon yillarda koyunlarda gebelik tayini igin "ultrasound” aleti
pazarlanmaya baglanmigtir (Ben Durant, 1980). Altmig ila 120 ginlik ge-
beliklerde bu aletler % 95'e varan dodruluk orani vershilmektedir.
Altmgbeg ginlikten az gebeliklerde dogruluk orani digik cikmgtir. Bu
sistemde, vicut dokularinin ve uterus sivilarinin ézelliklerini yan-

sitan gegitli sesler yoluyla tani yapilir (Benjaminsen, 1980).

Intra~-rektal "Doppler” ve rektal-abdominal palpasyonun gebelik
tayini agisindan dodgruludu incelenmigtir (Ott, 1982 a). Koyunlarda bu
2 yéntem bir hayli iyi sonuglar vermigtir (Bon Durant, 1980); fakat he-
niiz kegilerdeki durumu hakkinda sadece bir arggtirma yapilmigtir (Memon,
1980) . Rektal-abdominal palpasyon igin kegiler 1 gece ag birakilir ve
pleksiglas g¢ubuk rektumdan sokularak gubukla igeriden, elle digaridan
(abdominal palpasyan) 2 tarafli gebe uterus yoklanir. Bu tip muayene,
sonugta dlim ve yavru atma gézlendidinden zararli gdrilmigtidr. Bu konu-~

da ¢ok fazla pratik yapilmasi ve tecriibe edinilmesi gerekmektedir.

Intra-rektal Doppler teknigi ise, "Scanopreg” denen bir aletin
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rektumdan sokulup fetusun kalb atiglarinin dinlenmesine dayanir. Doppler
teknigi ayni zamanda fetusun canli olup olmadi§: hakkinda da fikir ver-

digi igin daha glvenilirdir.

Ayrica radyografi giivenilir bir ydntem olarak kullanilabilir
(Robertson, 1983 b). Gebelik déneminin son yarisinda bu yéntemle fetal

iskeletin ve blyiimiis uterusun gdzlenmesi ile gebelik saptanabilir.

Diger bir gebelik tayin ydntemi de siitte (Jain, 1980; Heap, 1981;
Montigny, 1982) veya plazmada (Basset, 1969; Challis 1971; Irving, 1972;
' Thornburn, 1972; Rhind, 1978; Holdsworth, 1979; Shelton, 198%1) RIA ile

progesteron tayinidir., N

Corpus luteum hormonu progesteron gebelidin devamindan sorumlu-
dur. BSylece kegilerde tohumlamadan 15~17 gun sonra elde edilen yiiksek
diizeyde progéstem erken gebelik hakkinda fikir veren iyi bir parametredir.
Shemesh ve ark. (1983), erken gebelik tayini icin sidirlarda
MAP singeri kullanmglardir. Tohumlamadan sonra Konan siinger 15 gin
sonra ¢ikarildiginda, gebe olmayanlarda plazma progesteron dﬁzeyjhde a-
ni bir digme gbzlenmesine kargilik gebe hayvanlarda progesteron diizeyi yik-

sek kalmaya devam etmigtir.

En yeni olarak iizerinde galigmalar yapilan gebelik tayini, ferti-
lizasyonu takiben matermal sisteme 1~6 saat zarfinda zigottan humoral
olarak bir sinyalin gegirildiginin kanitlanmasi yolundadir. Matemal pe-
riferal plazmada gebelide 6zgiil bir faktSrin bulundugu farelerde, insan-~
da, koyun ve domuzda bildirilmigtir (Robertson, 1983 a). Bu faktdr hete-
rolog eritrositlerle, homolog lenfositler arasinda clugan "rozet inhibis-

yon"u ile tayin edilebilmektedir.
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Son zamanlara kadar, gebelidin erken ve preimplantasyon safhala-
rindaki tayinleri evcil hayvanlarda "gebel igin matemnal tanimi” geklin-
deki caligmalarla yiiriitildi., Embryo maternal sisteme hayvanin gebe ol-
dudunu gbsteren hazi luteotropik veya anti-lutecl itik sinyaller yollar.
Domuzda wve sidirda bu sinyalin, muhtemelen, uterusa tutunan blastosit
tarafindan sentezlenen Gstron siil fat geklindeki &s§rojen oldugu gdste-
rilmigtir (Hattersley, 1980; Hamon, 1981; Heap, 1981; Heap, 1983). Bu
faktdr gimdi EPF (erken gebelik faktdri, early pregnancy factor) ola'rak
tanimlandi ve halen bunun biyolojik rolil hakkinda hig¢ bir gey bilinme-
mektedir; sadece orijinine ait bazi bilgiler aztay;a ¢rkmaktadir (Koch,

1983). EPF ile ilgili muhtelif hipotezler ortaya sirilmigtiir,

2.8. Steroid hormonlar :

Bu grupta bulunan hormonlar, é6strojenler, progestagenler, andro-
genler ve adrenal kortikoidlerdir. Steroid adi, siklopentanoperhidrofe-
nantren g¢ekirdedini kapsayan bir grup bilegiklere verilen addir
(RIA kurs notlari, 1981). Bu ¢ekirdek bir siklopentan (D) halkasiyla
tamamiyle hidrojene olmug bir fenantren halkasindan (A, B, C) olugmug-

tur,
2.8.1. Steroid hormonlarin kimyasal 6zellikleri :

- Vicuttakl hormonlarin en biyik ve en &emli kismina tegkil eder-
ler. Over, testis, adrenal korteks ve plasentanin ig salgilarindan olu—~
gurlar. Steroid hormonlar kolesterol, safra asitleri, ergosterol, vita;-
min D ve kalb glikozidleriyle beraber ayni esas gekirdedi kapsarlar. Bu
esas halkanin C atomlarina bagli gruplarda ve C~17 ye bajlanan zincirdeki
farklar g¢ok kiigiik olduju halde, bu bilegikler biyolojik fonksiyonlari ba-

kaimindan biyik farklar gésterirler,
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2.8.2. Corpus luteum hormonu progesteron :

Progesteron hormonunun ana kaynagi, overlerde graaf folikilii yir~
tzlap ovum ayrildiktan sonra olugan corpus luteum'dur. Progesteron ovu-
lasyon giinii veya ovulasyondan bir ka¢ gin sonra salgilanmaya baglar.
C.L.'den bagka progesteron gebéligin son safhasinda plasentadan salgi-
lanir. Progesteron adrenckortikal hormonlarin, testosteronun ve indirekt
olarak estradioliin sentezierinde bir ara iirindiir. Bundan dolayi proges-

teron adrenal korteks, testis wve owverlerde bulunur.
Progesteronun idrarla atilan esas metaboliti pregnandioldir.
2.8.3. Progesteronun biyosentez ve etki mekanizmasi :

C.L.'den progesteron salinmasi, hipofiz bezinden salinan gonado-
tropik hormonlarin kontrolu altindadir (Noyan, 1980). Hipotalamusdan,
kandaki progesteron diizeyi azaldidinda hormon saldirici faktdrler
(releasing factors) adenohipofize gelerek tropik hormonlarin salinmasi-
ni1 saglarlar. Bunlar FSH (fol‘ikiil stimule edici hormon), LH (Luteinleg-
tirici hormon) wve LTH (luteotropik hormon, prolaktin) dir. FSH folikil
olugmasimr, LH folikiilin C.L.'ye dbniigmesini, LTH C.L.'de progesteronun

tiretimini uyarir (Ersoy, 1979).

Ustrus siklusunda, folikiil periyodu sirasinda, FSH etkisi altin-
da, bir veya bir ¢ok graaf folikiilii biytyilip, artan miktarda folikiil hor-
monu 8strojen salgilar. FSH diizeyli yeterince ytlkseldidinde LH salgilan—
mas: baglar. LH, folikiillerin patlamasina neden alur ve bu gekilde ovu-
lasyon olur. Hayvanlar bu dbnemde Sstrus gdsterirler. Bunu luteal periyot
izler. Patlayan folikiil, luteal hormon progesteronu salgilayan C.L.'ye

dénigilr. Efer yumurta déllenmigse C.L. graviditatis olugsur wve progesteron
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lretimi artar (Sekil 1). Eder dbllenme olmaZSa,'luteotropik hormon iire-
timi yavagladigindan, C.L. lizise udrar (séner). Dolayisiyla plazmada
pmgesteim diizeyi azalir ve geri bildirim (feed~back) sistemi ile hipo-

talamus uyaralar.

Progesteronun esas fonksiyonu, uterusda Gstrojenler tarafindan
baglatilan dedigimlerin devamini sadlamak ve uterus endometriummu dél-
lehen yunurtanin (ovum) implantasyonu ve beslenmesi igin hazirlamaktir.
Kandaki progesteron, yumurtanin déllenmesi icin en elverigli zamanda
en diigiik diizegdedlir.‘ Progesteronun kalinlasmis endometrium lizerindeki bu
koruyucu etkisinden bagka, myometrium (uterus kasi) ve fallop tipleri-

nin kontraksiyonunu inhibe edici etkisi de vardir.

¢iftl ik hayvanlarinin g¢egitli tiirlerinde Ostrus siklusunda ve
gebel ik déneminde, progesteron diizeyleri galigilmigtir (Basset, 1969;
Thornburn, 1969; Challis, 1971; ﬂzomb:{m, 1972; Inskeep, 1973; Heap,
1976; Rhind, 1978; Otchere, 1978; Quirke, 1979; Wentzel, 1979; Holds-
worth, 1979; Sl;eldrick, 1980; Jain, 1980; Post, 1980; Sheldrick, 1981;

Thibier, 1981; Claus, 1983).

Plazmada wve siitte progesteron miktarlari C.L.'nin fonksiyonel

durumunu yansitir ve dolayli olarak da tim ovaryumun durummu yansitar.

Kegi, koyun gibi birbirine yakin tiirlerde olugan endokrin fonksi~
yonlardaki esas farkliliklar hipofiz-ovaryum iligkisi ile ilgilidir
(Linzell ve Heap, 1968). Umeg§in Saanen siit kegilerinde luteal faz sira-
sinda tayin edilen progestercon miktari (Thomburn, 1972), yaklagik ola-
rak koyunda tayin edilenin (Thombum ve ark., 1969) iki katidir. C.L.

sayasinin luteal progesteron miktarini etkiledigi glsterilmigtir.
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Kegilerde periferal plazmada progesteron miktarindaki bu ylksekl igin
kismen bu hayvanlarda gézlenen ovulasyon siklidindan olugtudu kabul e-

dilmektedir.

Ankara kegilerinde gebelik dénemleri ve yavru atmalarda luteal
fonksiyon genig bir gekilde galagirlmgtir (Van Renshurg, 1970; Wentzel,
1975 az 1975 b; 1975 ¢; 1979 a; Westhuysen, 1980 a, b}. Fakat kizginlik
dénemindeki luteal fonksiyonla ilgili fazla galigmaya rastlanmamaktadir
(Wentzel 1979 b; Westhuysen 1980 a, 1980 b). Luteal fazda digiik proges-
teron diizeyi olan kegilere oranla, 8strus siklusunun 12. gininde nispe-
ten yliksek progesteron diizeyil olan hayvanlarda ovulasyanun oldugu ve
Ostrus siiresinin ¢ok kisa olugu (12 saat) dikkati gékmkted.ir (Wentzel
ve Hiller, 1979). Progesteron diizeyinin yilksek olugu, tohumlama zamani-

nan uygun olmadidini gbsterir. Bu durumda dbllenme igin hi¢ gans yoktur.

Ankara kecgileri, Saanen siit kegilerinden biraz daha fazla, hem
adrenal hem de luteal orijinli, progesteron salgilar gézikmektedir
(Wentzel, 1979). Gebe 2 koyun ve 2 kecide (119 ve 126 gqinlikk gebe) pro-
gesteran yapim bdlgeleri galigilmgtir (Linzell, 1968). Kegilerde pro-
gesteronun esas olarak ovaryum kaynakli oldudu, halbuki koyunlarda ise
plasentanin esas kaynak oldudu bulunmugtur. Adrenal salgilanma her iki-

sinde de % 2 den az bulunmugtur.

Ustrusdan &nceki -3. giinden itibaren gb'zleneﬁ progesteron diize-
yindeki ani diigme, sentetik prostaglandinlerle muamele edilen gebe An-
kara kegilerinde progesteron diizeyindeki diigmeye biiyiik benzerlik gdster-
mektedir (Wentzel, 1978). Bu benzerlik éstrus donemindeki hayvanlarda

uterus PG salgilanmasi ile C.L. nin lizisinin uyarildigani gisterir.
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2.9. Radyoimmunoassay (RIA) :

Hayvan yetigtiriciliginde bir endokrin bezin fanksiyonel durumu
-hakkinda bilgi edinmek ig¢in kanda hormon analizlerinin énemi biyiktir
(BEdgvist, 1979). Ge¢migte, kanda hormon diizeylerini &Slgmede kullanilan
biyolojik ve kimyasal yéntemler, tek bir &rmedin tayini igin gok fazla
miktarda kan, fazla zaman ve emek gerektiriyordu. Urnedin tek bir Srnek-
te progesteron tayini igin 400-500 ml kan plazmasi gerekirdi (Short,
1958). Bu durum bir hayvandan seri halde kan alinmasini engelliyordu.
Radyoassay tekniklerinin geligmesi ve radyoaktif igaretli izleyicilerin
antikorun badlanma ylizeyleriyle birlikte kullanilmasi endokrinolojide
yeni ufuklar agt: (Berson ve Yalow, 1959). RIA teknigi ilk defa insan
plazmasinda insiilin hormon Slgiminde kullanildi. O zamandan beri de bir-
¢ok hormon ve dider maddelerin élg¢iiminde uygulanmaktadir (Edgvist, 1972,

1976).

RIA ilk énce peptid hormonlarin tayininde uygulanmigtir. Cinkii
peptid hormonlar biyik molekiiller olup, antijenik 6zellikleri vardir
(Basic and Clinical Immunology, 1976). Burada ana sorun hormon .z.gm uy-
gun bir antiserum olugturmak ve antijeni (hormon) radyoaktif izotopla i-
saretlemektir. Molekiiler adirlaigi 1000'in altinda olan molekiillerin go-
dunun immunolojik Szelligi yoktur. Steroid hormonlarin ¢odunun moleki-
ler agirlidgi 300-400 arasandadir ve antijenik &Gzellikleri yoktur |
(Abraham, 1973; Lader, 1973; Malvano, 1973). RIA nin uygulanabilmesi
igin bu hormonlarin = dimmunojenik yapilmasi garttir. Bu iglem kligik mo-
lekiller agirlikli bir molekiilin (steroid) bijlik molekiler adarliklz
(sidir serum albumini, BSA gibi) bir molekiile baglanmasi ile bagarilda
(Niswender, 1970). Bu bulug ste'ro.id hormonlar ig¢in de RIA tekniginin

geligtirilmesini mimkin kaldza.
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RIA duyarliligi, Gzgilligi ve ylksek dmek kapasitesinden dolayi,
hormon galigmalarinda son yillarda kullanilan en gegerli yéntemdir. Ki-

saca gu gekilde gdsterilir :

i F 1 *
| Ag ~r Ab ' Ag
/ } |
Ag" + Ag + ab < : )
: i
\\: Ag ™~ 2b ; Ag
Ag = Radyoaktif igaretsiz hormon ' !
Ag®= Radyoaktif igaretli hormon Bagli Serbest

Ab = Antikor

RIA, radyoaktif igaretli ve igaretsiz antijenler arasinda, her
iki antijene ézgiil olan antikor molekiil lerine baglanabilmeleri esasini
igceren bir yarig (competition) reaksiyonudur. ‘
Antijenin 'igaretli ve igaretsiz iki tipi sinarli miktardaki antikor ile
ayni ortamda bulunduklarinda (tampon ¢ézelti igerisinde) antikordaki
badlanma ylzeyleri igin yariga gireceklerdir. Bu demektir ki, daha faz-
la .igarétsiz antijen oldugunda (6rnek veya standart), antikorun badglan-
ma ylizeylerine daha fazla ba§glanacak ve radyoaktif igaretli antijenin,
badlanabilecedi daha az yer kalacaktir., Bu garig dodgrudan dogruya ortam~
da bulunan igaretsiz antijen (yani 6mekte bulunan hormon) miktari ile
orantalidir, Daha sonrakik iglem, antikora bagli antijenleri, badlanma-
mirg antijenlerden ayirmak ve her iki fraksiyondan birindeki radyoaktivi-
teyl saptamaktir. Bdylece, bafli veya bajli olmayan radyoaktif igaretli
antijenin radyoaktivitesine dayanarak bilinmeyen Srnekteki hormon mikta-

ra hesaplanir.

Igaretsiz antijenin miktarini tayin etmede bu antijenin gegitli

oranlarda, bilinen miktarlari, sabit miktarda antijen ve sabit miktarda
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antikor ile reaksiyona sokulur ve standart ¢6zeltilerin konsantrasyonla~
r1 yatay eksene, radyoaktivite sayim sonuglari da dikey eksene igaretle-—
nerek standart edri elde edilir (doz~-cevap edrisi, dose response curve).
Bu standart edri, belirli konsantrasyonlardaki igaretsiz antijenin an-
tikora baglanma yarigi sonucu, ne kadar igaretli antijenin (ligand) an-
tikora badlanabildigini gésierir. Umeklerin radyoaktivite sagaglarm-
da (Sintilasyon sayaci) 6lgiilen aktiviteleri (cpm) standart edriye uy-

gulanarak bilinmeyen igaretsiz antijen miktar: hesaplanar.
2.9.1. Steroid-protein konjugatlari ve antisteroid-antiserumu :

Steroid hormonlarin antijenik olmadiklara ifade edilmigti. Ste-
roidlerin tagiyici proteinlere bajlammalariyla, bu hormonlara kargi dz-~

gil antikorlar olugturulur (Ladve, 1973; Meretey, 1973; Hunter, 1982).

Dodal olarak olusan steroid hormonlar hidroksil we/veya ketan
gruplari kapsarlar. Bu gruplar, steroidlerin reaktif grup kapsayan tirev-
lerinin hazirlanmasinda ana nokta olarak kullanilair (Bdgvist, 1979).
¢inki hidroksil ve keton gruplari, tagiyaci proteinlerle yeterli dere-
cede kuvvetli peptid badlari olugturamazlar. Immunizasyon sirasinda ste-
roid-protein konjugati arasindaki baglarin in-vivo lizisini énlemede
kuvvetli kovalent badlarin olmasi gok énemlidir. Peptid baglari ise bi-
yolojik olarak dayaniklidir, bdyle baflari hazirlamak igin, progeste~
ronda oldudu gibi keton gruplari kullanilarak, bir o~karboksimetil-oksim
tiirevi hazirlanir. Sonra bu reaktif gruplar ile protein molekiillerinin

amino gruplari arasinda peptid baflari olugturulur.

Progesterona kargi antikor, farkli steroid-protein konjugatlarz

kullanilarak olugturulmustur. Progesteran molekiilii BSA'ya 3, 6, 7, 11 we
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-20. pozisyonlarda badlanmig ve en iyl dzgiil antikorlar 110 -~ hidroksi-
progestercnun BSA'ya badlanmasiyla elde edilmigtir (Thorcyroft, 1970;
Kohen, 1975). Bu konjugat tavsan, keg¢i gibi hayvanlara periyodik»ola.rak

(booster injections) enjekte edilerek Ozgiil antikorlar elde edilir.

Antisteroid antiserumu elde edildikten sanra titresl, afinitesi

ve 8zgillidi hesaplanir.

Titre : Radyoaktif igaretli stercidlerin sabit miktarayla, anti-
serumun dedigik diliisyonlari inkilbe edilerek antikor titrasyonu yapilir.
Bu gartlar altinda igaretli steroidin % 50 sini badlayan antiserum di-

liisyonu optimal titre olarak tanamlanar.

Afinite (badlanma afinitesi) : Afinite sabiti, antikorun baglan-
ma yiizeylerinin yarisi doymus durumdayken baglanmamig serbest steroid

mol ar konsantrasyonu olarak ifade edilir.
2.9.2. Radyoaktif igaretli antijen :

Radyoimmunolojik deneylerin ¢odunda en ¢ok kullanilan radyoizo-

131
toplar 1251, I ve 3H dir.

Steroidler genellikle 3H ile (tritium) igaretlenirler. Tiroid ve
proteohormonlar ise 12_51' veya 1311‘ ile igaretlenirler (Raith, 1975).
Steroid molekiillerinin yan zincirlerine tirozin inkorporasyonu ile bu
molekiil leri de radyoaktif iyotla igaretlemek mimkiin olmugtur (Edwards,
1873). Antijenin radyoaktif izotopla igaretlenmesinde, mimkin oldudu ka-
dar ¢ok sayida molekiliin igaretlenmesine &zen gbsterilir. Béylelikle spe-
sifik aktivitesi yiksek olan radyoaktif igaretli hormonlar elde edilir.
Daha piksek spesifik aktivite daha fazla deney duyarlilidi demektir

(Oflaz, 1982).
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Tritium igaretli hormonlar, tritiumun yariémriinin (12 yil) uzun
olmas: nedeniyle daha stabildirler. DidJer taraftan radyoaktif iyot iga-

retli hormonlarin spesifik aktivitesi daha yliksektir (S.A. 200-500 mCi/mg).

Spesifik aktivitesi gok daha yiiksek olan (en az 109 Ci/mol veya
daha yiksek) radyomiklidlerin kullanilmasi deney duyarlilidini daha da
artirmaktadir. Bu spesifik aktiviteyi elde edebilmek igin, yaridmri bir
kag saat olan bir radyoniikklide gereksinim vardir. Indium-113 ile
(t = 1.67 saat, fiziksel yaridmri), antijenin, sayim zamanina mimkin ol-
dugu kadar en yakin zamanda igaretlemmesi lizerinde galigmalar yapilmig-
tar (Oflaz, 1982). Bu galigmada, RIA da, radyoiyodinasyonun sakincalari-
nin ortaya ¢ikardidi sorunlarin ortadan kaldirilmasinda, antijen wve an-
tikor énceden reaksiyona sokulmakta ve sonradan terminal olarak Indium-

113 deneyin son safbasinda antijene baglanmaktadir.
2.9.3. Bagdli ve badli olmayan fazlarin ayirami :

RIA da, antikora baflanmig ve badlanmamig antijenlerin ay:.r.zmm-—r
da (seperasyon) ¢egsitli teknikler kullanalir. Tritium igaretli steroid-
ler igin en ideal olarak kullanilan sistem, dekstranla kiliflanmig aktif

kémiirdiir (dextran-coated charcoal). Bu sistemin kullanilmasi :

a) Antiserum preparasyonunun saflagtirilmasini gerektirmez,
‘ b) Deney kérindeki (blank) &6zgiil olmayan interferans minumuma iner,
¢} Hizli bir ybntem olup, 30 dakikakadan az zaman alir,
d) Uygulamas.i kolaydir ve dolayisiyla hata orana azalir,
e) Standart edride % 2 gibi gok az varyasyon katsayisi ile deneye

yiiksek bir presisyon verir, (RIA kurs notlara, 1979 ve 1982).
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\
Hem dextran hem de tampondaki jelatin sonuglarin sabit olugunu, bagli
fazin dayaniklilidini ve deney presisyonunun yilksek olugunu saglar.
Aktif kémirin afinitesi hidrofobik steroidler igin en fazla ve polar
steroidler ig¢in en azdir. Gnun igin charcoal yiliksek derecede polar ste-
roidler igin kullanilamaz. Serbest steroidlerin adsorpsiyonu hemen dai-

ma kantitatifdir (% 95-98) ve 20 dakika igerisinde adsorpsiyon olur.

Bagli steroidin disosiyasyonu aktif kdmiirin konsantrasyonuna,
antiserumun afinite sabitine, steroidin polaritesine, aktif komiir ile
inktbasyon zamanina ve 1siya baglidir. Yiksek afinitelerde, 0-4°C inki-

basyonda disosiyasyon olugmaz.

2.9.4. Radyoaktivite sayami ve deney sonuglar.mmhedei;lendiril-

mesi :

Deney sonunda badli ve badli olmayan fraksiyonlar birbirinden ay-
rildiktan sonra sayam yapilir. Tritium B radyasyonu yaydidgindan Sivi
sintilasyon sayacinda, sintilat8r igerisinde sayilir (L'Anunziata, 1980).
Sayim sonuglarinin (cpm, dakikadaki sayim) ifadesinde, doz-cevap egri-
leri ig¢in gegitli koordinat sistemleri kullanilir (RIA kurs notlar:,.1980).
Bagli antijenin serbeste orani (B/S); baglinin total aktiviteye orani ki
bu ger¢ek (absolute binding) badlanmadir. (B/T); badlinain, igaretsiz an-
tijen igermeyen kSr tipindeki bagliya orani ki bu nisbi ba§lanma (relative
binding) olup, hemen biitiin doz~cevap egrilerinde en fazla kullanilandir
(B/B,). B/S; B/T; B/B, doz-cevap efrisinin cevap kismini tegkil eder ve
dikey eksene igaretlenir. Doz ise logaritmik veya aritmetik skala lizerin-
de gbsterilir. Logaritmik, lineer bir doz-cevap egrisi elde etmek igin,
log'a (doz) kargi logit (B/By) cevap, koordinat sistemi en uygun sistem-
dir.

Doz-cevap edrisinden bilinmeyen antijen miktari hesaplanir.
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2.9.5. RIA kalite kontrolu (Giivenirlil ik kontrolu) :

ok diigilk diizeydeki hormonlarin RIA ile tayininde, her deney se-
risi igin devamli ve diizenli bir gekilde kalite kontrolu (quality control)
yapilmasi ¢ok Onemlidir (Sokolowski, 1978; Malveno, 1973; RIA kurs not-
lari, 19792, 1981 ve 1982; Rodgers, 1982; Schwarz, 1982; Romero, 1982;

Dudley, 1982; Edwards, 1982).

RIA kalite kontrolu 4 gekilde denenir :

~
H

Duyarlilik (sensitivity),

L)
t

Uzgiillik (specificity),
3~ Dogruluk (accuracy),

4~ Presisyon (precision).

Duyarlilaik :
Deney duyarliligz ;
a) Standart edrinin egimine,
b) lIglemsel kayiplara,
c) Solvent kérine (blank),
d) Plazma kérine (blank) badli olup, relatif % 100 badlanmadan
dnemli derecede farkli elde edilen % badlanma olarak tanimlanir. Diger

bir deyigle, tayin edilebilen en digik hormon miktaridir.

Standart e§rinin duyarlilids ;

a) Hormon Slgiimi igin kullanilen ant.iseimmm afinitesine,

b) beneyde kullanilan radyoaktif i.ga.zetii antijen ve antikorun
miktarina,

c¢) Inkiibasyon ortaminin hacmine,

d) Deney presisyonuna baglidair.
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Deney kériint etkileyen faktérler gunlardir :

a) Anti-steroid antiserumunun afinitesi. Daha b;'z"yiik afinite, daha
az kér etkisi demektir,

b) Tampon sistemi. Jelatin veya BSA gibi bir proteinin ilavesi
kér etkisini azaltix. “

c) Ayirma yéntemi. KSr etkisi, steroid hormonlar igin, aktif ké-
miy. ile ayirma yénteminde en azdir.

d) Teknisyenlerin fizyolojik durumu. Deney yapan kiginin gebe o-
lugu, elden bulagmalar olabilece§i igin, progestercn tayinle~

rinde kér etkisini artirir.
ldeal olarak kér degerleri deney duyarlilidindan az olmaladarr.

Solvent kérinin etkisi, progesteron igin, petrol eterli standart-

lar kullanilarak denenir.

Daha duyarla deney sistemi, antiserum daha yiksek diliisyonlarda
bhazirlanirsa elde edilir ve standart edrinin edimi yiliksek dililisyonlarda

en idealdir.
Ozgiillik : RIA nin 8zgilliigii 2 yolla g8sterilir :

1~ Deneyde kullanilan antikorun ézgiilliidine bagli olup, Ozgil an-

tikorun diger steroidlerle olan g¢apraz reaksiyonlariyla denenir.

2~ Segici solvent kullanilmasi : Tayin edilmek istenen steroidle
gapraz reaksiyon veren steroidler g¢ok veya ¢ok az polar ise,
segici solvent ekstraksiyonu ile bunlar ortamdan uzaklagtari-
lir, Progesteronun C-ll konjugatlarina karsi elde edilen antise-

rum yiiksek derecede ézgiildiir ve dijer steroidlerle (kortikoidler)
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¢ok az gapraz reaksiyon verir, Bu steroidler progesterondan
gok fazla polardirlar. Petrol eter gibi polar olmayan bir
solvent kullanilarak daha polar steroidler plazmada kalir ve
progesteron yag seven (lipofilik) faza geger (Edqvist, 1979).
Bdylece birgok arastirici, kromatografi kullanmaksizin, segi-
ci solvent ekstraksiyonu kullanarak RIA ile duyarli bir gekil-

de progesteron tayin etmiglerdir.

Dogruluk : Deneyin dodrulugu igin "recovery” deneyleri yapilair.
Diigikk diizeyde steroid kapsayan plazmalara artan miktarda standart steroid-
ler ilave edilir. Deney sonucu elde edilen dedgerlerden, diiglik progesteron
'kapsag_an blazmadaki dederler gikartilarak her standart nokta igin "recovery"”
hesaplanir. Standart noktalar yatay eksene ve bu standartlarin deney so-
nunda elde edilen degerleri dikey eksene igaretlenerek bir edri ¢izilir.
Bu edri icin, teorik olarak regresyan katsayisainin 1.00 olmasi gerekir.
Yéntemde sistematik (antijen ve antikordan kaynaklanan hatalar) bir hata
yoksa, bu katsayinin 1.00 den sapmalari, deneyds ydntemsel bir hata bu-

lunduguna igaret eder.

Dogruluk testinin dider dénemli bir kismi ise "paralelizm" testi-
dir. Standartlarin logit log transformasyonu ile elde edilen edri, dedi-
gik dilisyonlarda herhangi bir plazma kullanilarak elde edilen edri ile

paralel olmalidir.

Pregsisyon : Bir RIA deneyinin presisyonu, deney sonu¢lari arasin-
daki sapmanin ortalama derecesini g8sterir; dider bir deyigle, ¢ift ig-
lenen ayni é’mgkler arasindaki ortalama farktir. Presisyon deney ig¢i
fark (intra-agsay variance) we deneylerarasi fark (inter-assay variance)
olarak hesaplanir. Genel olarak deneyler aras:r fark, deney ig¢i farkdan bi-

yiktir,
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Deneyler arasi fark, ayni Srneklerin farkli deney serilerinde
tekrarlanmasiyla elde edilir. Deneylerarasi farkta, farklilidan biiyik
olug nedenleri : farkli standart edriler; deney gbzeltilerinin kimya~
sal yapisindaki dedigimler (saklanma kogul larindan dolayi); farkli tek-
nisyenler, aktif kdmiirdeki, santrifiijdeki we laboratuvardaki 1si degi-

gimleri; ve farkli inkilbasyon sireleridir.

Deney igi fark, ayni deney igerisinde plazma Grneklerinin giftl
gal:..s;lmas:.ylé hesaplanar, Deney ig¢i fark, pipetlenen radyoaktif mad-
denin antikorun ve standartlarin da presisyonuna baflidir. Sayam hata-

lari da buna ek olarak gbzéniinde tutulmalidar.

Deney tamponuna jelatin veya BSA ilavesi kor etkisini azaltar
ve presisyonu artirir. Jelatin, progesteron gibi az polar steroidlerin,
deney tamponundaki g¢oziniirliilifind artirir ve Interferans yapan bile-

siklerden deneyi korur.



III- GEREGCLER ve YONTEM

3.1. GERECLER :

3.1.1. Hayvanlar : Denemede, Lalahan Veteriner Zootekni Aragtirma
Enstitiisti’'nde bulunan 4-5 yaglarinda 25 Ankara kegisi ile Bagbakanlik,
Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (T.A.E.K.) Lalahan Hayvan Sagligar Nikleer
Aragtirma Enstitiisii’'ndeki 10 Ankara kegisi kullanildi. Yirmibeg kegiden
20'si daha Snceki sifat mevsimlerinde tohumlanm:g ve normal dodum yapmig;
fakat diger 5 kegi dnceki sifat mevsimlerinde gebe kalamamig kegilerdi.
Diger 10 kegi ise 9 yagandan fazla olup, daha énceki sifat mevsimlerin-
de bagarili olduklari halde, tiftik kalitesi icin énemli olan yag sini-
randan dolay: kasaplik olarak ayrilan kegilerdi. 20 fertil keginin digin-
daki bu toplam 15 ke¢i denemeye kontrol amaciyla alimmigtir. Ayrica de-
nemede 5 arama tekesi kizginlik saptamak, 5 teke de tohumlama amaciyla

kullanilmigtir.

3.1.2. Deneylerde kullanilan aletler :

~ Sodutucu santrifiij. Beckman, Model TJ-6, 120 tiip kapasiteli

Derin dondurucu. Bosch, 0°~60°C

L}

Galkalayici (horizontal), Eberbach

i

Vortex, Thermolyne Moximix '

Su banyosu : Niwe, SR 100, 100°C 1lik

Vakumlu firin. Heraus

Vakum pompasi

Yari otomatik ve tam otomatik ayarlanabilir Finnpipetler wve

Oxford pipetler (5-50 ul, 50-200 ul, 200-1000 ul)
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- No., 23 kan igneleri

- B-Scintilasyon sayaci. ICN

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler :

- Petrol eter, Merck, kaynama ;zoktasl 50°-70°¢
- Metanol, Merck, Darmstadt, Almanya
- Norit A (Aktif kémir), Merck
- Jelatin, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, A.B.D.
- Complete Freund's adjuvaxit, Pifco Lab.
~ Dextran T-70, Sigma Chemical Company, St. Louis, A.B.D.
~ BSA (Bovine Serum Albumin), Serva Fein Biochemica, Heilderberg,
Almanya
- Poly (acrylamide), Aldrich Chemical Company, A.B.D. (M.W. 200.000)
- Sintilatér : 1) Insta-gel,
2) 21 gr POPOP
0.5 gr PPO
300 gr Naftalin
3 1t pDioxan olarak hazirlandi.
~ Fosfat tamponu : KH,PO, (2.686 g), Na,HPO,.2H,0 (8.356 g),
NaHy (0.352 g), BSA (0.5 g) veya jelatin (0.5 g)
- Saf progesteron, 4 pregnen, 3.20 diol; Testosteron; Estron;
Estradiol; Estriol; Cortisone; Hydrocortisone;‘ Aldosterone;
4-pregnen-110~0l-3,20 dione Hemisuccinate : BSA (20 mole

steroids : 1 mole BSA), Steroloids, Wilton, New Hampshire, A.B.D.

Antijen : Tritium igaretli progesteron, spesifik aktivitesi 80-110
Ci/mmol, 250 Fc;‘, (1,2,6,7~3H)—pro.$sterone, toluen solusyonu iginde

Amersham Internaticnal'dan saglanda.
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Antikor : Deneyde kullanilan antikor gegitli kaynaklardan saglan-
dr ve her biri igin optimum antikor titresi bulundu (Serano RIA kit fir-

masindan alinanlar diganda).

L

Dr. E. Rattenberger, Tiergesund heitsdienst Isotopen labor,

Minih, B. Almanya

Dr. H.A. Robertson, Animal Research Center, Ottowa, Ortario,

Kanada

Biodata, Sercno diagnostics, Italya

I

Kendi laboratuvarimizda 2 tavganda lUretilen antiserum

3.1.4. Diger Sarf malzemeleri :

1

12 x 75 mm cam deney tiipleri (bir defa kullanildi ve atildi)

100 x 12 mm pyrex ekstraksiyon tiipleri

12 x 60 mm, polietilen adzi kapakli radyoaktif sayim tipleri

(vial). Bir kere kullanildi ve ataldz

Plastik, otomatik pipet uglari. Bir kere kullanildi ve atilda.

3.2, YONTEM :

3.2.1. Ornek alinmasi : Orta Anadolu bélgesinde yagayan Ankara ke-

¢ileri Kasim ayina kadar andstrus donemindedirler. Kasim ayinin baglama-
szyl‘/a birlikte sifat mevsimi de baglar. Bu nedenle biz, ekim ayinin ikin-
ci yarisindan itibaren biitin kegilerden kan almaya bagladik. Regilerin
kizginliklari saptanana kadar haftada 2 kez, jugular vena’dan yaklagik

3 ml kan alindi. Kizgainliklari tespit edilenlerden 2. kizginliklarainin

gézlenmesine kadar giinlitk kan alinmaya bagland:r. Ikinci krzganliklarini
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gisteren kegilerin tohumlanmasindan sonra ilk 1 hafta her gin ve 26.
gine kallar haftada iki kez kan alindi. Sadece 6 kegide 26, gine kadar

her gin kan alindi.
Diger yagli 10 kegide ise 2 Sstrus siklusu boyunca kan alindi.

Alanan kanlar bir gece +4°C de pihtilagmaya birakildiktan sonra
2000 rpm de 20 dakika santrifiij edildi, serum ayrildir ve test uygulana-

na kadar serumlar —20°C de derin dondurucuda saklandi.

3.2.2, Rizginlik Igaretleri ve Kizginlik Tayini, Kizginlik Dénemi :

Kegilerde en iyi kizganlik tayini teke wveya onun kokusu kullanila-
rak yapilir (Lamont, 1964; Cognie ve ark., 1980; Corke, 1980; Knight ve
Lynch, 1980; Oldham ve Cognie, 1980;.Martin ve ark., 1980; Shelton, 1980;

. Ott ve ark., 1980 b).

1yi libido gbsteren ve penisleri kapanacak gekilde bir bezle bag-
lanan arama tekeleri sabah saat 8.30 da siirli igine katilarak kizgin ke-
¢iler saptandi. Kizgin kegiler aktif olarak tekeyi aramalari, kuyruk
sallamalari, melemeleri ve tekenin yaninda igemeleri ile belirlendi. Bu~
nun yaninda didger fizyolojik belirtiler olarak vulvanin gigmesi ve mukus

salgilanmasi gbzlendi.

Gozlemsel kizginlik igaretlerinin yaninda alinan kan drneklerin-
de diigiik progesteron diizeyleri kizginlik belirlemesinde difer bir Slgim

oldu (Wentzel, 1979 b; Ott, 1982 b)}.

Kizgin olarak saptanan kegiler (2. kizginliklarinda) aninda tohum-
landilar. Arama ve tohumlama igleminde her sifat sezonunda yetigtirici~

lerin uyguladiklari sistemin aynisa uygulénd.r.. Kegiler ginde sadece bir
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kez arandi ve tohumlandiktan sonra kizginlik bitimine kadar 12 saat a=

raliklarla tohumlamanin tekrarlanmasi uygulanmadi,

Kegilerin birinci kizginliklarinda tohumlanmamalari ve ikinci
kizginlik gbsterdiklerinde tohumlanmalariyla, kizginlik dénemi tayini
ve folikiler ve luteal safhada progesteron diizeylerinin saptanmasi mim—

kin oldu.

3.2.3. Gebelik Tayini :

Tohumlanan kegilerde gebelik tayini kanda progesteron diz‘zteyleri-
nin saptanmasiyla yapildi. Tohumlamadan sonra 21. gindeki ylksek proges—
teron diizeyleri gebel ik igareti olarak kabul edildi (Shelton, 1980).
Tayin edilen yiikksek progestercon diizeylerine gbre erken dénemde sapta-
nan gebelik, kizginlida geri dénmeme ve dofum scnuglarina gore do§ru-

landi.

3.2.4. Kanda Progesteron Olcimi, Radyoimmunoassay :

Toplanan kan Srneklerinde progesteron tayini 2 basamakta gergek-

legtirildi :
a) Ekstraksiyon ve solventin ugurulmasi :

Segici non-~polar bir solvent kullanil arak non-polar piogesteronun
lipofilik faza gegirilmesi iglemi, 0.2 ml serumun 2 ml petrol eterde
30 dakika agzi kapakli ekstraksiyon tipleri kullanilarak g¢alkalayicida
galkalanmasiyla yapildi., Ekstraksiyon igleminden sanra tilipler -20°¢ de-~
rin dondurucuya konarak alt fazda kalan serum donana kadar bekletildi.
Serumun donmasi temin edildikten sonra lst faz (petrol eter + progeste-
ren) deney tiplerine aktarildi. Vakum pompasina bagl: vakumlu firin kul-

lanilarak 60°C de petrol eter 1 saat ugmaya birakild:i.
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Her deney serisinde, diigiik progesteran diizeyi (boda serumu), yilik-
sek progesteron diizeyi (gebe inek serumu) ve normal progesteron dlzeyi
(kegi serumlarinin karigtirilmasiyla olizstutulan havuz) olarak 3 kont-

rol serum kullanildi.

Her seferinde her drnekten g¢ift galigmak suretiyle 50 Srnek

(toplam 100) iglendi,

Petrol eterin deneye olan etkisini dlgmek amaciyla her deney seri-
si ile birlikte 2 tane kér tipiine (blank) sadece petrol eter konup ugurul-

duktan sonra deneye ilave edildi.

Ekstrakéigon verimi :

Pregesteronun petrol eter ile ekstraksiyonunda ylizde kag verimle
ekstrakte edildigini anlamak igin gu iglemler yapildi : Deney sonunda
bulunan progestercn diizeyleri ekstraksiyon sirasindaki iglemsel kayip+-

lar ve ekstraksiyonun etkisi gbzdniinde tutularak tekrar hesaplandi.

Ekstraksiyon iglemi ile birlikte 2 deney tiipine 0.2 ml serum,
0.1 m! JH-progesteran kondu. On dakika +40°C de inkiibe edildi ve 10 da-
kika oda 1sisainda barakildiktan sonra ilzerine 2 ml petrol eter konup
30 dakika ekstrakte edildi. Serum dondurulduktan sonra list faz dogrudan
bir sayim gigesine aktarildi ve uguruldu. Petrol eter tamamen ugtuktan
sonra dzerine 1.0 ml tampon solusyonu ve 5 ml sintilatdér kondu. Dider
taraftan 2 sayim gisesine 0.1 ml 3H—progesf:eron kondu. Bunun iizerine
1.0 ml tampon ve 5 ml sintilatdr kondu (Total aktivite). DSrt sayim gi-
gesi birer dakika B-sayacinda sayima birakildi. Ekstzaksiyon verimi gu

sekilde hesaplandi :
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Petrol eter ekstraksiyonu
Ekstraksiyon verimi = X 100
(% recovery) Total aktivite

Yizde verim elde edildikten sonra, ekstraksiyon iglemi sirasindaki kayip

gdzéniine alinarak, ml 'deki gergek ng progesteronu hesaplamak igin gu

formiilden yararlanarak bir katsayi bulundu ve 0.2 ml de dlgiilen proges-

teron degerleri bu katsayir ile garpilarak ng progesteron/ml olarak he-

saplandi.

b)

Vl- -1- .l.... _
Vz V3 E.Vo

: Ekstraksiyon igin kullanilan solventin hacmi
: Ugurmada kul lanilan ekstraktin hacmi

+ Ekstrakte edilen plazma hacmi
: Ekstraksiyon verimi (% recovery)

Deney :

i~ Standard hazirlanigi : Deneyde kullanilan standart seri

0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1.0 ng progesteron/ml olarak haz:.riand:.. Bunlarz

hazirlamak icin saf progesterondan l0 mg hassas terazide tartildi ve

10 ml'lik balon jojede metanol igerisinde gfziildii. Metanolun 1siya bag-

11 olarak hacminin dedigmesinden dolayi standartlar hazirlanirken sogduk

su banyosu igerisinde hazirlandi. Sadece birinci stok solusyon bir siire

37°c 1ik su banyosuna progesteronun ¢ozinirligintG arttirmak gayesiyle ko-

nuldu. Birinci solusyon stok solusyonu oldu (10.000.000 ng progesteron/

10 ml metanol) ve bundan 0.2 ml (200.000 ng) alinarak dider bir 10 luk

balon jojeye aktarildi ve yine metanclle 10 ml ‘ye tamamlandi. Bu ikinci
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sol isyondan ilgincti dilisyon hazirlandi ve bundan (200,000 ng/10 ml) yine
0.2 ml alinarak (4.000 ng) 20 ml'lik balon jojeye aktarilds (4.000 ng

progesteron/20 ml metanol) ve yine metanol ile 20 ml 'ye tamamlandi.

Bu standart serinin hazirlandi§i esas dilusyon oldu ve deneyde
kullanilan standartlar bu iginci dilisyondan hazirlandi. Sirasiyla, bu

dilisyondan ;

0.05 ng/ml standart igin 25 yul )

0.1 ng/mi ” v 50 wl
. 0.2 ng/ml » " 100 ul
0.5 ng/ml y " 250 wl
1.0 ng/ml " ¥ 500 ul

alindi ve 5 tane 20 ml'lik daha ¢nce iglerine birer ml metanol konan
sigselere lamda pipetleriyle pipetlerin i¢i metanolle yikanmak suretiyle
aktaraldi ve kiu:u azot ile uguruldu. Ugurulduktan sonra her gigeye 10
ml deney tamponu ilave edildi, adizlari kapanarak on kere gevrilerek

karigtarilda.

Bu standartlarin her birinden 0.1 ml alinarak deney standart

serisi hazirlandzx.

ii- Antiserum dililisyonunun hazirlanmasi : Antiserum titrasyonu
sonucu igaretli progesteron ile % 50 baglanma veren titre deney igin uy-
gun kabul edildi ve bunun BSA tampon igerisinde diliisyonu hazirlandi.
Dr. Rattenberger'den sadlanan antiserum igin 20 Wl antiserum 50 ml BSA

tampon igerisinde ¢ézilldii ve her bir drnede 0.5 ml ilave edildi.

Dr. H.A. Robertson'dan sajlanan liyofilize antikordan 1 mg tartilip
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1 ml BSA tampon igerisinde géziildi., Bu l:305 1ik dilusyaondan 1:10.000

lik diliisyon hazirlandi ve her bir tipe 0.1 ml ilave edildi.

Serano, biodata firmasindan sagdlanan Antikor da liyofilize hal-
de olup dodrudan her bir gigeye 12.5 ml bidistile su kanarak ¢éziildi ve

her bir tiipe 0.1 ml ilave edildi.

Kendi laboratuvarimizda hazirladigimiz antiserum ise, 20 ul an-

tiserum, 60 ml BSA tamponu igerisinde g¢éziilerek hazirlandi.

iii~ Antijenin hazirlanmasi :

Amersham'dan sadlanan 250 uCi ve spesifik aktivitesi 80-110 Ci/
mmol olan (1,2,6, 7,-3H) progesteron, 1 ml toluen icerisinde geldi. Bu-
na 5 ml metanol ilave edildi ve bu solusyondan 0.1 ml agzi kapakli bir
erlenmayere konarak kuru azot ile ucuruldu ve iizerine 30 ml BSA tampon
eklendi. Iyice ve yavagga karigtirdiktan sonra hundan 0.1 ml alinarak
5 ml sintilatdrde likit saya¢ta sayildi. Her seferinde yaklagik 15.000~
18.000 cpm sayam alinmasina dikkat edildi. Bu deder yaklagik 0.01 uci/
0.1 ml egdejerdir. Bu gekilde hazirlanan 33~progestez'on soliisyonu +4%
de bir ay silireyle bozulmadan saklanabildi. Metanol igerisinde kalan

3H—p.togesteron ise, kullanilmadigi siirece -20°c de saklanda.

iv- Deneyin uygulanmas: : Deneyde kullanilacak maddelerin hazir-

lanmasindan sonra deney gu gekilde yirdtildi -

Petrol eterleri ugurulan tiipler firindan alindiktan sonra lizerle-
rine 0.1 ml veya 0.5 ml BSA tampan ilave edildi (Antiserum diltisyonla-

ranan hazirlanig gekline gbre tampon ilavesi de de§igik kullanildi).
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Dijger taraftan yine ¢ift olarak total aktivite (T), Ozgil olma-
yan baglanma (6.0.B.), % 50 bajlanma (0) ve standart seriler 0.05, 0.1,
0.2, 0.5, 1.0 ng progesteron igin deney tiipleri igaretlendi. Standart
tiplere sirasiyla standartlardan 0.1 ml kondu. Diger taraftan T, O ve
0.0.B. tiiplerine standartlar yerine BSA tampondan 0.1 ml kondu. Bitin
tiiplere 0.1 ml (0.0l uCi) 3H—progesterandan kondu ve igaretli (ekzojen)
ve igaretsiz (endojen) progestez'ona antikora egitf badlanma gansi tani-
mak igin tipler karigtirildi. Sonra T ve 0.0.B. tiipleri harig biitiin tiip-
lere 0.1 ml veya 0.5 ml Antiserum ilave edildi. T ve U.0.B. tiiplerine
antiserum yerine BSA tampon ilave edildi. Her zaman toplam hacmin 0.7
ml olmasi ideal olarak kabul edildi (Sintilatdrde say.zm- yapildigindan
sayaim geometrisi agisandan biitin tiiplerdeki hacmin egit olmasi sayaim

veriml ili§i bakimindan ¢ok énemlidir).

Biitiin tiipler vortex'de karigtirildiktan sonra 37°c 1ik su banyo-
suna kondu. 1lk 15 dakikadan sonra tipler tekrar vortex‘de karagtiril-
di ve tekrar ikinci bir 15 dakika su banyosuna kondu. Toplam 30 dakika-
11k 30°c 1ik inkibasyonu takiben tipler °c ile +4%¢ 1ik soguk su ban-
yosuna konarak reaksiyon durduruldu. SoJuk su banyosunda en az bir saat
en fazla 24 saat bekletildiler. Soduk su banyosunun siresi deneyi etki-

lemedi.

Antikora baGlanmig ve baglanmamig (igaretli veya igaretsiz) pro-
gesteranlar: yani badli ve bagli olmayan fazlari birbirinden ayirmak
igin dekstranla kiliflanmig aktif komiir kullanildi. Aktif kdmilr tiple-
re (T'ler hari¢) manyetik karigtiricida homojen olarak karigtirilarak
ve soduk olarak 0.5 ml ilave edildi. Tipler tiiplikleriyle 1 dekika elle

calkalandi ve 5 dakika daha soduk su banyosunda bekletildikten sonra
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sarasiyla santrifiij tiplerine (120 Srnek kapasiteli) yerlegtirildi we
daha énce +4°C ye sojutulmug sogutucu santrifiijde 2500 rpm de 10 dakika

santrifije edildi,

Santrifiij sonunda aktif kémiir serbest a;nti jenleri (progesteron)
badlayarak c¢éktii listte kalan antikora badli faz kigiik sayim tiplerine
aktarildi ve lizerlerine 2.5 ml sintilatér kondu ve adizlari kapatilarak
sintilatdérle iyice karigmalari igin elle kuvvetli bir gekilde galkalandi~
lar, Sintilatérle bir siire reaksiyona girmesi ig¢in beklendikten sonra
likit sayagta birer dakika radyoaktiviteleri sayildi. "0” in "7 ye ora-
ni antikorun % baglanmasini verir, Bitin sayimlarin "T" ye orani gergek
badlanmadir. RIA dederlendirilmesinde, B/B,, yani biitin sayimlarin "o" a
bélinmesi olan nisbi baglanma (felative binding) kullanildi. Her sayim
sonucu, "O" in sayim sonucuna bélinerek 6meklerin % baglanmalari hesap-
landi. Standart edriden yararlanilarak dmeklerin ng/ml olarak proges=
teran dederleri hesaplandi. 0.2 ml serumda tayin yapildiga ig¢in ml 'deki
miktary hesaplamak igin biitin dederler 6 ile garpildi (% verim hesapla-

nip, islemsel kayiplar dikkate alinarak 6 katsayisr hesaplandi)

3.2.5. Radyoimmunoassay Kalite Kontrolu :

Deneyde tayin edilen dederler gok digiik diizeyde oldugundan pro-
gesteron tayini ig¢in kullanilan radyoimmmoassay tekniginin givenirlili-
ginin kontrol edilmesi deneyin Szgiilliigili, duyarliladi, dogrulugu ve pre-
sisyonu agisindan ¢ok dnemlidir. Bu sebeple deneyin gegerli olup olmadi-

g1 gu kriterler kullanilarak denendi :
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a) Uzgilliik (Specificity)

Capraz reaksiyonlar : Digaridan temin edilen antikorlarin &z~
giillik testleri denendigi ve progesteran hormonu ig¢in dzgiil oldugu sap-
tandidr igin, sadece kendi laboratuvarimizda iiretilen anti-progesteron
antiserumunun gegitli steroid tirevleri ile gapraz reaksiyon verip ver-

medi§i denenerek progesteron igin ézgil olup olmadidr tayin edildi.

' Bu iglem ig¢in saf haldeki testosteron, estron, estradiol, estriol,
kortizon, hidrokortizon ve aldosterondan, progesteron standartlarinin
hazirlandidr gibi standart dililsyonlar hazirlandi. Her bir steroid igin
progesteron da dahil gapraz reaksiyon egrileri hazirlandi : her standart
nokta yine ¢ift ¢aligildi. Standart noktalarin hepsi 0.05 ng/ml - 1,0
ng/ml arasinda idi. Biitin tiplere sirasiyla uygun standartlar 0.1 ml
olacak gekilde pipetlendi. Uzerlerine 0.1 ml 3H-—progesteron va 0.5 ml
anti-progesteron antiserummun optimum titresi ilave edildi. Bundan son-

raki iglemler progesteron tayininde yapildigi gekilde uygulandi.
Her bir hormon igin ayni grafik kagidinda standart egri ¢izildi.

Anti-progesteron antiserummun dider steroidlerle verdidi gapraz

reaksiyon yizdesi gu gekilde hesaplandi ;

% 50 baglanmada progesteron miktari

-

% gapraz reaksiyon =

% 50 badlanmada diger stercid miktarza

Paralellik : Deney OzgiilliiGi igin diger bir yol da paralellik
testidir. Sayet radioimmunoassay immunolojik olarak &6zqiil ise, gegitli
serumlardan hazirlanan seri dililisyonlarin dederlerinin progesteron stan-

dart edgrisine paralel olmasi gerekir.
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Anti-progesteron antiserumu ig¢in paralellik testi gu gekilde uy-

guland: :

Progesteron standartlari 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1.0 mg olarak

metanol igerisinde hazirlandai.

Karigik kegi serumlarinin bulundudu havuzdan sirasayla 50 ul,
100 ui, 200 ul wve 400 ul alandi. Standartlar ve serumlara 2.0 ml petrol
eter kondu, 30 dakika g¢alkalayicida ekstrakte edildi ve uguruldu. Uguzr-

madan sonra normal RIA iglemi yapaldi.

Ayrica 6zgiil olmayan badlanma ve maksimum yiizde baglanma igin de

ikiger tilp deneye ilave edildi.

Standart edri ve serum diliisyon edrisi logit-log grafik kagidina
¢izildi. Yizde badglanmalarin logitlere gevrilmesi igin logit = In B /

100-B formild kullanaldr (100, en fazla ylizde baglanmadir).

Segici solvent : Deney 6zgilligind artiran diger bir yolda saf-
lagtiralmg fraksiyonda bulunan bilinen steroidlerin progestercna gire
konsantrasyonlarinin az olmasidir. Bu da segici solvent petrol eter kul~

lanilarak sadlanda.
b) bDuyarlilak (Sensitivity) :

Deneyin duyarlilida standart edrinin edimine, iglemsel kayaplara,

solvent kérine ve plazma kériine baglidir,

Deneyde duyarlilik sifir noktasindaki baglanmadan Snemli derece-

de farkli elde edilebilen en az ng progesteron olarak hesaplandi.

Solvent kirin etkisi, petrol eterli ve petrol etersiz standartlar
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hazirlanarak ve de her testte bir ¢ift petrol eter kéri (O baglanma ola-

rak) yapilarak denendi.

Plazma kéri olarak gok dilgik diizeydeki boga serum progesteronu

kullanaldz.

Deneyin duyarlili§i, antiserum titrasyonuna .da baglidir. aAnti-
serum daha yitksek diltisyonlarda hazarlanirsa, daha iyi standart egriler
ve dolayisaiyla duyarli sonuglar elde edilir. Dedigik antiserum dilisyon-
lariyla gegitli standart edriler hazirlandr ve en iyi edimli standart

edri saptandx.
¢) Dogruluk :

Deneyin dodruludu verim (recovery) deneyleri ile yapildi. Igaret-
siz progesteronun bilinen ve artan miktarlari (standartlar) metanol ige-
risinde ekstraksiyon tiiplerine kondu ve uguruldu. Sonra her bir tiipe
0.2 ml boga serumu kondu. Tipler karigtarildi ve 40°c de 15' inkiibe e~
dildi, oda isisinda 20 dakika barakildi. 2 ml petrol eter ile ekstrakte
edildi ve ucuruldu. Bundan sonraki iglemler diger RIA iglemlerinde oldu-
Ju gibi yapildi. Sonugta elde edilen dederlerden boga serumundaki proges-
teron miktar: gikarildi. llave edilen standart progesterona kargilik ne
kadar progesteron elde edildi§i hesaplandi. Bununla ilgili grafik gizil-

di, regresyon ¢izgisi igin egitlik ve korelasyon katsayisi hesaplandi.

Deneyin dodrulujunu kanitlayan diJer bir sistem ise daha dénce bah-~

sedildigdi gibi paralellik testidir.
d) Presisyon (Precision) :

Deney presisyonu, ayni deney icinde ayn: 6rnedin ¢ift ¢aligilan
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dederleri arasindaki fark ve ayni Srnedin farkli deney serilerinde bulu-
nan degerleri arasindaki fark alarak; yani deney igi fark (intra-assay
variance) ve deneyler arasi fark (inter-assay variance) olarak hesap-

landi.

Progesteron Glgimli icgin deney i¢i varyans pipetlenen radyoaktif
progesteronun, anti-progesteron antiserummnun, standartlarin ve ekstrak-
siyon igleminin ve likit sayacta sayim igleminin de presisyonuna bagla-
dar. Deneyler arasi varyans bilyilidiigii zaman biitiin bu olasiliklar tek tek

kontrol edilerek deneyler ytrttildi.

Bu galigmada deney igi ve deneyler arasi varyans standart sapma
formiild kullanilarak serum Srneklerinin ¢ift élgimlerinin tayininden

elde edildi.

3.2.6. Imminizasyon (anti progesteron antiserumu elde edilmesi) :

Immiinizasyon iglemi i¢in 2 ergin digi tavgan kullanildy :

a) antijen hazirlanigis : 1ki tavgan igin 2 mg llo~hemisuksinat
progesteron : BSA ve 1 mg poliakrilamid 1 ml bidistile su ve emiilsiyon
yapmak igin 1 ml complete Freund's ad juvant ile vorteksde beyazlagana
kadar (emiilsiyon olana kadar) karigtirildi. Her enjeksiyon igin bu im~

minojen karigim: aninda taze olarak hazirlendi.

b) Enjeksiyon; Hazirlanan antijen emiilsiyonundan her bir tavgana
0.25 ml 2 subkutan ve 0.25 ml 2 kas igi enjeksiyon gapildi. Ilk 4 hafta
haftalik ve ondan sonra uygun antikor titresi elde edilene kadar aylik

enjeksiyonlara ayni gekilde devam edildi.
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c} Enjeksiyona bagladiktan 2 ay sonra tavganlarin kulak venasin-~
dan yaklagik 0.5 ml kan alinarak her iki tavgan igin de antikor (A/S)
titrasyonlari yapildi. Kontrol amaciyla imminize edilmemig normal tav-

ganlardan da (NTS) ayni gekilde kulak venasindan kan alindi.

Alinan kanlar bir gece +4‘°c de p:.ht.z.iagmaya barakildiktan sonra
santirfije edilgrek serum ayrildi. Bu serummn dililsyonlari gu gekilde
yapaldi. Sirasiyla 3 tavgan igin ayrar ayri, ¢ift galigmak suretiyle 7
dillisyon yapildi.Bitin tiplere 2.5 ml BSA tampon.kondu.llk birinci tiip-
lere 50 ul tavganlardan elde edilen serum kondu ve vorteksde kamgtznl-’
di. (1:100, % 1 lik diliisyon); bundan 2.5 ml alindi ve 2. tiipe kondu
(L:200, % 0.5 lik diliisyon); bundan 2.5 ml alindx 3. tiipe kondu (1:400,
% 0.25 1lik diliisyon); bundan 2.5 ml alindx 4. tiipe kondu (1:800, % 0.125
1lik dillisyon); bundan 2.5 ml alindi wve 5. tipe kondu (1:1600, % 0.0625
lik dilisyon); bundan 2.5 ml alind:i 6. tipe kondu (1:3200, % 0.03122
lik dilisyon); bundan 2.5 ml alindi ve 7. tipe kondu (1:6400, % 0.01562

1ik diliisyon).

Her bir diliisyon ve her bir tavgan igin ayr:i ayri igaretlenen
test tiplerine 0.1 ml 3H-progesteron bu diliisyonlardan 0.5 ml ve 0.1 ml
BSA tampon kondu. % baglanmayi Slcmek igin ise 2 adet total aktivite ti-
pi teste ilave edildi. Bunlari 0.1 ml 3H~progesterm ve 0.6 ml BSA tampon

kondu.
Bundan sonraki iglemler RIA deneyinde yapaldigi gekilde yapildi.

Tavsan anti-progesteron antiserumlarinin (A/S) c¢egitli diliisyon~

lari igin % baglanmalar gu gekilde hesapland:r :

A/S tipi cpm (Xx) - NTS tiipii cpm (x)
Total aktivite cpm (X)

X 100 = % B
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% baglamalara kargi ‘ta‘vgan anti~progesteron antiserum dildsyanla-
r1 grafik kagidina gizildi ve % 50 bagjlanma veren ideal dillisyon (anti-.

kor titresi) hesaplandi.

Yiksek titreli antikor elde edilinceye kadar her aylik enjeksi-
yondan bir hafta sonra kan alind: we yukarida anlatildigas gekilde tit-

rasyon egdgrileri ¢izildi.

3.2.7. Likit Sayacin Sayim Verimliliginin Hesaplanmas: :

Deney sonuglarinin sayiminda kullanalan 1ikit sagacin sayim veri-

mi intemal ve eksternal standardizasyon yéntemi ile bulundu.

6
©2.71 x 10° dpm/m1 SH-toluen (Packard) intemal standardin 10 W
si yaklagzik 18,000 cpm aktivitedeki 3H~progesterona ‘ilave edilerek pro-
gesteron tayinleri ig¢in kullanilan cihaz gartlarinda sayildi. Verim he-
sab1 agadidaki gekilde yapaldi.
cpm net cpm (B-a)

% verim = ~---- X 100 = -
dpm dpm (Internal Standart)

A = (Numune -~ Background)

B = [(Internal standart ~ Numune) - Backgromd]

(31255 - 24693)
% verim = ——= X100 = 24 %
| 27100

Verimin ikinci bir kontrolu olarak afzi mihirlii 3H eksternal stan-
dart (Packard) kullanildi, bu standartin radyoaktif bozunma hizi

221 x 10° dpm dir.
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Internal standardizasyondaki cihaz gartlarinda bu standart sayi-
larak ortalama 81,612.25 cpm elde edildi (BKG aktivite gikarildiktan

sonra).

Buna gore,

cpm
% verim = ===e= X 100
dpm

81,612.25
= mm————— x 100
221 x 103

36.93 %

Sonug olarak dlglimlerimizde cihazin ortalama % 24 - % 37 wverim-

le sayaim yaptija tespit edilmigtir.



Iv- B U L G U L A R

Bu galigmada, Ankara kegilerinde erken gebelik tayini ve Sstrus
- siklusundaki fizyolojik olaylari saptamada bir parametre olan serumda
RIA ile progesteron diizeyleri tayin edildi. Kegilerin siklus dénemle-
rindeki progesteron profilleri g¢ikarild: ve tohumlanan kegilerden 6 ta-
nesinin tohumlamadan sonra 24 gine kadar serum progesteron diizeyleri
tayin edilerek gebe olanlar ve olmayanlar arasindaki farkin ve korelas-

yonun énemi bulundu (Tablo 1).
Ayrica progesteron tayinlerinde RIA yénteminin k. g¢i serumu igin

kalite kontrolu gegitli gekillerde denendi (Tablo 3,4 - Sekil 6,7,8).

4.1. Kegilerin Anéstrus, Ostrus, Ustrus Siklusu we Gebelik Dénem-—

lerindeki Progesteron Diizeyleri :

4.1.1. Anéstrus Dénemindeki Progesteran Diizeyleri :

Kegilerin g¢odu, Kasim ayinda kizginlik gdstermeye bagladilar. Bu
zamana kadarki progesteron dizeyleri, 20 kegide, ¢ok az bireysel farkli-

liklarla, 0.35 £ 0.1 ng progesteron/ml civarinda bulundu (Sekil 4).

Sadece 2 kegide, gbzlenen ilk dstrusdan 6nce, kisa siireli (4-5

giin) yiksek (1.9 X 0.40 ng/m1) progesteron diizeyleri saptandi (Sekil 2).
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Sekil:2 Sifat mevsiminin baslangicinda 2 kegide b—o) ve 20 kegide (e—e)
gozlenen andstrusdan dstrusa gecisteki progesteron dizeyleri,



4.1.2. Ustrusda Progesteron Diizeyleri :

K.r.zgznl.zk gésteren biitin kegilerde gézlenen birinci kzzgml;kl’a-
r.mda', progesteran diizeyi 0.2% 0. 09 ng progesteron/ml olarak saptandi.
Kegilerin gbzlenen ikinci kizganliklarindaki progesteron diizeyl ise
0.45 % 0.2 ng/nl idi (ekil 3 ve 4).

[

4.1.3. Ustrus siklusundaki progesteron Diizeyleri :

Denemedeki 35 kegiden 33 (i normal progesteron profili géstermig-
tir (Sekil 3). Daha Onceki sifat mevsimlerinde kzzgmlik gﬁstérmgen
5 kegiden ikisinde, bireysel kiigﬁk standart sapmalarla, sifat mevsimi -

boyunca devamli diigik (0.3 t+ 0.2 ng/ml) progesteron diizeyi bulmmugtur.

Normal bir Sstrus siklus stiresi 2D gin olarak saptanmigtir. Bu
stire zarfinda en fazla bulunan progesteron dizeyi 2.85 t 1.1 ng/ml olarak
elde edilmigtir. Kegilerin sifat mevsiminde ilk birinci Sstrus siklusun-
daki progesteron, Sstrusdaki 0.2 t 0.09 ng/ml‘den yavag bir gekilde 1.
glinde 0.4 * 0.2 ng'a, ikinci ginde 0.47 * 0.2 ng, 3. ginde 0.75 * 0.45
ng, 4. ginde ise 1.0 pg'm iis tiine ¢ikarak 1.1 t 0.65 ng'é ulagmgtir.
tkinci éstrus gdzikmesinden énce -3. giine kadar 1.5 ng/ml’'in iistinde
fcalmaya devam etmis ve -3. ginden itibaren, ani bir diigme kaydederek
-2, ginde 1.5 * 0.5 ng, -1. ginde 1.15 + 0.5 ng ve nihayet &strus ginii
0. giinde 0.45 * 0.1 ng/ml olarak s:aptarimgtzr. Ikinci kizginliklarinda,
g6zlenebilir kizginlik gésteren biitin kegiler (yagli 10 kegi harig) to-
humlanmiglardir. Daha dnceki sifat mevsimlerinde gbzle izlenebilir kiz-
ginlik gbstermeyen 5 kegiden 3 inde normal bir 8strus progesteron profi-
li gosterdidi bulunmugtur (Sekil 3). Yagli 10 kegi ile geng kegilerin
éstrus aiklusunun cegitli evrelerindeki progesteron diizeyleri arasindaki

korelasyon Gnemli bulunmugtur (Tablo 2).



progesteron

ng/ mi

5.01

Xts /
n=22
L0 -
T
v ]
P
30 9 I.Ostrus
1. 0 :
20 4 Ostius |~
10 o
T 4 - n ] 1 - v ) ] | Su— |
-2 0 2 4 6 8 10 12 4 W 18 0 2 &
Sekil:3 Ankara kegisinde normal &strus siklusu progesteron modeli
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4.1.4. Gebelik Dénemi Progesteran Diizeyleri :

Regilerin tohumlanmasindan sonra ilk 20 ginde gebe olup olmadik-
larinin tayininde progesteron hormonu kullanilmigtir. Tohumlamadan son-
ra (2. kizganliklarinda) 6 keginin, gebelidin ilk 24 gimine kadarki gin-
liikk progesteron diizeyleri ve 10 (yagli) kontrol keginin de 2. kizgainlik-
larr gekil 5 de gbsterilmigtir. Siklusun 21. ginilnde 10 keginin ortala-
ma progesteron diizeyinin 0.5 * 0.15 ng/ml olmasina kargilik gebe oldu-
Ju saptanan 6 kegide bu tarihte 2.4 t 1.1 ng/ml progesteron dizeyi elde
edildi. DiJer gebe kecgilerde ise (haftada 2 kez, gebelik tayini igin,
6rnek alinan 20 kegiden 18 tanesi) bu dénemde progesteraon 3.0 £ 1,5 ng/ml

olarak bulundu.

Bu 20 kegiden 2 tanesinde 21. giinde progesteron miktari 0.5 % 0.15
ng/ml olarak bulundu. Bu dénemde bu keg¢iler tohumlandi zannedildiginden,

tekrar kizganlik igin aranmadilar. Dolayisiyla gebe kalmadilar.

Tirkiye'de yetigtirilen Ankara kegilerinde, gevreye iyi uyum sag-
ladiklarar igin, gebelik déneminde (iyi beslenme gartlarinda) yavru atma-
ya gok nadir rastlandidindan, dogumla tasdiklenen erken gebelik tayi-~

ninin dodruludu % 100 olarak elde edildi.

Ankara kegilerinin erken gebelik tayininde 1.5 - 2.0 ng/ml proges-
teron sinir olarak ele alinmigtir. Gebe olanlar ve olmayanlar igin (to-
huml amadan sonra) 21. giindeki progesteron dederleri arasindaki fark ista-
tistiksel olarak dénemli bulunmugtur (t = l1.2, p £0.01), korélasyon ise

énemsiz bulunmugtur (Tablo 1).
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4.2, RIA Kalite Kontrolu ve Tavganlarda Elde Fdilen Anti-Proges-

teron Antiserumunun Gegerliliginin Kontrolu :

RIA kalite kontrolu ic¢in gerekli galigmalar gegitli gekillerde
denendi; ayrica, kendi laboratuvarimizda lrettigimiz anti-progesteron

antiserumunun &zgiillidii ve galigma diliisyonlari da denendi.

Deney duyarlalidr : Deney duyarlilidini denemek igin yapilan ga~

ligmalarda duyarlilik 10~30 pg/ml (% 90-95 bajlanma) olarak bulundu.

Her deney serisi igin elde ediien standart egrilerin e§imi uygun
¢rkmigtir (Sekil 6). 0.05 ng progesteran igin % 85 * .0.05, 0.1 ng pro-
gesteron igin % 73 * 0.1, 0.2 ng progesteron igin % 58 + 0.15, 0.5 ng
progesteron igin % 36 = 0.1 ve 1.0 ng progesteron igin ise % 24 * 0.07
badlanmal ar elde edilmigtir. Antijen (3H—-progesteron) ve antikorun (anti-
progesteron antikoru) en fazla baflanmasi (maksimum binding) % 45 % 0.05
olarak bulunmugtur. Her bir standart egri igin logit-log gevirme, HP-41C
programlanabilir kicilk bilgisayar kullanilarak yapilmigtir. Lineer ve
logaritmik standart edrilerin ayni sonuglar: hesaplamadaki farkliliklari
istatistiksel olarak dnemsiz, korelasyon ise énemli bulunmugtur (p » 0.01,

r = 0.89).

Parelellik testi : Yirmibeg keginin serumlarinin karigtirilmasiyla

elde edilen kegi serum hawuzunun 50 pl si igin % 72, 100 yul si igin % 55,
200 ul si igin % 33 ve 400 ul si igin % 22 baglanma elde edilmigtir. El-

de edilen bu lineer edri, standart edriye paralel bulunmugtur ($ekil 7).
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Dodgruluk : 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1.0 ng/ml progesteron standart-
larinin (yatay eksen) boda serumma eklenmesi .somzcu elde edilen proges-
teron diizeyleri (boda serum progesteronu her bir elde edilen miktardan
gzkarulérak) dikey eksene igaretlenerek elde edilen edrinin regresyon
katsayisi 0.99 ve dojrunun denklemi .i;e y = 0.8 » 0.3x olarak elde edil-

di (gekil 8).

Solvent kérii ; Standartlara petrol eter eklenerek yapilan g¢alig-
mal arda, petrol eterin interferens etkisi ihmal edilebilir ‘bulmdu.’Pet;—
rol eterli ve petrol etersiz standartlarin sonuglari arasindaki farkin
istatistiksel ydnden 6nemé.iz oldugu saptandir (p 3 0.01). Ayrica her de-~
ney serisinde, petrol eter kéri (blank) olarak galagilan 6mekler.le no"
badlanmalar arasindaki farklar da .istatz:st.iksel olarak énemsiz bulundu
{p ¥ 0.01). Bununla beraber her deney .ser.isinde petrol eter kéri devam-

11 bir gekilde kullanaldi.

Presisyaon : Deneylerarasi fark ve deneyi¢i fark Tablo-3 wve 4 de
gosterilmigtir. Deneyici farklilik deneylerarasi farkliliktan daha ki~

¢ilk olarak elde edilmigtir.

Ekstraksiyon verimi : Yirmi ayri testte yapilan ekstraksiyon veri-
mi % 85 * 0.05 olarak bulunmugtur. Varyasyon katsayisi ise % 5 olarak
elde edilmibstir. Standart edriden, ekstrakte edilen 0.2 ml serum 6rmek~-
lerine karg: okunan progesteron diizeyleri mililitreye g¢evrilmek igin 6
ile ¢arpildi (Ekstraksiyon 'irer.imi. gézéninde tutularak). Bdylelikle sade-

ce ekstrakte edilen progesteion saptandi.
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Tablo 3 : Deneylerarasi fark (inter assay precision). .

Boga serumu

Keg¢i serum havuzu

Gebe inek serumu

(Diigiik diizey) (orta diizey) (ytiksek diizey)
n =18 n = 19 n = 23
% = 0.054 ng/ml ‘% = 1.52'ng/nl % = 4.57 ng/ul
S = 0.010 s =0.21 S = 0.40
v=%18 v=%13 v

% 8

Tablo 4 : Deneyigi

fark (intraassay precision).

Kegi serum havuzu
(diigik dilizey)

Keg¢li serum havuzu
(orta diizey)

Ke¢i serum havuzu
(yiiksek diizey)

n =10

LY
n

0.05 ng/ml

0.001

£
L]

va=>5%2

N1
i

1.7 ng/ml

4.0 ng/ml

i
i
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Deney 6zgiil lligld : Deneyin Szgiil ligi antiserumun Szgiilligi demek
oldugundan, kendi laboratuvarimizda tavganlarda, lla-hemisuksinat hid-
roksi progesterona kargi Urettigimiz antiserumun titresi (Sekil 9). ve
diger steroidlerle olan ¢apraz reaksiyonlari denendi (Sekil 10,11). Her
aylik enjeksiyondan bir hafta sonra 2 tavgandan elde edilen anti-proges-
teron antiserum titrasyon eéri.léri Sekil 9 da gdsterilmektedir. Tav-
san 1 den elde edilen anti-progesteron antiserumu daha iyi bir afinite
gostermigtir (Sekil 12}. 1:3200 wve 1:6400 dililisyonlarda elde edilen
standart edriler afinitenin yiliksek oldujuna igaret etmektedir. Tavgan 2
de ise 1:400 ve 1:800 lik dililisyonlar en iyi edimi vermigtir (Sekil 13).
Tavgan 1 in 1:6400 lik, tavgan 2 nin ise 1:800 lik diliisyonlari kulla-
nilarak gegitli steroid tiirevleriyle elde edilen standart egriler Sekil
13 ve 14 de; Tablo 5 de ise anti-progesteron antiserumunun bu steroid-

lerle olan gapraz reaksiyonlarin % si olarak gdsterilmigtir.
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Tablo 5 : Antliprogesteron antikorunun dider bazi steroidlerle
capraz reaksiyonlari.

| % éapraz reaksiyon
Steroidler Tavgan 1 (1:6400) Tavgan 2 (I :éaa)
Progesteran % 100 % 100
Estron ~ % 0.2 % 0.5
Estradiol ' % 0.6 % 0.9
Estriol % 0.09 % 0.26
Testosteron % 0.9 % Q.?
Kortizon < % 0.001 % 0.01
Hidrokortizon | < % 0.001 % 0.05
Aldosteran % 0,001 % 0.02
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V- T AR T I G M A

Andstrusun son déneminde elde edilen digiik progesteron diizeyleri
(< 0.5 ng), fenksiyonel bir corpus luteum (C.L.) olmadidaini gbstermek-
tedir (gekil 3,4). Thomburn ve Schneider (1972) we Irving we Jones'un
(1972) da belirttidi gibi, bu durum ayni zamanda ovaryumla ilgili (ovarian
cyclicity) bir siklusun olmadidina da igaret etmektedir. Dijer taraftan
bu soz;uglar, kegiledde progesteronun tek kaynadinin ovaryum (C.L.) oldu-
gunu bildiren Linzell ve Heap'in (1968), Heap ve Linzell'in (1975) ¢alig-
malaraina uygunluk gdstermektedir ve Ankara kegilerinde adrenal progeste~

ron salgilanmasinin az oldudunu da kanitlamaktadir.

Devamli kan almanin andstrusun scnunda progesteron diizeylerini
etkilemedigi, Thibier (1981) 'nin de belirttidi gibi devamli diigik proges-—
~ teron diizeyleriyle gésterildi. Fakat devamli kan alinan kegilerin biitin
siiriiye oranla ‘daha gabuk kizginlik gbstermeleri de dikkati ¢ekti. Bu .

durum lzerinde daha fazla galigma yapilmasini gerektirmektedir.

Deney sonuglari kecilerin kasim ayina kadar kzzgml.tk gos terme-
diklerini ve sifat mevsiminin dedigik zamenlarinda kizginlik gbsterdik-
lerini ortaya koymugtur. Bu da Ankara kegilerinde kizginlidin, mevsime
ve dolayisiyla gin 1gidina ve soduda badli olduiumu (Badawy ve ark.
(1972), Pretorius (1973), Orkiz (1980), Ilgaz (1982) bir kez daha gdster-

mektedir.

Denemedeki kegilerden sadece ikisinde kizginlik davraniglari gdz-

lenmedigi halde, andstrusun geg¢ dénemlerinde, progesteron diizeyinde gok
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kisa stireli (2-3 giin) bir yiikkselme (> 1.5 ng) saptandi. Bu durum bize
Ostrusdan 6-8 gin dnce gizli bir owulasyon oldudu kanisini vexdi. Proges-
teron diizeyinde gdzlenen bu kisa yilkselme, sifat mevsiminin baglangicin-
da olugan kisa sikluslar oldufunu dojrulamaktadir. Bu durum keg¢ilerde,
Sheltan (1960), Corteel (1975), Thornburn (1972), Ricordeau ve Bouillon
(1975) ve Thibier ve ark. (1981) tarafindan da saptanmigtir. BSyle kisa
sikluslar post partum donemde sifirlirda da bildirilmigtir (Donaldson

ve ark. 1970, Corah wve ark. 1974). Normal siklus aktivitesinden dnce
saptanan bu yiksek progesteron diizeyi Corah ve ark. (1974) wve Webb we
ark. (1979'in sadarlarda da belirttikleri gibi, normal siklus aktivite-

sinin baglangigi hakkinda énceden bir fikir verebilmektedir.

Sekil 2 de gésterildidi gibi andstrusun son déneminde progesteron
diizeyleri >1 ng olan kecilerde (m = 2), ilk gbzlenen \k.zzgmlxé.z takiben
daha hizli bir progesteron yilikselmesi olmasina kargilik (4. ginde 1.75 %
1.07 ng), bu déz;emde progesteron diizeyi <l ng olanlarda (h = 20) daha
yavag bir yikselme (4. ginde 1.1 t 0.65 ng) saptanmigtar. Fakat‘ aradaki
bu fark istatistiksel olarak énemli bulunmamigtir (P % 0.01). Bu 2 kegi-
de kazginlidr takiben progesteron diizeyindeki bu ani yikselme, daha én-
ce, kisa omirli olsa da, fonksiyonel bir C.L. 'min wve gizli ovulasyonun

olugmasina bafliyabiliriz (Glatzel, 1983).

Kegiler, diger ruminantlardan, Srnedin koyunlardakinin (Shelton
ve Marrow, 1965) tersine, andstrusu izleyen ilk normal Sstrus siklusu
baginda, sakin kizginliktan ziyade aktif kizginlik gdsterirler (Shelton,
1960 ve 1980). Bu durum, bizim caligmalarimzda da dogrulanmigtir. lki-
yiiz hayvanlik Ankara kegisi siirisiinde sadece 5 kegi daha once kizginlik

géstermedikleri. gerekgesiyle ayrilmglardir. Bizim denemeye aldidamiz bu
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5 kegiden 3 inde, kizginlik aktivitesi gbzlenemedigi halde, normal kiz-
ginlik siklusu progesteron modeli saptanmigtir. Bu durum, bitiin siiriye

oranla ¢ok azdir. ‘ -

Edgerton ve Hafs (1979'in sigirlardaki sonuglarinin tersine ikiv
éstrus siklusu progesteron diizeyleri arasindaki fark (Sekil 4) istatis-
tiksel olarak énemli bulunmamrs (p ¥ 0.01) ve Thibier ve arkadaglaranain
(1981), Fransiz Alp (French Alpine) kegilerinde bulduklari sonuglar ile

uygunluk gdstermigtir.

Ankara kecilerinde saptadi§imiz kizginlik siiresi (20.0 % 1.5 gin),
bu tiirde dider aragtiricilar tarafindan bildirilen siirelere benzemekte-
dir (Badawy ve ark., 1972; Pretorius, 1973; Moore ve Eppleston, 1979;

Wentzel, 1979 b; Ilgaz, 1982).

Tohumlamadan hemen sonra alinan kan Srneklerinde serum proges-
teron diizeyi (0.45 * 0.2 ng) kegilerin wygun zamanda tohumlandigani gés-
termektedir. Sadece bir keg¢i (No. 13-8) 3. kez kizgqunlik gdsterdi ve
3. kizginlaginda bir daha tohumlandr. Bu keginin 2. tohumlanma sairasin-
daki progesteron dtlizeyi 0.95 ng/ml olarak bulundu. Bu kegide kizganlidan
gériilmesinden yaklasik 2 giin sanra ovulasyonun oldudu kanisina vardik.
Cinkii kizginlik saptanmasindan sonraki 2. glinde progesteron diizeyi
0.48 ng olarak bulundu. 3. kizginliginda tohumlanan bu kegide tohumlama-
dan sonraki progesteron diizeyi (0.45 ng), tohumlamanin uygun zamandd.ya-

prldidani gbsterdi.

Kegilerde, koyunlara kiyasla luteal progésteron diizeylerinin daha
ylksek olugu, muhtemelen, genellikle bu tilrde gbzlenen ovulasyon sikli-

Jaindandir (Wentzel, 1979 b).
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Jstrus siklusunun ¢egitli evrelerinde progesteron modelleri
Wentzel (1979 b) ve Ott'un (1982 b) galigmalarindakine benzer bulunmug-~
tur. Yasl:.. (> 9 yag) ve geng (4-5 yag) kegilerin prodstrus, Ostrus,
postéstrus ve metéstrusdaki progesteron diizeyleri arasindaki korelasyon
énemli bulunmugtur. Bu da 9 yagindan biyiik kegilerin délerme fonksiyon-
larinda bir digiikliik olmadig:r halde, sadece tiftik kalitesi gdzdniinde

tutularak siirtiden cikarildiklarini gSstermektedir (Orkiz, 1980).

Birden fazla ‘yavrulama ’elde edilmek istendiginde, fertil dbllen~
menin sifat mevsiminin en aktif dénemine kadar geciktirilmesi faydali-
dir (Westhuysen, 1975 ve 1976). Nitekim bhizim galigtigimiz kegiler;le
(ilk kizginliklarinda tohumlanmayan) ikizlik orapi, biitin siirliye oran-
la, daha fazla bulunmugtur. Bununla beraber bu konuda daha fazla g¢alig-
ma yapilmasi gerekir. Shelton ve Morrow (1965), sifat zamaninda, 2. kiz~
ginlaklarinda tohumlanan kegilerde % 20 daha fazla ikizlik elde edildi-

gini bildirmiglerdir.

Tohuml amanain 21. glniinde, gebe kegilerin serum progesteron diizey-
leri, gebe olmayanlarinkinin agadi Qukar:. 6 kati fazla bulundu ($ekil 5).
Bu da difer ruminantlarda oldudu gibi (Heap ve ark., 1976; Pennington,
1976; Karg, 1976; Claus ve ark. 1983) Ankara kegilerinde de (Thornburn
ve Schneider, 1972) erken gebelik tayinine olanak tanimaktadir. Biz ¢a-
ligmalarimizda tohumlamadan sonraki 21. ginde progesteron tayinleri ile

% 100 dogru gebelik tanis: elde ettik.

RIA nin, hormon tayinin&e veteriner hekimlik ve hayvancilik alani-
na sokulmasiyla (Donaldson wve ark., 1970; Edgvist ve ark., 1970; Shemesh
ve ark., 1971; Robertson wve Sarda, 197l; Sprague ve ark., 1971; Garverick
ve ark., 1971; Edgqvist, 1972; Hoffman, 1972; Karg, 1976) ekonomik yénden

biiyik ilerlemeler kaydedilmigtir.
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Deneylerimizde progesteron tayinlerinde RIA tekﬂ.iéiﬁin gegitli
sekillerde kalite kontrolu denendi ve deneyler sonucu deney duyarlila~
d1, Ozgiilliigii, dodrulufu ve presisyonu Karg ve ark. (1976), Sokolowski
(1978), Edgvist (1979), Hartman (1982), Marsehner (1982), Albertini
(1982), Hazra (1982), Romero (1982), Sufi (1982) galigmalariyla uygun~

luk gbstermigtir (Sekil 6,7,8 ~ Tablo 3,4).

Deneyde kullanilan gegitli antikorlaran, diger steroidlerle fark-
11 oranlarda gapraz reaksiyon vermelerinin nedeni bil inmemektedir
(Edgvist, 1979). Robertson ve Rattenberger'den temin edilen antikorlar
yeterli sohuglar vermigtir. Bizim laboratuvarimizda elde ettigimiz anti-
serumun gapraz reaksiyonlari digik ¢ikmig (Sekil 10,11 - Tablo 4) ve

edimi yeterli olan standartlar elde edilebilmigtir (Sekil 12 ve 13).

Petrol-eter ekstraksiyonunun uygulanmasi ile kortikosteroidlerin
¢odu plazmada, sulu fazda kalir. Bundan bagka 1/3 inden daha az 170~
hidroksiprogesteron ekstrakte edilip petrol-etere geger., llo-hidroksi
progesteronun gapraz reaksiyonu édnemli dedildir. Cinkd memelilerin ka~
ninda bu steroidin énemli konsantrasyonlarda olugtudu bilinmemektedir

({Edgvist, 1979).

Deneyde kullanilan antiserumun 6zgiillligili, petrol-eter ekstraksi-
yonu ile birlikte daha ileriki saflagtirma iglemlerine gerek kalmadan,

deneyin yiiksek derecedeki ézgiilliifine yardam etti,

Antiserumun diliisyonu artirilirsa, deneyin duyarliligi da artar.
(Sekil 12,13). Antiserum diliisyonu igin sinairlayici faktdr, igaretli
progesterconun spesifik aktivitesidir. Bu galigmada elde edilen duyarli~

lik yeterli bulunmugtur.
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Ekstraksiyon verimi (recovery) icin énemli bir nokta, radyoaktif
progesteronun seium Sérnegi 4ile birlikte inkijbe edilmesidir (Fdqvist ve
Castellanos, 1979). Eer bu én dengeleme basamadr ihmal edilirse, genel-
likle daha yt’éksgk ekstraksiyon verimi elde edilir (Abraham, 1974). De~
neylerimizdeki ekstraksiyon verimleri literatiirlerde bil"d,irilen.lerle uyum-

lu gikmaigtar.

Bu galigmada elde edilen presisyon difer RIA teknikleri igin ve-
rilen presisyonlarla uygunluk gbsterdi (Abraham ve ark., 1971; Thorncyroft,

1972; Pdqvist wve Johansson, 1972).



Tiftik Ankara kegisinin en énemli iUriinidir. Yetigtirmede en g¢ok
dikkat edilecek wnsur budur. Uretim ve kalite, sonug olarak tiftifin
ekonomik deeri yasa bayli olmaktadir. A;zkara kegisi siiriilerinin’ yag or-
talamasini mimkin oldugu kadar digik (geng) tutmak gok énemlidir. Geng
digilerden olugan bir siiriiniin varlidi, ancak yilkksek bir iireme potansiye-
linin siride  devam ettirilebilmesi ile mimkiindir. Bu da keg¢ilerin ferti-
lite ve gebelik kontrolunun giivenilir bir ySntemle erken ve etkin bir
sekilde yapilabilmesine badlidir. Progesteron hormonu bu konularda yetig-
tirici ve veteriner hekimlere yardimci olabilecek en iyi parametrelerden

birisidir.

Hormon analizleri igin RIA tekniklerinin kullanilmasi ve RIA nin
geligtirilmesi ve gegerliliginin kontrol edilmesi, deney sistemlerinin
ytkksek drnek kapasiteli ve digik fiatli olabilmesmi, ve de az hacamda-

ki drneklerin seri halindeki tayinlerini mimkiin kilmigtir.

Deney sonuglarimiz, ilk defa memleketimizde, hayvan yetigtirici-
liginde, délerme hormonu progesteronun Sstrus siklusundaki dizeylerini
géstermigtir. Ayrica erken gebelik kontrolunda, tohumlanmadan 21-25 gin
sonra tek bir kan Srneginin yeterli oldudu gdsterilmigtir.

1

Ayrica tavganlarda elde ettidimiz antikorun, progesteron tayini
yapan biitiin tzé laboratuvarlarina daditilabilmesiyle, hig olmazsa gimdi-
1ik, progesteron RIA kitlerine &denen déviz memleketimizde kalacaktirr.
Bundan sonraki galigmalarda, progesteron hormenu Szellikle Ankara kegi~
lerinin ve difer ruminantlarin fertilite kontrolu ve erken gebel ik tani-

sinda etkin ve duyarli bir sekilde kullanilabilecektir.

!



Tiftik endiistrisinde yiiksek ilirem2 hizinin biiyiik dnemi vardir.
Geng hayvanlarain Ankara keg:.isiA siirilerindeki oraninin yiiksek olugu tif-
tik kalitgsi bakimindan énemlidir. Bu da fertilitenin yiksek olmasina
ve dolayisiyla her yil elde edilen yavru veriminin yliksek olmasina bag-
11;1.11'.

Simdiye kadar memleketimizde délerme konuévnda davranigsal kiz-~
ginlik igaretleri diganda, hormonal parametreleri de igine alan herhan-
gi bir galigma yapilmamigtir. Bu ¢aligmada, kizginlik, kizganlik siklu-
su ve gebelikte, Ankara kegilerinde, bu alanda bir galigma yapilmasi a-
magclanmgtar. ”

Kanda RIA ile progesteron tayini, kegilerde ovaryum aktivitesi-

ni gbsteren iyi bir parametredir.

Ustrus sirasinda ortalama 0.45 ng/ml progesteron elde edildi.
Bunu ..izleyen luteal evrede progestercn diizeyi yavag yavag 3.45 ng/ml'e
¢ikti. -3. gime kadar yiliksek diizeyde kalmaya devam etti. Bundan sonra
hizla 0.4 ng/ml'e digtil.

Gebel ik tayini, dodumla dodrulandi. 1.5 ng/ml progesteron wve daha

yukaris: (21. giinde) gebelik tayininde elde edildi.

RIA ile progesteron tayinlerinin keg¢i serumunda gegerliliginin
kontrolunda deney &zgiill ti§ii, duyarlilida, dodruludu ve presisyonu gibi

gegitli sistemler denendi ve deney sistemi gegerli kalaindi.



s U M M A4 R Y

A high reproductive rate is of great importance in the mohair
(Angora) industry. From the economical standpoint of mchair production
and quality it is important and advantagenous to have a high proportion
of young animals in the flock. This possibility depends largely an a high
degree of fertility and large numbers of young animals to replace the
older ones, anually.

So far no studies concerning reproductive efficdency of the Angora
goat, out of observing the sexual behaviours in the presence of teaser
bucks in the breeding season, have been done in Turkey. this study was
undertaken to provide information an this area, that is diagnosis of
cyclicity, confirmation of oestrus so that mating timing, and confirmation
of return or non~return (pregnancy diagnosis) by using progesterone
assay in peripheral blood, as well as observing the sexual behaviours
of the goats.

Progesterone in blood plasma by radioimmmoassay (RIA) is a
reliable and convenient medns of manitoring ovarian activity and
reproductive cycle' in doe. |

The mean progesterone value of 0.45 ng/ml was obtained during
ocestrus. DPuring the subse'guent luteal phase the progesterone concentration
increased progressively to 3.45 ng/ml, and remained at a high level until
day -3 of the typical oestrus cycle. Thereafter the progestercne value
fell down rapidly to 0.4 ng on day ocestrus.

Pregnancy diagnosis based on the levels of progesterone in serum
confirmed by kidding.1.5 ng/ml or more progesterone was used as an indi-
cation of pregnancy (within 21 day). The accuracy of pregnancy by pro-

gesteraone assay was 100 %.
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In order to validate progesterone assay for reliability by RIA
in goat serum, sensitivity, specificity, accuracy and precision of the

assay were studied. and the assay system was controlled.
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