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Ostriis Siklusunun Farkli Donemlerindeki Disi Kopeklerde
Kan Progesteron ve 173-Ostradiol Seviyelerinin RIA ve ECLIA
Yontemleriyle Karsilagtiriimasi

Bu c¢alismada, seksuel siklusun degisik donemlerindeki kopeklerin serum Orneklerinde
radioimmunoassay (RIA) yontemiyle olgllen progesteron (P4) ve 17B-6stradiol (E,) duzeylerinin
elektrokemiluminesans immunoassay (ECLIA) yontemiyle karsilastirimasi ve ECLIA ydnteminin
kopeklerde P, ve E, dlzeylerinin belirlenmesindeki dogrulugunun tespit edilmesi amagclandi.
Calismada cesitli irklardan, 10-30 kg canli agirhginda, 25 adet disi képek kullanildi. Seksuel
sikluslarin tespiti igin vaginal sitoloji kullanildi. RIA ve ECLIA ydntemlerine gére elde edilen serum
P, ve E, duzeyleri arasindaki korelasyon karsilastirildi.

Kopeklerin %60’inin andstriste (n=15), %16’sinin prodstriiste (n=4), %16’sinin 6striste (n=4) ve
%8'inin (n=2) didstriste olduklari belirlendi. Sunulan ¢alismada her bir hayvana ait serum 6rneginin
RIA ve ECLIA yontemileri ile belirlenen serum P, (ng/mL, P<0.001; r=0.998) ve E; (pg/mL, P<0.001;
r=0.998) degerlerinin birbirine benzer oldugu ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, képeklerde P, ve E, dlgimlerinde ECLIA'nin da RIA gibi dogru sonug¢ veren bir
metod oldugu ve test siresinin kisa olmasi nedeniyle daha etkili bir sekilde kullanilabilecegi
kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Progesteron, 173-6stradiol, RIA, ECLIA, disi kbpek.

Comparison of Blood Progesterone and 17B-Estradiol Concentrations in Bitches
at Different Stages of Oestrous Cycle by RIA and ECLIA Methods

In the present study, it was aimed to compare the serum progesterone (P4) and 178-estradiol (E;)
levels detected by radioimmunoassay (RIA) and electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)
and to investigate the accuracy of ECLIA method to measure serum P4 and E; levels in 25 bitches.
This study was carried out on 25 bitches of differentbreeds weighing 10-30 kg, at various phases of
sexual cycle. The vaginal cytology was used to determine the phases of oestrus cycles. The
correlation between the levels of P, and E; detected by RIA and ECLIA was analyzed statistically.

The percentage of animals in anoestrus (n=15), prooestrus (n=4), estrous (n=4) or dioestrus (n=2)
were 60%, 16%, 16% and 8%, respectively. In the present study, it was observed that the serum P,
(P<0.001; r=0.998) and E, (P<0.001; r=0.998) levels detected by RIA and ECLIA were similar and
statistically significant.

In conclusion, it is suggested that ECLIA is as reliable method as RIA method for measuring P4 and
E, in bitches, and ECLIA method is more practical than RIA due to its shorter testing time.

Key Words: Progesterone, 17B-estradiol, RIA, ECLIA, bitch.

Girig

Kopeklerde progesteron (P4) ve 6strojen (E2) gibi steroid hormon diizeylerinin tespiti
seksiel siklusun dénemi hakkinda glivenilir bilgi vermektedir. Bu hormonlarin tespitinde,
siklikla radioimmunoassay (RIA) metodu kullaniimakla (1) birlikte ginimizde
elektrokemiluminesans immunoassay (ECLIA) yontemi de kullaniimaya baslanmistir (2).

isaretlenmis antijen veya antikorlarin tespit edilmesi prensibine dayali olan RIA,
yarismali baglanmayi sergilemektedir. Serum 6érnegi icerisinde bulunan isaretlenmis ve
isaretlenmemis her iki antijen, spesifik antikor tzerindeki baglanma bdlgelerini es
zamanli olarak tamamlamaya c¢alismaktadir (1). Luminesans metotlarindan
elektrokemiluminesans (ECL) bazi sollsyon tirleri veya elektrot ylizeyine baglanan
turleri ile bir elektrot arasindaki elektron transferinin bir sonucu olarak direkt ya da
indirekt olarak uUretilen kemiluminesans olarak ifade edilebilmektedir (2).

‘Bu calisma Burhan YUCEL'in ayni baglikli yiiksek lisans tezinden ézetlenmistir.
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Kugik hayvan reprodiksiyonu ile ilgilenen veteriner
hekimler, siklikla etkili uygun cifttesme ve suni
tohumlama zamaninin belirlenmesi, dogum zamaninin
tespit edilmesi ve hipoluteodizm gibi patolojik durumlarin
belirlenebilmesi igin serum P4 ve E, Olgimune ihtiyac
duymaktadirlar (3, 4). RIA teknigi, pek ¢ok klinisyen ve
akademisyen tarafindan hormon 6élgiimlerinde sik olarak
kullanilmaktadir.  Gunimizde bu teknigin tehlikeli
radyoaktif materyal ile c¢alisiyor olmasi, uygulama
zamaninin uzun sldrmesi ve pahali bir yontem olmasi
farkli yontemlerin kullaniimasina ydéneltmektedir (5, 6).
Kemiluminesans yodntemi ile bazi calismalar yapilmis
olup (6, 7), ECLIA ve RIA ybdntemleri ile Ostrojen ve
progesteronun karsilastirildigi bir galisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle sunulan c¢alismada,
seksiel siklusun farkli donemlerindeki kopeklerin serum
orneklerinde RIA ydéntemiyle olgilen P4 ve E, dizeyleri
ECLIA yontemiyle karsilastirilarak, ECLIA ydnteminin
kopeklerde Ps ve E, dlzeylerini dogru tespit edip
etmedigi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismanin materyalini, Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvan Hastanesine ovariohisterektomi
amaciyla getirilen cesitli irklardan, saglkli ve en az
birbuguk yasini dolduran 25 adet disi kdpek olusturdu.
Calismada hayvanlarin kullanilabilmesi igin  Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun 17.02.2010 tarih ve 44 sayil karari ile onay
alind1.

Calismadaki kopeklerin Ostriis siklusunun evresini
belirlemek igin vaginal smear yapildi. Vaginal sitoloji igin
ornek alinmasini takiben 10 mL’lik steril vakumlu tiiplere
kan ornekleri alindi. Kan drnekleri 3000 rpm’de 10 dakika
santriflij edildi ve serum P4 ve E, analizleri yapilincaya
kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Her bir hayvana ait serum P4 ve E; duzeyleri RIA ve
ECLIA yoOntemleriyle belirlendi. RIA protokoliinde P4
analizleri i¢in immunojen olarak progesteron-11a-BSA
kullanilan liyofilize tavsan antiserumu (P 5289, Sigma),
E, analizleri igin immunojen olarak 17(3-0stradiol-6-BSA
kullanilan liyofilize tavsan antiserumu (E 2885, Sigma)
segilerek islemler yaklasik 2.5 saat igerisinde
gerceklestirildi.

Kopek serumunda Ps ve E: dizeylerinin ECLIA
yontemiyle in vitro kantitaf tayini icin Cobas 601 (Roche,
Almanya) immunolojik test analizérii kullanildi. Toplam
18 dakika suren P4 analizleri igin Anti-progesteron-Ab-
biyotin (Biyotinli monoklonal anti-progesteron antikor
(fare); 0.15 mg/L, fosfat tamponu 25 mmol/L, pH 7.0;
koruyucu madde) ve Progesteron-peptid-(Ru(bpy)32+)
(Rutenyum kompleksi ile igaretli bir sentetik peptide
baglanmis progesteron (bitki kaynakli), 10 ng/mL; fosfat
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tamponu) kullanilirken, E, analizleri igin anti-dstradiol-Ab-
biyotin (Biyotinli poliklonal anti-6stradiol antikor (tavsan);
45 ng/mL, mesterelon 130 ng/mL MES buffer 50
mmol/mL, pH 6.0; koruyucu madde) ve Ostradiol-peptid-
(Ru(bpy)s>") (Rutenyum kompleksi ile isaretli bir sentetik
peptide baglanmig Ostradiol, 2.75 ng/mL, MES buffer 50
mmol/L, pH 6.0; koruyucu madde) kullanildi.

P4 analizinde kullanilan testteki 6lgim araligi 0.095-
191 nmol/L (alt élgim siniri; 0.030 ng/mL, ana egrinin
maksimum degeri; 60.00 ng/mL) ve fonksiyonel
duyarhhi@i ise 0.48 nmol/mL (0.15 ng/mL) degerlerinde
degisti. E> analizinde kullanilan testeki 6lgim aralidi
18.4-15.781 pmol/L (alt 6lgim siniri; 5.00 pg/mL, ana
egrinin maksimum degeri; 4300 pg/mL) ve fonksiyonel
duyarliid@i ise 0.44 pmol/L (12 pg/mL) degerlerinde
degisti.

Her bir hayvandan elde edilen serumlarin RIA ve
ECLIA yontemlerine gore P4 ve E, analizleri sonucunda
elde edilen veriler SPSS 16.0 programinda regresyon
analiziyle karsilastirildi.

Bulgular

Calismada  degerlendirilien  kdpeklerin  (n=25)
%60’inin andstriste (n=15), %16’sinin prodstriste (n=4),
%16’sinin 6striste (n=4) ve %8’inin (n=2) didstriste
olduklari belirlendi.

Andgstris, prodstris, 6stris ve didstriis donemlerinde
bulunan koépeklerin RIA ve ECLIA ydntemlerine gore
ortalama P4 ve E; degerleri Tablo 1'de verilmektedir.

Sunulan calismada her bir hayvana ait serum
orneginin RIA ve ECLIA yoOntemleri ile belirlenen P4
(ng/mL) degerlerinin  birbirine  benzer oldugu ve
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (P<0.001;
r=0.998) (Sekil 1). Ayni zamanda her bir hayvana ait
serum ornegindeki E> (pg/mL) deg@erlerinin de birbirine
benzer oldugu ve istatistiksel olarak énemli oldugu
belirlendi (P<0.001; r=0.998) (Sekil 2).

Tablo 1. Seksuel siklusun farkli dénemlerinde RIA ve
ECLIA yontemleriyle elde edilen ortalama progesteron ve
17B-0Ostradiol degerleri (+ SEM).

Progesteron (ng/mL) 17B-6stradiol (pg/mL)

RIA ECLIA RIA ECLIA
Anbstris 3.04+0.43  2.89+0.40 6.26 +0.21  6.20x0.22
Prodstris  1.14 £0.11 1.20+0.09 19.34 £0.25 19.28x0.37
Ostriis 15.68+1.85 15.44+1.86 9.06 +0.69 9.11x0.68
Didstris 3.68+2.43  3.59+2.58 4.45+257 4.46+2.53
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Sekil 1. RIA ve ECLIA yontemleri ile ayni 6rnekte olgllen
progesteron (ng/mL) degerleri. a=RIA (P<0.001; r=0.998)
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Sekil 2. RIA ve ECLIA yontemleri ile ayni 6rnekte olgllen
17B-6stradiol (pg/mL) degerleri. a= RIA (P<0.001;
r=0.998)

Tartisma

Kopeklerde kan P4 velveya E, duzeylerinin tespiti,
seksuel siklus tespiti ile ovaryum kokenli timorler gibi
patolojik olgularin tespitinde kullanilan bir muayene
yontemidir. Kullanilan hormon analiz yonteminin kisa
stirede en dogru ve ekonomik sekilde sonug vermesi,
teshis icin oldukga 6nemli bir kriterdir (4-6).

Anostriste, E, konsantrasyonunun 8-15 pg/mL
arasinda degistidi (8), pik degerinin 17.2-97.7 pg/mL
oldugu (9), didstriis déneminde ise bazal seviyelerde
bulundugu belirtiimektedir (10-12). Sunulan calismada
vaginal sitoloji ile andstris ve didstris donemlerinde
oldugu belirlenen kopeklerin E, dulzeylerinin RIA ve
ECLIA yontemlerine goére sirasiyla 6.26 pg/mL ve 6.20
pg/mL ile 4.45 pg/mL ve 4.46 pg/mL oldudu belirlendi.
Calismada elde edilen degerler diger bildirimlerle (8-12)
uyumlu bulundu.
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Plazma E» konsantrasyonunun erken follikiler evrede
dereceli olarak arttigi (13), 6stristin dérdiinct gininde
ise prodstrusten daha dusik bir dizeyde (18 pg/mL)
seyrettigi ifade edilmektedir. Ortalama E>
konsantrasyonun LH piki sirasinda 44+9.2 pg/mL oldugu,
sonra hizh bir sekilde azalarak &striisiin sonunda
(8.7£1.1 pg/mL) bazal seviyeye ulastigi bildiriimektedir
(14). Sunulan galismada E, dizeylerinin RIA ve ECLIA
yontemlerine goére sirasiyla prodstris ddnemlerinde
19.34 pg/mL ve 19.28 pg/mL, 6strisde 9.06 pg/mL ve
9.11 pg/mL oldugu belirlendi. S6zi edilen dénemlerde
g6zlenen E; dizeylerinin diger calismalarla (13, 14)
uyumlu oldugu gézlendi.

Ortalama plazma P4 konsantrasyonun prodstrisin
son 12-48 saatinde bazal seviyede (<0,5 ng/mL) oldugu
bildirilirken,  prodstrisiin  sonunda veya Ostriistin
baslangicinda yukseldigi aktariimaktadir (8, 15-17).
Sunulan caligmada P4 diizeyleri prodstriis déneminde
RIA'de 1.14 ng/mL, ECLIA'de 1.20 ng/mL oldugu
belirlendi. Arastirmada vaginal sitoloji verilerine gore
prodstris doneminde oldugu belirlenen kdpeklerin kan P4
diizeylerinin 0.5 ng/mL’den  ylksek  c¢ikmasi,
arastirmacilarin (8, 15-17) da bildirdigi sekilde kdépeklerin
geg prodstris déneminde olmasindan kaynaklanabilir.

LH pikinden énce 0.5 ng/mL’yi asarak ylkselmeye
baslayan progesteron dizeyinin takip eden 15-25.
glnlerde artisina devam ettigi ve LH piki sonrasi 20-25.
glinlerde 47+3.1 ng/mL’ye ulastigi belirtimektedir (16,
18-20). Bu calismada Ostriste olan kopeklerde P4
dizeylerinin RIA ve ECLIA ile sirasiyla 15.68 ng/mL ve
15.44 ng/mL oldugu ve diger dénemlere gore en yiksek
P4 duzeylerinin tespit edildigi gdzlendi. Koépeklerde,
ostristin P4 hormonu etkisi altinda gerceklesiyor olmasi
(21) da calismada elde edilen bulgulari desteklemektedir.

Progesteron pikinin genellikle ovulasyondan sonraki
20-30 glinde elde edildigi ifade edilmektedir (22).
Sunulan calismada RIA ve ECLIA ybntemlerine gore
didstris doneminde oldugu belirlenen kopeklerin P4
dlzeylerinin sirasiyla 3.68 ng/mL ve 3.59 ng/mL oldugu
belirlendi. Bunun nedeninin ise vaginal sitoloji
degerlendirmelerine gore kopeklerin didstriste olduklari
belirlenmesine ragmen kan &érneklerinin alindidi zamanin
P, dizeyinin yikselmeye veya dismeye basladigi
zaman ile uyum gOstermesinden kaynaklandig
disindlmektedir.

Klinik uygulamalarda, P4 konsantrasyonu hakkinda
bilgi sahibi olmak, klinik ve endokrinolojik karsilastirma
sonrasi kesin bir teshise olanak saglayabilmektedir (23).
P4 tespiti igin kullanilan yari kantitatif metotlar kan
orneklerinin test edilmesine olanak vermelerine ragmen
yeterli oranda dogruluga ve glvenilirlilige sahip
degildirler (24, 25). RIA glnimizde hala O6nemini
koruyan bir kantitatif metottur. Pratikte RIA’ler radioaktifi
bosa harcama probleminin dnlenmesi ve otomasyonun
saglanabilmesi amaglariyla siklikla analizérler Uzerinde
non-radio izotopik immunoassaylar ile yer
degistirmektedirler (23).
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Sunulan c¢alismada her bir hayvana ait serum
orneginin RIA ve ECLIA ydntemleri ile belirlenen P4
(Sekil 1) ve Ez (Sekil 2) degerlerinin birbirine benzer ve
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (P<0.001;
r=0.998). Anckaert ve ark. (26) vyaptiklari
arastirmalarinda kan P4 degerlerini MiniVidas ve ECLIA
ile karsilastirmis ve her ikisi arasinda elde ettigi sonuglar
yoninden  korelasyon  goézlendigini  bildirmislerdir.
Chapwanya ve ark. (6) kemoluminisens assay (Immulit)
ve RIA yontemleriyle kdpeklerde kan P4 duzeylerini
karsilastirdiklar ¢alismalarinda immulit assay tekniginin
RIA ile benzer sonuclar verdigini belirtmektedirler. Bu
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kadar dogru ve givenilir bir yontem oldugu kanisina
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dusindlmektedir.
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