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Onsoz
Kopekler insanlarla siirekli olarak birlikte bulunabilen ve ciddi sevgi baglariyla
tutunduklar1 ve yasantilarinda ¢ok Onemli bir yere sahip olan dostlardir. Cesitli
mekanlarda barmabilen kopekler daha cok insanlarin hayatlarin1 kolaylastirmak
amaciyla faydalandiklari, bakip besledikleri, ev ve/veya igyeri gibi yerlerden
barmdirdiklart bir hayvan olmaktan daha ziyade toplum agisindan da kabul edilen dost

ve sadik olan hayvanlardir.

Bir¢ok dzellikte kullanim alanlarinin sikligi, kopeklere ihtiyaci ortaya ¢ikartirken
ekonomik bir degerlilik de kazandirmistir. Kdpeklerin monodstrik 6zellige sahip
olduklarindan dolay1 en uygun zamanda ciftlestirilmesi ve gebeligi sonrasinda saglikli
yavrularin elde edilmesi i¢in reprodiiktif olarak izlenmesi zorunludur. Bu amacla da
giivenilir sonuglar veren vaginal sitoloji, ovaryumlarin ultrasonografik muayeneleri
yani1 sira kan progesteron ve 17B-0Ostradiol Ol¢timlerinden de klinik ortamda

yararlanmayi saglamak gerekmektedir.

Bu ¢alismada, kan progesteron ve 17B-0stradiol dlgliimlerinde katkida bulunan
Yrd. Dog. Dr. Tabip Yarbay Orhan YUCEL’e, ovariohisterektomi operasyonlarinda,
kan orneklerinin toplanmasinda ve vaginal stolojik degerlendirmeler ile tezimin yazim
asamasinda katkilarin1 esirgemeyen Yrd. Dog¢. Dr. Oktay YILMAZ’a ve istatistiksel
degerlendirmeleri yapan Dog. Dr. Aziz BULBUL’e saygilarimi ve tesekkiirlerimi

sunarim.
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Vil

OZET

Kopeklerde Kan Progesteron ve 17B-Ostradiol Seviyelerinin RIA ve ECLIA
Yontemleriyle Arastirilmasi

Bu calismada seksiiel siklusun degisik donemlerindeki kopeklerin  serum
orneklerinde RIA yontemiyle Olciilen progesteron ve 17B-0stradiol diizeylerinin
ECLIA yontemiyle karsilastirilmasi ve ECLIA yonteminin kopeklerde progesteron ve
17B-6stradiol diizeylerinin belirlenmesindeki dogrulugunun tespit edilmesi amaglandi.
Cesitli rklardan, 10-30 kg canli agirliginda, 25 adet disi kdpek kullanildi. Seksiiel
sikluslarin tespiti i¢in vaginal sitoloji kullanildi. RIA ve ECLIA yontemlerine gore
elde edilen serum progesteron ve 17B-6stradiol diizeyleri arasindaki korelasyon
karisilastirildi.

Kopeklerin (n = 25) % 60’1mnin andstriiste (n = 15), % 16’sinin prodstriiste (n =
4), % 16’smin Ostriiste (n = 4) ve %’8’inin (n = 2) didstriiste olduklar1 belirlendi.
Sunulan ¢aligmada her bir hayvana ait serum 6rneginin RIA ve ECLIA yontemleri ile
belirlenen progesteron (ng/ml) degerlerinin birbirine benzer oldugu ve istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.001; r = 0.998). Bununla birlikte her bir hayvana
ait serum Ornegindeki 17B-0stradiol (pg/ml) degerlerinin de birbirine benzer oldugu ve

istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.001; r = 0.098)

Sonu¢ olarak, kopeklerde progesteron ve 17B-Ostradiol Ol¢timlerinde ECLIA
yonteminin de RIA ydntemi gibi dogru sonug¢ veren bir yontem oldugu, bununla
birlikte test siiresinin kisa olmasi nedeniyle daha etkili bir yontem oldugu kanisina

varildi.

Anahtar Sozciikler: Progesteronl7p-ostradiol, RIA, ECLIA, kdpek



SUMMARY
Investigation of Blood Progesterone and 17p-Estradiol Levels by RIA and
ECLIA Methods

In the present study, it was aimed to compare the serum progesterone and 17f-
estradiol levels detected by RIA and ECLIA and to investigate the accuracy of ECLIA
method to measure serum progesterone and 17p-estradiol levels in 25 bitches. Bitches
were weighing between 10-30 kg, at various phases of sexual cycle and from different
breeds. The vaginal cytological staining was used to determine the phases of oestrus
cycles. The correlation between the levels of progesterone and 17p-estradiol detected
by RIA ve ECLIA was analyzed statistically.

The percentage of animals (n:25) in anoestrus, prooestrus, estrous or dioestrus
was 60, 16, 16 and 8%, respectively. In the present study, it was observed that the
serum progesterone level detected by RIA and ECLIA was similiar and significant
statistically (p<0.001; r = 0.998). Moreover, the similarity between the level of 17p-
estradiol detected by RIA and ECLIA was siginificant stitistically (p<0.001; r =
0.098).

In conclusion, it is suggested that ECLIA method has a value for measuring
progesterone and 17p-estradiol in bitches as far as RIA method, however ECLIA is

more practical than RIA due to its short testing time.

Keywords: Progesterone,17p-estradiol, RIA, ECLIA, bitch



1. GIRIS

Kopeklerde seksiiel siklus donemlerinin anlasilabilmesi i¢in kdpegin davranig
Ozellikleri de dahil olmak iizere vaginal smear, vaginoskopi, kan hormon diizeyleri
tayini ve ovaryum ultrasonografisi gibi pek ¢ok farkli yontem kullanilabilmektedir. Bu
yontemler arasinda, siklikla progesteron ve dstrojen gibi steroid hormon diizeylerinin
tespit edilmesi hayvanlarin sekstiel sikluslart hakkinda giivenilir sonuglar vermektedir.
Ne var ki, hormon analiz islemlerinin, alt yap1 ve ilgili hormona ait 6l¢iim Kitlerininin
maliyetlerinin yiiksek olmasi, kiiglik hayvan pratiginde 6nemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, oncelikle kopeklerde seksiiel siklus donemlerine
gore degisen hormonal durumun ve Olglim tekniklerinin ortaya konulmasi

gerekmektedir.

1.1. Kopeklerde seksiiel siklus 6zellikleri ve ostriis siklusu

Kopekler monoostrik 6zellige sahip, mevsimsel olmayan siklik aktivite gosteren,
ovulasyonu spontan sekillenen hayvanlardir. Kiigiik irklarin ilk kizgmliklarinin 6-10.
aylarda goriliirken, biiyiik irklarda bu durumun 18-20. aylara kadar uzadig: ifade
edilmektedir (Alagam, 2005).

Kopekler, ciftlesme olsun veya olmasin her ciftlesme doneminde sadece bir
ostriis gdstermektedirler (Alacam, 2005). iki &striis siklusu arasinda gecen siire
ortalama 7 aydir (Concannon, 1993; Rijnberk, 1996; Alagam, 2005). Kopekler Ostriis
siklusunun ¢esitli  evrelerinde farkli davramis ve hormonal degisiklikler

sergilemektedirler.



1.1.1. Proostriis

Proostriis, genellikle vaginal kanamanin ilk goriildiigii zaman baslayan ve disinin
ciftlesmek icin erkege izin vermeye basladigi anda sonlanan bir siire¢ olarak kabul
edilmektedir. Feldman ve Nelson (1996), higbir klinik bulgunun, kanli bir vaginal
akintinin goriildiigii ilk giin kadar basit ve giivenilir olmadigini ileri siirmektedirler.
Endometriumdan diapedezis yoluyla gerceklesen bu kanli akintinin goriildigi ilk giin
proostriisiin baslangi¢ giinii olarak degerlendirilmektedir (Alagam, 2005). Progstriisiin
baslangicindan ilk ¢iftlesme anina kadar olan zaman uzunlugu genellikle 6-11 giin
kadar olup, ortalama 9 giin kabiil edilmektedir (Feldman ve Nelson, 1996; Yilmaz,
1999; Pineda, 1989; Alagam, 2005).

Proostriisteki  kopekler, ovaryum iizerinde gelisen follikiiller tarafindan
sentezlenip salinan Ostrojenin etkisi altinda bulunmaktadirlar (Concannon ve ark,
1975; Tsutsui, 1982; England ve Anderton, 1992; Feldman ve Nelson, 1996). Bu
nedenle proostriis, kopeklerde Ostrojenin  varliginda gegen bir evre olarak
degerlendirilmektedir (Feldman ve Nelson, 1996). Aymi arastiricilar, andstriis
sirasinda sirkiile eden Ostrojen konsantrasyonunun 8-15 pg/ml arasinda oldugunu,
proostriisiin klinik bulgularindan 6nce Ostrojen konsantrasyonunda 15 pg/ml’yi gecen
derecelerde bir artis goriildiigiinii, erken prodstriisiin genellikle 25 pg/ml’den fazla
seviyede Ostrojen konsantrasyonuyla birlikte seyrettigini ve ge¢ prodstriis doneminde
bu hormonun 60-70 pg/ml’ye varacak sekilde pik degere ulastigini ileri
stirmektedirler. Bunun yani sira kanda Ostrojen pikinin Ostriisten 24-48 saat Once
meydana geldigini (gozlenebilir kizginlik), 6strojen konsantrasyonundaki azalmanin
gozlenebilir kizgmligin baslangiciyla iliskili oldugunu ve 5-9 giin sonra ise Ostrojenin

hizla bazal seviyeye geri dondiigiinii ifade etmektedirler.



Progesteron hormonu prodstriisiin - son 12-48 saatinde bazal seviyede
bulunmaktadir (<0,5 ng/ml). Ostrojen hormon konsantrasyonunun azalmasini takiben
progesteron konsantrasyonunun kritik olan 0,5 ng/ml degerini asarak yiikselmesi,
prodstriisiin sonunu ve Ostriisiin baslangicini isaret etmektedir (Concannon ve ark,
1975; Tsutsui, 1982; England ve Anderton, 1992; Feldman ve Nelson, 1996). Plazma
progesteron konsantrasyonu tipik olarak gozlenebilir kizginligin baslangicindan 6nce
veya LH pikinden dnce 0,5 ng/ml’yi asarak yiikselmeye baslamakta ve takip eden 15-
25. giinlerde artisina devam etmektedir. Progesteron konsantrasyonu prodstriisiin
baslangicinda ¢ok diisiik olup (0,2 ng/ml) sonlarma dogru 0,6 ng/ml seviyesinde
bulunmaktadir. Ostriiste yavas bir artisla devam etmekte, ortalama pik degisiminin
25. giinde 22,9 + 2,7 ng/ml’den LH piki sonras1 20-25. giinde 47 + 3,1 ng/ml’ye
ulagsmaktadir (Tsutsui, 1982; Concannon ve Hansel, 1977; England ve ark, 1989;
Mestre ve ark, 1990).

1.1.2. Ostriis

Ostriis, disinin ciftlesmek i¢in erkege izin verdigi zamani kapsayan evre olarak kabul
edilmektedir. Disinin ¢iftlesmek icin izin verdigi giiniin (gozlenebilir kizginlik)
Ostriisiin baglangici olarak alindigi, erkegi kabul etmedigi zaman sona erdigi ve 2-20
giin (ortalama 9 giin) siirdiigii bildirilmektedir (Feldman ve Nelson, 1996; Alagam,
2005).

Ostrojen konsantrasyonu ostriisiin baslangicindan &nceki 1-2. giinlerde pik
seviyeye ulagmaktadir. Ostrojen konsantrasyonundaki azalma, ovulasyondan &nceki
birka¢ giinde follikiillerin son olgunlasmasinin bir yansimasi olarak izlenmektedir.

Feldman ve Nelson (1996), azalan Gstrojen seviyesiyle birlikte, ovaryan follikiiler



hiicrelerin  luteinize olmaya basladigin1  ve progesteron salgiladigini ifade
etmektedirler. Aynmi arastiricilar, progesteronun LH artisindan Onceki bazal
konsantrasyonun {izerine c¢iktigini, diger bir deyisle, progesteron sentezleyen ve
salgilayan luteinize hiicrelerin korpus luteumun gelisiminden once fonksiyonel
olduklarin1 belirtmektedirler. Bu hiicrelerin gozlenebilir kizginlikla birlesen
progesteron konsantrasyonunda artisa neden oldugunu, yiikselen progesteron
diizeyinin Ostriis davranmisinin siiresine ve siddetine etkisi bulundugunu, pek c¢ok
kopekte azalan Ostradiol konsantrasyonu ile artan progesteron konsantrasyonunun

maksimum &striis davraniglari igin gerekliligini ifade etmektedirler.

1.1.3. Diostriis

Ovulasyonun 6striis i¢inde olmasi ve korpus luteumun da 6striis iginde sekillenmeye
baslamasi, yani metostriisiin Ostriis i¢inde baslayip bitmesi sebebiyle, Ostriis sonrasi
anostriise kadar gegen bu donem didstriis olarak adlandirilmaktadir (Alagam, 2005).
Diostriis, gozlenebilir kizgmhigin bitmesiyle baslamakta ve bu evrenin basindan
sonuna kadar korpus luteum tarafindan progesteron salinmaktadir (Feldman ve
Nelson, 1996). Alagam (2005), 6striisiin bitiminden andstriise kadar olan bu dénemin

ortalama olarak 65 (55-90) giin siirdiiglinii belirtmektedir.

Progesteron konsantrasyonu, ovulasyondan onceki 72-96. saatte plazmada bazal
konsantrasyonun (>0.5 ng/ml) iizerine yiikselmektedir. Bu durum follikiilerdeki
luteinize  hiicrelerden  kaynaklanan progesteronun, gozlenebilir  kizginligin
baslangicindan itibaren yiikselerek artmasiyla sekillenmektedir. Ovulasyondan sonra,
korpus luteumun gelisimi follikiiler kavite icerisinde meydana gelmekte ve yiikselen
plazma progesteron konsantrasyonunun kaynagimi teskil etmektedir. Progesteron
konsantrasyonundaki pikin, korpus luteumdan kaynaklandigt ve genellikle

ovulasyondan sonraki 20-30 giinde elde edildigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda bu



maksimum sekresyon degerinin yaklasik olarak didstriisun baslangicindan sonraki 2-3
haftada meydana geldigi ifade edilmektedir (Johnston, 1980).

Concannon ve ark (1977a), progesteron konsantrasyonunun bazal
konsantrasyonun iizerine ¢ikarak genellikle 15-60 ng/ml aralifina ulastigini ileri
stirmektedirler. Bununla birlikte ayni arastiricilar istatistiksel olarak, gebe kopeklerin
diostriisun baslangicindan sonra birkag haftada gebe olmayan kopeklere gore fazla bir

progesteron konsantrasyonuna sahip oldugunu bildirmektedirler.

1.1.4. Anostriis

Anostriis, diostriisu izleyen bir evredir. Andostriis doneminin gebe hayvanlarda
yavrulamayla basladigi, prodstriis ile son buldugu, gebe olmayan kdpeklerde ise
diostriisun bitimiyle basladigi ve kolaylikla fark edilemedigi belirtilmektedir (6).
Siklusun anéstriis evresinde hipofizin ve ovaryumlarin hormonal agidan aktif olduklari

bildirilmektedir (Feldman ve Nelson, 1996).

Olson ve ark (1982), kisa 6miirlii ve klinik olarak izlenemeyen follikiillerin
gelisimi ile Ostrojen hormon konsantrasyonunun andstriisiin basindan sonuna kadar
onemli derecede dalgalanma gdsterdigini ileri siirmektedirler. Ayn1 zamanda Gstrojen
konsantrasyonunda sadece proostriisun baslangicindan 6nce bir azalma oldugunu
bildirmektedirler. Feldman ve Nelson (1996), progesteronun anostriis sirasinda diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunu, hipofizer FSH’nin tekrarlanan salinimlarinin,
anostriis boyunca follikiil gelisimindeki kiigiik dalgalanmalar1 stimiile ettigini ifade
etmektedirler. Ayni arastiricilar bu follikiillerin Ostrojen sentezi ve sekresyonu ile

sirkiile eden Ostrojen konsantrasyonunda hafif artisa neden olduklarini ve bu olay1 da



follikiillerin, kisa siireli fonksiyonel bir periyottan sonra tamamen olgunlasamayarak

regrese olmalariyla agiklamaktadirlar.

1.2.  Vaginal Sitoloji

Kopeklerde uygulanan vaginal sitoloji, Ostriis siklusunun, endokrin yapinin ve
reprodiiktif patolojik olusumlarin degerlendirilmesinde gegerli bir yontem olarak
kullanilmaktadir (Papanicolau, 1942; Vannuchi ve ark, 1997; Nascimento ve Lopez,
1999; Eriinal-Maral ve ark, 2000).

Vaginal hiicreler, vaginal mukoza yiizeyinden spatiil, pamuklu bir svap
yardimiyla ya da plastik bir katater kullanilarak vaginal kaviteden aspirasyon yoluyla
elde edilmektedir. Ornek alimirken yanlis sonuglar olusmamasi bakimindan svabin
vestibulum vagina ile temas etmemesine 6zen gosterilmesi ve bu islemin spekulum
yardimiyla gergeklestirilmesi gerektigi bildirilmektedir (Concannon ve Digregorio,
1986). Svap yardimiyla alinan Ornegin lam {izerinde yumusak yuvarlama
hareketleriyle ilerletilerek preparatin hazirlanacagi belirtilmektedir (England ve
Concannon 2002).

Hazirlanan preparatlar ¢esitli yontemlerle boyanabilmektedir. Papanicolaou
boyama ile Romanowsky tip boyalar (Wright, Giemsa, Diff-quik) en fazla kullanilan
yontemlerdir. Bunun yam sira kolay hazirlanabilen ve ucuz olan Romanowsky tip
boyalarin, hiicrelerin sitoplazmalarint ve c¢ekirdeklerini 1y1 boyayabildigi ancak
cekirdek detaylariin Papanicolaou yonteminde daha iyi izlenebildigi bildirilmektedir

(Cowel ve Tyler, 1989). Papanicolaou boyama yonteminde asidofilik indeks nedeniyle



keratinize siiperfisiyel hiicrelerin kirmizi, diger hiicrelerin ise mavi gozlenecegi
yapilan ¢alismalarda (Aslan ve ark, 1995; Eriinal-Maral 2000) aktarilmaktadir.
Romanowsky tip boyalardan olan Giemsa boyama ile Papanicolaou ydnteminin
karsilastirildigr bir ¢alismada (Birdane, 2001), Papanicolaou yoOnteminin epitel
hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdek ayiriminda iyi sonuglar verdigi, Giemsa boyama
yonteminde ise diferensiyel hiicre sayiminda daha iyi sonuglar elde edildigi ifade

edilmektedir.

1.2.1. Ostriis siklusu evrelerinin vaginal sitolojik degerlendirilmesi

Erken proostriisteki kopeklerden yapilan vaginal smear ile andstriisteki kdpeklerden
yapilan smear benzerlik gostermektedir. Tek biiyiik fark, prodstriis evresinde hizl
gelisen ve endometriumda sekillenen kanamanin sebep oldugu vulvar kanamadir. Bu
nedenle vaginal smear degisen sayida eritrosit ve ayrica ¢ok miktarda parabazal ile
intermediyer hiicreler icermektedir. Notrofiller genellikle ¢ok olmamasima ragmen
yaygindir. Bununla birlikte az ya da c¢ok bakteri bulunabilmektedir. Bu dénemde
yapilan smearlarin zemini, az miktarlarda boya alan viskdz, servikal ve vaginal
sekresyonlarin bulunmasi nedeniyle kirli yapida bir goriiniime sahiptir (Feldman ve
Nelson, 1996). Orta prodstriis evresinde yapilan vaginal sitolojide, devam eden
ostrojen etkisine ilk kanit notrofillerin goriilmemesidir. Ayrica bu donemden itibaren
notrofiller didstriisa kadar goriilmemektedirler. Bunun yani sira parabazal ve kiigiik
intermediyer hiicrelerin sayis1 azalir ve Oncelikle siiperfisiyel-intermediyer hiicreler
(en az % 40-60) ile biiyiikk intermediyer hiicreler, parabazal ve kii¢iik intermediyer
hiicrelerin yerini alirlar. Eritrositler goriilmeyebilir ve smearin zemini temiz ya da ¢ok
az kirli olmaktadir (Feldman ve Nelson, 1996). Ge¢ proostriiste vaginal smearda
notrofil izlenmez, kan hiicrelerinin varlifi degiskendir ve zemin temiz durumdadir.

Vaginal hiicrelerin % 80’inden fazlasi piknotik niikleuslu veya aniikleer siiperfisiyel



hiicrelerdir. Niikleer ya da aniikleer siiperfisiyel hiicrelerin miktart % 60’ altina
diismemektedir. Vaginal smearda proostriisun siiresindeki degisiklikler ge¢ prodstriis
icin tipiktir ve gozlenebilir kizginliktan 6nceki 1-8. gilinlerde izlenebilmektedir (Post,
1985; Feldman ve Nelson, 1996).

Ostriis donemdeki vaginal sitolojide, fertilizasyon zaman1 ve ovulasyon veya LH
piki giinlinii bildiren degisiklikler izlenememektedir. Bununla birlikte eksfoliatif
vaginal sitoloji, Onceden yiikselen Ostrojen konsantrasyonunun etkilerini
gostermektedir (Feldman ve Nelson, 1996). Siiperfisiyel hiicreler ve aniikleer skuamoz
hiicreler total vaginal hiicrelerin % 80’ini, hatta % 100’inii olusturmaktadirlar
(Lindsay ve Concannon, 1986). Bu evrenin basindan sonuna kadar notrofil
gozlenememektedir. Eritrositlerin varligi ise degisken olmakla birlikte smear

zemininin temiz oldugu gozlenebilir (Feldman ve Nelson, 1996).

Proostriis boyunca intermediyer ve parabazal hiicreler azalirken buna es zamanl
olarak siiperfisiyel vaginal epitel hiicreler de artmaktadir. Gozlenebilir kizginligin
baslangicinda ve LH saliniminin ytikseldigi giin, vaginal epitel hiicrelerin neredeyse

tamamin1 aniikleer siiperfisiyel hiicreler olusturmaktadir. (Feldman ve Nelson, 1996).

Ostriisiin sonunda elde edilen smearlar ile erken ostriista elde edilen smearlar
benzerlik gdstermektedir. Ostriisun son buldugu 24-48 saatlik periyot icerisinde
stiperfisiyel hiicrelerin % 20 oranina diismesi, vaginal sitolojik degerlendirmede ani

donem degisikligini ifade etmektedir (Holst ve Phemister, 1974).

Diostriise girmis bir kdpekten elde edilen vaginal smear ile Ostriis sonlarindaki
bir kopekten alinan 6rnek kesin olarak birbirinden ayirt edilebilmektedir. Erken Ostriis

sirasinda elde edilen vaginal sitoloji ile gozlenebilir kizginligin son giinlerinde elde



edilen bulgular arasinda bir farklilik bulunmamaktadir. Bu smearlar, % 80’den fazla
stiperfisiyel hiicreler igerirken nétrofil icermezler ve ayn1 zamanda zemin de temizdir.
Ostriis sonundaki 24-48 saatlik periyotta siiperfisiyel hiicreler yaklasik olarak % 20
seviyesine diiser ve hakim hiicre ise genellikle intermediyer hiicrelerdir (Feldman ve
Nelson, 1996). LH pikinden sonraki 8-9. giinlerde siiperfisiyel hiicrelerde azalma
goriilirken parabazal ve intermediyer hiicrelerin oranmin arttigi bildirilmektedir
(England ve Concannon, 2002). Noétrofiller bazen tekrar goriilebilir ve zemin kirlidir.
Bununla birlikte wvaginal epitel hiicrelerdeki mikroskopik goriiniim genellikle

diostriisun bagladigin1 géstermektedir (Feldman ve Nelson, 1996).

Metostrum ve kopiik hiicrelerinin sadece diostriiste goriilebilecegi diisliniilmekte
ve siklusun i¢inde bulundugu evrenin ne oldugu arastirilirken herhangi bir siipheye
diistildiiglinde her 2 ya da 3 gilinde bir smear yapilmasimin gerekliligi bildirilmektedir

(Holst ve Phemister, 1974; Feldman ve Nelson, 1996).

Diostriisun ilk birka¢ giliniinii izleyerek elde edilen vaginal smearlar andstriis ile
benzerlik gostermektedirler. Notrofiller az sayida goriilebilmekle beraber eritrositler
ya yoktur ya da ¢ok az miktardadir. Hakim hiicre tipini kiiciik intermediyer hiicrelerin

ve parabazal hiicrelerin olusturdugu ifade edilmektedir (Feldman ve Nelson, 1996).

Andstriis donemindeki vaginal sitoloji bulgular1 nispeten tipiktir. Bu donemde
parabazal ve kiigiik intermediyer hiicreler gozlenir. Notrofillerin varligi degisken
olmakla birlikte bulunabilir veya bulunmayabilir.  Eritrositler  genellikle
izlenememektedirler. Bakteri ise goriilmeyebilir, ancak gozlendigi zamanda da normal
floray1 temsil ettigi diislinilmelidir. Bunun yan1 sira zeminin boyamadan sonra temiz
oldugu ya da bir miktar kirli olabilecegi de bildirilmektedir (Feldman ve Nelson,
1996).
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1.3. Hormonlar

Hormonlar, endokrin bezlerden salgilanan kan ve lenf ile organizmanin baska
bolgelerine, etkileyecekleri hedef doku veya organlara taginan ve burada bazi
degisikliklere sebep olan bir tiir kimyasal habercilerdir. Hedef dokulardaki 6zel
reseptorleri ile birlesen hormonlar bu yapinin fonksiyonlarimi uyarirlar veya
durdururlar ya da degistirirler (Alagam, 2005). Reprodiiktif endokrinoloji; hormonlar
ve reseptorlerin biyokimyasi, fizyolojisi, farmakolojisi ve molekiiler biyolojisi ile
iligkilidir. Endokrin bezler tarafindan sentezlenen ve salgilanan hormonlar kan
dolagimi 1ile tasinarak, hedef organlardaki gorevsel aktivitelerini uyarmak, inhibe
etmek ya da stimiile etmek seklinde gosterirler. Hedef organlarin hiicrelerinde hormon

tiirtine kars1 6zel reseptor bolgeler bulunmaktadir (Alagam, 2005).

Reprodiiktif hormonlar hipotalamus, hipofizin 6n ve arka loblari, ovaryum ve
testis ile uterus ve plasenta olacak sekilde baslica dort 6nemli sistemden koken alirlar.
Reprodiiktif hormonlar etkilerine gore primer ve dolayli olarak reprodiiksiyona etkili
olan sekunder (metabolik) hormonlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Primer reprodiiktif
hormonlar; spermatogenezis, ovulasyon, seksiiel davraniglar, fertilizasyon,
implantasyon, gebeligin devami, dogum, laktasyon ve maternal davranislar {izerinde
onemli rol oynarlar. Sekunder reprodiiktif hormonlar ise bunlarin etkilerine yardimci
olurlar (Alagam, 2005). Hormonlar olustuklart yer, yapt ve islevine gore
siiflandirilabilmektedirler (Y1lmaz, 1999).

1.3.1. Peptid ve polipeptid yapisinda olanlar

Hipotalamusta olusan hormonlar bu grupta yer almakla birlikte prolaktin salinimim

kisitlayan hormon bunlarin disinda olup dopamin yapisindadir. Ayrica hipotalamusta
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olusan ve neurohipofizde depo edilen oksitosin ve antidiiiretik hormon (vazopressin)
peptit, paratrioitlerden salinan parathormon, tiroitler ve baska yerlerden salinan
kalsitonin, pankreastan salinan insiilin ve glukagon; mide, duodenum ve pankreastan
salinan gastrin; duodenum ve jejenumdan salinan sekretin polipeptit yapisindadir
(Yilmaz, 1999). Hipotalaumus, hipofizin anterior lobundan gonadotropinlerin
salgilanmasini kontrol eder. Reprodiiksiyonu diizenleyen, hipotalamustan salgilanan
hormonlar; GnRH, FSH, LH; adrenokortikotrop hormon (ACTH) ve prolaktin inhibe
edici faktordiir. Ayrica hipotalamus oksitosin ve vasopresin kaynagidir. Hipofiz
hormonlarinin kana salinimi sikliktir. FSH ve LH siirekli kiigiik dozlar seklinde kana
salinmaktadir. Adenohipofiz FSH, LH ve prolaktin olmak {izere 3 6énemli gonadotrpik
hormon salgilar. Neurohipofiz hormonlar1 olarak bilinen oksitosin ve vasopresin
(antiditiretik hormon ADH) hipotalumusta sentezlenir ve neurohipofizde depo edilir.
Oksitosin ayrica korpus luteum tarafindan da iiretilir. Bundan dolay1r ovaryum ve

hipotalumus olarak iki orjinlidir.

1.3.2. Protein yapisinda olanlar

Adenohipofizden salinan biiylime hormonu, adrenokortikotrop hormon (ACTH),
prolaktin (PRL), bobreklerden salinan renin, anjiotensin ve ovaryumlardan salinan

relaksindir (Y1lmaz, 1999).

1.3.3. Aminoasit tiirevi hormonlar (amin hormonlar)

Adrenal medulladan ve diger yerlerden salinan epinefrin (adrenalin), norepinefrin

(noradrenalin), dopamin, mide ve bagirsaktan salinan seratonin, epifizden salinan
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melatonin ve ayrica tiroitten olusan tiroksin (T4) ile triiodotironin (T3) de aminoasit

tirevi hormonlardir.

1.3.4. Glikoprotein yapisinda olanlar

On hipofizden salinan tirotropin (TSH), follikiil uyarici hormon (FSH), liiteinlestirici
hormon (LH), bobreklerde olusan eritropoetin, trofoblast hiicrelerinden salinan korion
gonadtrop hormonlart (gebe kisrak serum gonadotropini ve insan korionik

gonadotropin hormonu) glikoprotein yapisindadir (Yilmaz, 1999).

1.3.5. Steroid yapida olanlar

Steroid hormonlar, ndranal sistemler ve immun sitem ile birlikte endokrin sistemin bir
pargasi olarak viicut fonksiyonlarinin kontroliinde énemlidirler. Steroidleri ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile aktiftirler ve homeostasis gibi genis bir biyolojik etkiye
sahiptirler (Nozaki 2001). Bobrek istii korteksinden salinan aldosteron,
deoksikortikosteron, kortikosteron, hidrokortizon, kortizon ve Kortizol; ovaryumlar,
plasenta ve bobrekiistii bezi korteksinden salinan Ostrojenler (6stradiol, Ostron,
Ostriol), progesteron; testislerden ve bdbrekiistii korteksinden salinan androjenler
(androstenedion) steroid yapisindaki hormonlardir (Yilmaz, 1999). Sekresyon
ozellikleri cinsiyet kromozomlarina baglidir. Embriyonik gonadtan ovaryum gelisirse
primer cinsiyet steroidi Ostrogen ve progesteron, testis gelisirse androjenler

salinmaktadir (Y1ilmaz, 1999).
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Steroid hormonlar, peptid ve glikoprotein hormonlardan farkl olarak, kiigiik ve
basit molekiiller olup viicut sivilarinda diisiik oranda erime 6zelliklerine ragmen lipid
hiicre zarlarindan kolayca gegebilirler. Cogu steroid kanda, tasiyict proteinine baglh

olarak dolasmaktadir (Y1lmaz, 1999).

1.3.5.1. Steroid hormon tipleri ve fonksiyonlari

Glikokortikoidler adreno-korteksten salinirlar ve en 6nemli glikokortikoid kortizoldiir.
Glikokortikoidleri stres, sok ve yangidan korunma gibi fonksiyonlarda 6nemli rol
oynarlar (Nozaki, 2001). Sentetik glikokortikoidler dogal glukokortikoidlere benzeyen
antiinflamatuar, antisok ve anti stres fonksiyonlar1 gibi fonkisyonlara sahiptirler ve
betamethazon en sik bilinen sentetik  glikokortikoidtir  (Nozaki, 2001).
Mineralokortikoidleri kan basincinin devami ve su ve elektrolit (sodyum ve potasyum)
homeostazisinde rol oynarlar. Adrenokorteksten salinan mineralokortikoidlerin en sik

bilineni ise kortikosterondur (Nozaki, 2001).

Cinsiyet hormonlar1 da steroid yapisinda olan hormonlardir. Androjenler testis
ve adrenokortekten salinir ve major androjen testosterondur. Androjenler kas hacminin
artmasindan ve ayrica prostat kanser hiicrelerinin biiyiimesinden sorumludurlar
(Nozaki, 2001). Ostrojenler ovaryumlardan salmirlar ve siklikla 6stradiol ©ne
cikmaktadir. Ostrojenler seksiiel siklusun diizenlenmesinde ve meme ile kemik
dokunun gelismesinde rol oynamaktadirlar. Diger taraftan Ostrojenler meme kanser
hiicrelerinin biiyiimesine neden olmaktadirlar (Nozaki, 2001). Ostrojen, follikiiliin teka
interna hiicrelerinden ayrica disilerde plasenta, erkeklerde sertoli hiicreleri tarafindan
sentezlenir. Ovaryumdan salinan aktif primer Ostrojen, Ostradioldiir. Diger aktif
strojenler ise dstron ve dstrioldiir. Ostrojenler inek ve koyunlarda luteolitik etkilidir
(Alagam, 2005). Progestinler ise sekstiel siklusun luteal evresinde goérev alirlarken

uterus endometriumun maturasyonunda da rol almaktadirlar (Nozaki,  2001).
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Progesteron korpus luteumdaki luteal hiicreler, plasenta ve adrenal bezden salgilanir.
Salinimi LH tarafindan stimiile edilmektedir. Gebeligin devaminda etkili bir

hormondur (Alagam, 2005).

1.3.5.2. Steroid yapasi ve steroid analizi

Steroidler viicutta serbest ve konjuge formlarda bulunmaktadir. Serbest steroidler
olduk¢a hidrofobik ve konjuge formlar1 ise (glukuronid ve siilfat) hidrofiliktir.
Steroidlerin sudaki ¢06ziiniirliigli Orneklerden toplanma sekline gore degiskenlik
gostermektedir. Steroidlerin molekiil agirliklar1 200-1000 arasinda degisimekte ve
non-volatil bir form sergilemektedirler. Bu nedenle gaz kromatografi (GC) analizlerin
icin derive edilmeleri gerekmektedir. Steroidlerin fonkisyonel gruplarinin ¢ogu
hidroksil ve keton gruplar1 olmakla birlikte bunlar kimyasal reaktivite i¢in zayiftirlar.
Bu durum steroidler i¢in yiiksek duyarlilikta tespit saglayan floresans, kemiluminesans

veya kiitle spektrometri (MS) metodlari i¢in bir dezavantajdir (Nozaki, 2001).

Steroidlerin klinik analizlerinde idrar, kan ve salivadan yararlanilmaktadir. Bu
orneklerdeki  steroidler serbest konjuge veya proteine baglhi formlarda
bulunabilmektedir (Nozaki, 2001).

Idrar ornekleri serbest ve konjuge formlarda steroidler igermektedirler.
Konjuge steroidler idrarda %99.7°lik bir oranda tespit edilebilmektedirler. Konjuge
steroidler analiz Oncesi serbest form haline doniistiirtilmeleri icin siklikla giiclii bir
inorganik asit (konsantre siilfirik asit, hidroklorik asit veya nitrik asit) ile ya da
stlfataz veya glukuronidaz enzimleri ile hidrolize edilmektedirler. Steroidlerin
konjuge formlar1 konjugasyon enzimlerinin (delta 4-hidrojenaz, steroid dehirojenaz,

hidroksilaz) konjuge olma kapasiteleri hakkinda bilgi vermeleri agisindan 6nemlidirler
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ve bu nedenle oOlgiimleri yiiksek performans likit kromatografi (HPLC)-MS ile
yapilmaktadir. En yogun olarak kullanilan MS tipi negatif kimyasal iyonizasyon
tipidir (Nozaki, 2001).

Idrardaki steroidlerin serbest formlar1 analiz edilebilmeleri igin diisiik
diizeylerde seyretmektedir. Bu nedenle idrar 6rnekleri analiz dncesi oktadesil silika
(ODS, Cig) veya BSA-ODS (sigir serum albuminine bagli ODS) jel ile muamele
edilmektedir (Nozaki, 2001).

Serum oOrneklerindeki steroidler ii¢ formda bulunmaktadirlar. Bunlar serbest
form, albumine bagli form ve globuline bagli formdur. Steroidlerin sadece serbest
formlar1 biyolojik olarak aktif iken albumin ve globuline bagli formlar1 inaktiftirler.
Serbest serum steroidleri hakkinda bilgi elde etmek i¢in serum &rnekleri dializ veya

membran filtrasyon yontemler ile ultrafiltrasyona maruz birakilmalar1 gerekmektedir

(Nozaki, 2001).

Konjuge olmamis serum steroidlerinin biiyiik bir kismi serum globulinine
baglanmis durumdadir. Androjenler, dstrojenler ve progestinler gibi steroid yapidaki
cinsiyet hormonlar1 globulinlere baglanirlar (cinsiyet hormonu baglayan globulin,
SBG) ve kortikosteroid hormonlar da yine globuline baglanmaktadir (kortikosteroid
baglayan globin, CBG). Globuline baglanan bu steroidler diger steroidler gibi
herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip degildirler. Steroidleri SBG veya CBG’ye
baglanma kuvvetleri oldukga gii¢liidiir ve bu steroidleri organik bir solvent veya Cig

jel yardimiyla ayrilirlar (Nozaki, 2001).

Serumda albumine baglanmis durumda olan serbest steroidler ve albumine
baglanan steroidler biyolojik aktivite gostermezler. Steroidlerin albumine baglanma
giicleri ¢cok zayiftir ve albuminden organik coziicliler (diklorometan, etil asetat ve

dietil eter) ve Cyg jeller ile kolaylikla ayrilirlar (Nozaki, 2001).
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Saliva igerisinde konjuge olmayan steroidler serbest halde bulunurlar ve
serumdaki serbest steroid diizeyleri ile iyi bir korelasyon igerisindedirler. Bu nedenle
serbest salivar steroid analizleri serumdaki serbest steroidler hakkinda bilgi edinmek
amaciyla killanilabilmektedir. Serbest salivar steroid analizleri serbest serum steroid
analizlerine gore invaziv olmayan bir metotdur ve drnek toplama islemleri daha kolay

yiiriitiilebilmektedir (Nozaki, 2001).

Killardan steroid anlizi giiniimiizde popiiler bir hal almamis olmakla virlikte
anabolik steroidleri, dehidroepiandrosteron, Ostrojen, progesteron ve kortikosteroid
analizlerinin alkaline muamelesinden sonra GC veya HPLC-MS yontemleriyle tespit
edilebildigi bildirilmektedir (Nozaki, 2001).

1.3.5.3. Steroid analizinde kullanilan yontemler

Steroidlerin GC, HPLC veya kapillar elektroforezis (CE) ile seperasyon analizleri her
bir 6rnek i¢in ¢cok uzun siiren (40-60 dakika) islemlerdir. Bununla birlikte ekstraksiyon
ya da derivatizasyon islemleri de mevcut islemlerin siiresini daha da arttiran
prosediirlerdir. Steroidlerin klinik analizleri i¢in daha kisa zamanda sonuglar alinmasi
gerekmektedir (Nozaki, 2001). Bu amagla gelistirilmis pek ¢ok yontem bulunmakla
birlikte klinik uygulamalar agisindan siklikla kullanilan RIA ve giiniimiizde kullanim

alan1 bulan ECLIA bu yontemlerdendir.

[saretlenmis antijen veya antikorlarin tespit edilmesi prensibine dayali olan
radioimmunoassay (RIA) yarismali baglanmay1 sergilemektedirler ve denge analizi ile
ardisik analiz olmak tizere iki tipi bulunmaktadir. Serum 6rnegi igerisinde bulunan

Isaretlenmis ve isaretlenmemis her iki antijen spesifik antikor {izerindeki baglanma
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bolgelerini es zamanli olarak tamamlamaya calismaktadirlar. Denge analizinde
antikorun igaretlenmis ve isaretlenmemis antijen kombinasyonu serbest isaretlenmis
ve isaretlenmemis antijenden ayristirilmaktadir. Serbest isaretlenmis antijenin

baglanma orani serumdaki isaretlenmemis antijenin konsantrasyonuyla ters orantilidir.

1.3.5.3.1. Radioimmunoassay (RIA)

Radyo aktif iodin (**°I) siklikla immunoassay isaretleyici olarak kullaniimaktadir ve
yaydiklart gamma 1sinlar1 solid gamma zerrecikleri sayicilar1i yardimiyla tespit
edilebilmektedir. Hormonlar gibi herhangi bir &rnekte bulunan baglanmis veya
baglanmamis antikor fraksiyonlar1 arasindaki icerigin dagilimmi dlgmeye imkan
saglamaktadirlar. Teknik antikor alanlarinda sinirli sayida 6lgiilebilir miktardaki
isaretlenmis antijene karsilik gelen antijen (125|-i$aretlenms tiroksin) ile
isaretlenmemis antijen (6rnek igeriginde bulunan tiroksin) arasindaki yarigma temeline
dayanmaktadir. Bilinmeyen antijenin baglanmamis fraksiyonu gamma sayicilar
yardimiyla 6zel yikama teknikleri kullanilarak antikora baglanan 1250 jle isaretlenmis

antijenin tespit edilmesiyle ortaya koyulabilmektedir. 2

I y-radyasyon yaymaktadir.
Elektromagnetik rasyasyonlar X isinlarina gore daha kisa dalga boyuna sahiptirler.
Gamma radyasyonlar1 yiiksek penetrasyon gosteren diisilk iyonizasyon giicii
sergilerler. Bu durum gamma sayicilar ile dliilebilmektedir. 2| tarafindan iiretilen
gamma radyasyonun tespit edilmesi isaretlenmis antijenin (6rnekteki mevcut
isaretlenmemis antijen) konsantrasyonunu indirekt olarak olgiilmesini saglamaktadir.
Sodyum iodid kristalleri %1 thallium ile aktive edildikten sonra solid zerrecik olarak

kullanilmaktadir. Antijen-antikor-(**I)/isaretlenmis antijen reaksiyonundan sonra ve

yikama sonrasi gergeklestirilen prosediir kisaca asagidaki gibidir (Tembhare, 2008).

1- Sodyum kristal iodid kristali tiipii fotomultiplier tiipii lizerine kristal tarafindan

410 nm boyutunda salinan 151k atimlarinin tespiti i¢in yerlestirilir.
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2- Test tiipl igerisindeki yiiksek penetrasyon Ozelligine sahip gamma 1sinlari
sodyum iodid kristallerine ¢arpar ve fotonlar salinir.

3- Elektron salinimini arttiran sinyalleri amplifiye eden fotonlar fotomultiplier
yardimiyla tespit edilir.

4- Fotoamplifier tii§ preamplifier ile desteklenir.

5- Amplifiye edilmis atimlar atim yiikseklik 6lgen cihaz ile dlgiilerek kaydedilir.

6- Atim sayilar1 ve atimlar arasi siire hesaplanir.

7- Elde edilen veriler kantitatif olarak degerlendirilir.

Isaretlenmis antijen sipesifik bir antikoruna baglanir ve RIA sisteminin
kullanabilecegi isaretlenmis bir Ag-Ab kompleksini olusturur. Plazma veya herhangi
bir soliisyondaki isaretlenmemis hormonun, antikor i¢in isaretlenmis hormon ile
yarisma kabiliyeti isaretlenmis Ag-Ab kompleksinin formasyonunu azaltmaktadir.
Antikora baglanmis Isaretlenmis hormon (B) ile serbest isaretlenmis hormonun (F)
yarigmali inhibisyon oraninin bir sonucu olarak (B/F) isaretlenmemis hormonun
konsantrasyonundaki artisin orani progresif olarak diismektedir. Bilinmeyen bir
ornekteki konsantrasyon bilinen degerlerdeki hormon igeren standart soliisyon
tarafindan {iretilen inhibisyonun karsilastirilmasiyla elde edilmektedir. Elde edilen
degerlerin okunmasi1 y-sayic1 temelli mikroprosesor ilizerinden yapilmaktadir. RIA
teknigi yiiksek spesifitesi, sensitivitesi, dogrulugu ve kesinliginden dolay1 serumda
bulunan hormonlarin tespitinde siklikla kullanilmaktadir. RIA sistemleri, spesifik
antijen ve antikor arasindaki yarismali baglanmay: icermektedir (Cizelge 1.1.)

(Tembhare, 2008).

Cizelge 1.1. RIA tekniginde galigma prensibi (Tembhare, 2008). Ag: antijen, Ab: antikor
Ag* + Ab (spesifik antikor) = Ag* - Ab
Serbest igaretlenmis hormon Isaretlenmis Ag-Ab kompleks
(F) Ag (isaretlenmemis hormon)
(Plazma veya STD)
\2
Ag-Ab (Isaretlenmemis antijen antikor kompleks)
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Radyoimmunoassay teknigi ile serum Ts, T4, TSH, FSH, LH, prolaktin,
Ostradiol, progesteron ve 17-OH-progesteron hormonlar1 Olgililebilmektedir
(Tembhare, 2008).

Radyoimmunoassay teknikleri enzim baglantili immunosorbent assay (ELISA)
ile ilerletilmistir. ELISA teknigi de indirek ELISA, yarismali ELISA, kemiluminesens
ELISA gibi farkli uygulama tekniklerine gore ayrilmaktadir. Diger immunoassay
teknikleri ELISPOT assay, western-blot, immunofluoresens, flow sitometri ve

immunoelektron mikroskobi olarak sayilabilmektedir (Tembhare, 2008).

1.3.5.3.2. Luminesens Metodlari

Luminesens metotlarinin pek cok ¢esidi analitik kimyada siklikla kullanilmaktadir
(Cizelge 1.2.). Bunlardan radyokemiluminesens (RCL), Lyoluminesens (LL) ve
Sonoluminesens, fotoluminesens (PL) ve kemiluminesens (CL)’ten daha az siklikta
kullanilmaktadir (Kulmala ve Suomi, 2003). Pahali optikler ve 151k kaynaklarina olan
ihtiyag bir tarafa birakildiginda, PL en 6nemli analitik luminesens metodu olarak
degerlendirilmeye devam edecektir ve CL’nin farkli formlar1 PL’nin spesifik
uygulama alanlarinda yarismaya devam edecektir. PL 1iki temel alt sinifa
ayrilabilmektedir ki bunlar fluoresens ve fosforesenstir. CL’nin en ¢ok yonlii tipinin
elektrokemiluminesens (ECL) oldugu ifade edilmektedir. ECL tipik olarak ayni
luminofor molekiiliiniiniin birka¢ zamanda uyarilmasina izin verir ve kolaylikla zaman
¢oziimlii Olglimlerin yapilmasma olanak saglarken, diger CL metotlarinda bir
molekiiliin uyarilma olay1 tek zamanli olarak yiiriitilmekte ve sonrasinda da molekiil
yok olmaktadir. Zaman ¢6ziimlii 6l¢limler ECL’ye gére CL metodunda kullanigsiz

veya ¢ok zordur (Kulmala ve Suomi, 2003).
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Cizelge 1.2. Farkli luminesens tipleri (Kulmala ve Suomi 2003).

Luminesens Tipleri Olusum Sekli

Fotoluminesens (PL) Bilesiklein Foto-uyarimi

Kemiluminesens (CL) Bilesiklerin kimyasal uyarimi

Elektrokemiluminesens (ECL) Elektrik ile iiretilmis kimyasal uyarim

Radyokemiluminesens (RCL) Radyasyon ile indiiklenmis kimyasal
uyarim

Lyoluminesens (LL) Irradiye veya diger solid enerji

dagilmas1 yardimiyla indiiklenmis
uyarim
Sonoluminesens (SL) Ultrasonoik olarak  bilesiklerin

uyarilmast

Elektrokemiluminesens bazi soliisyon tiirleri veya elektrot yiizeyine baglanan
tirleri ile bir elektrot arasindaki elektron transferinin bir sonucu olarak direkt ya da
indirekt olarak iretilen kemiluminesens olarak ifade edilebilmektedir. Diger taraftan
elektrokemiluminesens elektrik ile {iretilen kemiluminesens ile herhangi bir farklilik

gostermedigi de ileri siiriilmektedir (Kulmala ve Suomi, 2003).

Ticari olarak kullanilan Ru(bpy)32+ isaretleyicileri temel almis ECL metotlari
cok sayida isaretleyici veya internal standartlarin kullanimina izin vermemektedir.
Buna karsin, yeni gelistirilen sicak elektron ile indiiklenmis ECL teknolojisi internal
standardizasyon ve c¢oklu isaretleyici kullaniminda daha iyi sonuglar sergilemektedir.
Tiinel emisyon elektrodlarindan akéz soliisyonlar igerisine sicak elektron transferi
farkli isaretleyicilerden salinan sinyallerin ayrilmasinda dalga boyunun ve zaman
ayriminin ve hatta her ikisinin kombinasyonuna olanak vermektedir. Elektro
kemiluminesensin c¢alisma prensibi kisaca bir akim jeneratorii yardimiyla anodik ve
katodik kutuplar arasinda g¢alisan bir elektrodun hizli bir sekilde pulzasyon iiretmesi

olarak ifade edilebilmektedir. En 6nemli goze carpan 6zelligi ise oda sicakliginda
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redoks reaksiyonu yoluyla dogrudan iglii uyarim elde edilebilmesidir (Kulmala ve
Suomi, 2003).

Kii¢iik hayvan reprodiiksiyonu ile ilgilenen Veteriner Hekimler, siklikla etkili
uygun ¢iftlesme ve sun’i tohumlama zamaninin belirlenmesi, dogum zamaninin tespit
edilmesi ve hipoluteodizm gibi patolojik durumlarin belirlenebilmesi i¢in serum
progesteron ve 17B-0stradiol 6l¢limiine ihtiyag duymaktadirlar (Concannon ve ark,
1977a; Johnston ve ark, 2001). RIA teknigi pek ¢ok klinisyen ve akademisyen
tarafindan hormon Olc¢iimlerinde altin standart olarak degerlendirilmekle birlikte
giiniimiizde tehlikeli radyoaktif materyal ile ¢alisiliyor olmasi, lisans sahibi olmayan
laboratuarlarin kullanamiyor olmasi, uygulama zamaninin uzun olmasi kadar pahali
bir yontem olmasi diger baska analitik yontemlerin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir
(Hannon ve ark, 2004; Chapwanya ve ark, 2008). insanlarda kullanilan RIA teknigi
yerini daha giincel tekniklere birakirken veteriner sahada da bu tiir calismalar devam
etmektedir. Bununla birlikte kemiluminesens yontemi ile bazi ¢alismalar bulunurken
(Kutzler ve ark, 2003; Chapwanya ve ark, 2008) ECLIA ve RIA yontemleri ile
Ostrojen ve progesteronun karsilastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktidir. Bu nedenle
sunulan c¢alismada, seksiiel siklusun degisik donemlerindeki kopeklerin serum
orneklerinde RIA yontemiyle Olciilen progesteron ve 17B-6stradiol diizeylerinin
ECLIA yontemiyle karsilastirilarak, ECLIA ydnteminin kdpeklerde progesteron ve

17B-6stradiol diizeyinin belirlenmesindeki dogrulugunun tespit edilmesi amaclandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Bu calismanin materyalini, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Hastanesine
ovariohisterektomi amaciyla getirilen c¢esitli rklardan, ergin, saglikli ve en az 1,5
yasini dolduran 25 adet disi kopek olusturdu. Hayvanlarin yasinin belirlenmesinde

Samsar ve Akin (80)’1n bildirdigi yontem kullanildi.

2.2. Yontem

Calismada yer alan kopeklere Ostriis siklusu evresini belirlemek ig¢in vaginal smear
yapildi. Vaginal sitoloji i¢in 6rnek alinmasini takiben 10 ml’lik steril vakumlu tiiplere
kan ornekleri alindi. Kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
elde edilen serum Ornekleri sonraki Ostrojen ve progesteron analizleri igin -20 °C’de

muhafaza edildi.

Uygun teknige gore ovariohisterektomi gerceklestirilerek serviksin hemen
onitinden korpus uteri ile birlikte her iki kornu uteri ve ovaryumlar operatif olarak
uzaklastirildi. Postoperatif olarak kopeklere 100.000 U prokain penisilin, 100.000 U
benzatin penisilin G, 200 mg dihidrostreptomisin 1-2 ml/25 kg (Penoksal LA, Vilsan)

dozda kas i¢i uygulanarak hayvanlarin postoperatif tedavileri saglandi.
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2.2.1. Vaginal Sitoloji

Vaginal smear orneklerin alinmasi igin; vaginal spekulum, steril pamuklu svap, serum
fizyolojik ve lam kullanildi. Alinan 6rneklerin boyama ve degerlendirme islemlerinde
ise Giemsa boya soliisyonu (Merck), distile su, etil alkol (%96) ve 151k mikroskobu
(Olympus) kullanildi. Her hayvandan iki adet &rnek alindi. Oncelikle, temiz iki adet
lam ile birlikte serum fizyolojik ile 1slatilmis olan iki adet steril pamuklu svap
hazirlandi. Antiseptik soliisyondan gegirilen vaginal spekulum vulva dudaklari
arasindan 45 °’lik agiyla dorsal yonde yerlestirilerek ileriye dogru ilerletildi. Vaginaya
yerlestirilen spekulum acgilarak onceden serum fizyolojik damlatilmis olan steril
pamuklu svap, vulva ve spekuluma degdirilmeden vaginanin kaudo-dorsaline
ulastirildiktan sonra vagina mukozasindan kendi ekseni etrafinda dondiiriilmek
suretiyle gerekli 6rnek alindi. Daha sonra svap spekulum ve vulvaya degdirilmeden
disar1 ¢ekildi. Svap, lam {izerine yerlestirildikten sonra, yuvarlama hareketiyle
ilerletilerek film tarzinda bir hat olusturuldu ve havada kurutulmaya birakildi. Ayni

yontemle ikinci bir preparat daha hazirlandi.

Hazirlanan preparatlar, Giemsa boyama yontemine gore asagida belirtildigi

sekilde boyandi. Bu amagla;

- Havada kurutulmus preparatlar iizerine %96’lik etil alkol dokiilerek, 10
dakika beklemek suretiyle fikzasyonu saglandi.

- Fikse olan preparatlar distile su ile yikandu.

- Giemsa stok solusyonundan her preparat i¢in 5 damla alinarak 5 ml distile
su ile karistirildi. Preparatlar bu soliisyon ile boyandi.

- Preparatlar 30 dakikalik bir boyanma siirecine alindi.

- Boyama sonunda distile su ile yikanan preparatlar kurumaya birakildi.

Elde edilen preparatlar, 151k mikroskobunda 40’11k biiyiitmede incelenerek hiicre

sayimi yapildi. Hiicreler sayilirken; hiicrelerin iist iiste gelmemis, yapilarinin
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bozulmamis olmalaria dikkat edildi. Toplam 100 adet hiicre sayilarak gozlenen hiicre

oranlari belirlendi ve kaydedildi.

2.2.2. Serumda RIA ve ECLIA yontemlerine gore progesteron ve 17p-ostradiol

analizleri

2.2.2.1. RIA

Progesteron analizleri igin immunojen olarak Progesteron-110-BSA kullanilan
liyofilize tavsan antiserumu (P 5289, Sigma) secilerek RIA protokolii yiiriitildii.
Liyofilize antiserum toza 0.1 M NaCl, %0.1 Gelatin (G2500) ve %0.1 sodyum azid
igeren 5 ml Tris-HCL (T 3253) buffer (0.05 M, pH 8.0) eklendi. Polipropilen test
tiipleri igerisine 0.1 ml 6rnek ile standart ve 0.5 ml antiserum eklendi. Tiipler
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Buffer icerisinde taze
hazirlanmis 0.1 ml radyoaktif traser tliplere eklendi ve vortekslendi. Tiipler 37 °C’de
60 dakika inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 15 dakika boyunca bekletildi. Hizli bir
sekilde 0.2 ml dekstran kaplamali komiir (3H-RIA) stispansiyonu tiiplerle eklendi ve
vortekslendi. Tiipler 0 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve 4°C’de 15 dakika 2000 rpm’de
santrifiij edildi. Her tiipteki siipernatant uzaklastirilarak radyoaktivite varligi tespit
edildi.

17B-06stradiol analizleri icin immunojen olarak 17p-6stradiol-6-BSA kullanilan
liyofilize tavsan antiserumu (E 2885, Sigma) sec¢ilerek RIA protokolii yiiriitiildii.
Liyofilize antiserum toza 0.1 M NaCl, %0.1 Gelatin (G2500) ve %0.1 sodyum azid
igeren 5 ml Tris-HCL (T 3253) buffer (0.05 M, pH 8.0) eklendi. Polipropilen test
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tipleri igerisine 0.1 ml o6rnek ile standart ve 0.5 ml antiserum eklendi. Tiipler
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Buffer icerisinde taze
hazirlanmis 0.1 ml traser tiiplere eklendi ve vortekslendi. Tiipler 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 15 dakika boyunca bekletildi. Hizl1 bir sekilde 0.2 ml
dekstran kaplamal komiir (*H-RIA) siispansiyonu tiiplerle eklendi ve vortekslendi.
Tiipler 0 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve 4°C’de 15 dakika 2000 rpm’de santrifiij

edildi. Her tiipteki slipernatant uzaklastirilarak radyoaktivite varligi tespit edildi.

Test sirasinda kullanilan reaktifler ve ¢alisma soliisyonlart (Sigma) asagidaki gibi

olusturuldu:

- Standart: Stok standart soliisyonu absolut etanol igerisindeki 1 pg/ml 17p-
ostradiol (P 0130) ile olusturuldu. Stok standart soliisyonu 500 pg/0.1 ml
konsantrasyonda diliie edildi. Daha sonraki diliisyonlar sirasiyla 15, 31, 63, 125, 250
pg/0.1 ml olacak sekilde diizenlendi.

- 0.1 M NaCl, %0.1 Gelatin (G 2500) ve %0.1 sodyum azid igeren Tris-HCL (T
3253) buffer (0.05 M, pH 8.0)

- Dekstran kapli kdmiir soliisyonu

2.2.2.2. ECLIA

Kopek serumunda progesteron ve ostradioliin in vitro kantitaf tayini i¢in cobas e601
(Roche, Almanya) immiinolojik test analizoriinde immunolojik bir test olan

elektrokemiluminesens immunolojik test (ECLIA) kullanild:.
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Progesteron analizleri icin toplam test siiresi 18 dakika siirdii. 1. Inkiibasyon;
biyotinli monoklonal progesteron-spesifik antikor ile birlikte 30 pl numune ve
rutenyum kompleksi (Tris (2,2°-bipiridil)rutenyum(l1)-kompleks (Ru(bpy)s**) ile
isaretlenmis progesteron tiirevi Danazol ile birlikte inkiibe edildi ve progesteronun
serbest kalmasi saglandi. Dolayisiyla numuneden gelen progesteronun antikor
baglanma yeri i¢in isretlenmis progesteron tiirevi ile yarigmasi saglanmis oldu. 2.
Inkiibasyon; streptavidin kapli mikropartikiiller eklendikten sonra biyotin ile
streptavidin etkilesimi araciligi ile kompleks kati faza baglanmis hale getirildi.
Reaksiyon karigimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edildi. Daha sonra baglanmamis maddeler
ProCell ile uzaklastirildi. Elektrod iizerine voltaj uygulanmasi ile kemiliiminesans
emisyonu saglanarak foton sayici ile Olgilildii. Sonuglar, 2 noktali kalibrasyon ile
cihaza 6zel olarak olusturulmus bir kalibrasyon egrisi ve reaktif barkod araciligiyla

edinilen ana egri ile tayin edildi.

Test sirasinda kullanilan reaktifler ve c¢alisma soliisyonlar1 asagidaki gibi

olusturuldu:
- M: Streptavidin kapli mikro partikiiller (0,72 mg/mL; koruyucu madde)

- R1: Anti-progesteron-Ab-biyotin  (Biyotinli monoklonal anti-progesteron
antikor (fare); 0,15 mg/L, fosfat tamponu 25 mmol/L, pH 7,0; koruyucu madde)

- R2: Progesteron-peptid-(Ru(bpy)s*") (Rutenyum kompleksi ile isaretli bir
sentetik peptide baglanmis progesteron (bitki kaynakli), 10 ng/mL;fosfat tamponu)

Kullanilan testeki 6l¢tim araligi 0,095-191 nmol/L (alt 6l¢iim sinirt; 0,030
ng/mL, ana egrinin maksimum degeri; 60,00 ng/mL) ve fonksiyonel duyarlilig1 ise

0,48 nmol/mL (0,15 ng/mL) degerlerinde degisti.
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Ostradiol analizleri igin toplam test siiresi 18 dakika siirdii. 1. inkiibasyon;
biyotinli ostradiol-spesifik antikor ile birlikte 35 pL numune ile birlikte inkiibe edildi
ve bir immunokompleks olusturulmasi saglandi. 2. Inkiibasyon: Streptavidin kaplh
mikropartikiiller ve rutenyum kompleksi ile isaretlenmis Ostradiol antikor-hapten
kompleksinin formasyonu ile bos alanlara sahip biyotinli antikorlar olusturuldu.
Biyotin ile streptavidin etkilesimi aracilifi ile kompleks, kat1 faza baglanmis hale
getirildi. Reaksiyon karisimi, mikropartikiillerin elektrodun ylizeyine manyetik olarak
yakalandiklar1 6l¢iim hiicresi igine aspire edildi. Daha sonra baglanmamis maddeler
ProCell ile uzaklastirildi. Elektrod iizerine voltaj uygulanmasi ile kemiliiminesans
emisyonu saglanarak foton sayici ile Ol¢iildii. Sonuglar, 2 noktali kalibrasyon ile
cihaza ozel olarak olusturulmus bir kalibrasyon egrisi ve reaktif barkod araciligiyla

edinilen ana egri ile tayin edildi.

Test sirasinda kullanilan reaktifler ve c¢alisma sollisyonlar1 asagidaki gibi

olusturuldu:
- M: Streptavidin kapli mikro partikiiller (0,72 mg/mL; koruyucu madde)

- R1: Anti-6stradiol-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)

- R2: Ostradiol-peptid-(Ru(bpy)s®*) (Rutenyum kompleksi ile isaretli bir sentetik
peptide baglanmis 6stradiol, 2,75 ng/mL, MES buffer 50 mmol/L, pH 6,0; koruyucu
madde)

Kullanilan testeki ol¢iim araligr 18,4-15,781 pmol/L (alt 6l¢iim simirt; 5,00
pg/mL, ana egrinin maksimum degeri; 4300 pg/mL) ve fonksiyonel duyarliligi ise
0,44 pmol/L (12 pg/mL) degerlerinde degisti.
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2.2.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Herbir hayvandan elde edilen serumlarin RIA ve ECLIA yoOntemlerine gore
progesteron ve 17B-6stradiol analizleri sonucunda elde edilen veriler regresyon analiz

ile karsilastirild1 (SPSS 16.0).
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3. BULGULAR

3.1. Vaginal sitoloji

Calismada degerlendirilen kopeklerin (n = 25) % 60°1inin anostriiste (n = 15), %
16’smin proodstriiste (n = 4), % 16’sinin Gstriiste (n = 4) ve %’8’inin (n = 2) didstriiste
olduklari belirlendi.

3.2. RIA ve ECLIA yontemlerine gore progesteron ve 17p-ostradiol degerleri

Anostriis, prodstriis, Ostriis ve didstriis donemlerinde bulunan kopeklerin RIA ve
ECLIA yontemlerine gore ortalama progesteron ve 17B-0stradiol degerlerinin Cizelge

3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Seksiiel siklusun farkli donemlerinde RIA ve ECLIA yontemleriyle elde edilen
ortalama progesteron (ng/ml) ve 17p-6stradiol (pg/ml) degerleri (= SEM).

Progesteron (ng/ml)

17B-0stradiol (pg/ml)

RIA ECLIA RIA ECLIA
Anostriis 3,04 + 0,43 2,89+ 0,40 6,26 + 0,21 6,20 + 0,22
Prodstriis 1,14 + 0,11 1,20 + 0,09 19,34+ 0,25 19,28 + 0,37
Ostriis 15,68+ 1,85 15,44+ 1,86 9,06 + 0,69 9,11 + 0,68
Diostriis 3,68 £ 2,43 3,59 + 2,58 4,45 + 2,57 4,46 + 2,53

Sunulan calismada her bir hayvana ait serum Orneginin RIA ve ECLIA

yontemleri ile belirlenen progesteron (ng/ml) degerlerinin birbirine benzer oldugu ve
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istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.001; r = 0.998) (Sekil 3.1). Bununla
birlikte her bir hayvana ait serum G6rnegindeki 17p-6stradiol (pg/ml) degerlerinin de

birbirine benzer oldugu ve istatistiksel olarak énemli oldugu belirlendi (p<0.001; r =

0.098) (Sekil 3.2).

ECLIA

1821 =1.011x+ 0.06
17.53
16.01-
10017
6.26- o
617 o
514
479
434 o
4327 o
431
373+
269
2321
211 o
209 o
1.44 o]
1.224 o
121 o
1147 o
1127
1.1+
1.01 o
0.98

1 1 1 I T 1 I I 1 T I 1 RIA
082 | 115 I 1:19 | 14 I 2.08 | 2186 I 372 I 471 I 481 | 6.01 I 10.21 I 176 |
113 1186 1.24 181 21 261 451 473 5.88 611 1662 183

Sekil 3.1. RIA ve ECLIA yontemleri ile ayn1 6rnekte 6lgiilen progesteron (ng/ml) degerleri.
a=RIA (p<0.001; r = 0.998)
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ECLIA
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Sekil 3.2. RIA ve ECLIA yontemleri ile ayn1 6rnekte 6lgiilen 17p-6stradiol (pg/ml) degerleri.
a=RIA (p<0.001; r = 0.998)
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4. TARTISMA

Kopeklerde kan progesteron ve/veya oOstrojen diizeylerinin tespiti, seksiiel siklus
tespiti gibi fizyolojik ve ovaryum kokenli tomiirler gibi patolojik olgularin tespitinde
kullanilan bir muayene yontemidir. Kullanilan hormon analiz yonteminin kisa siirede
en dogru ve ekonomik sekilde sonu¢ vermesi teshis i¢in énemli bir kriterdir. Vaginal
sitoloji, kopeklerde seksiiel siklusun belirlenmesinde siklikla kullanilan maliyeti diistik
ve pratik bir yontemdir. Vaginal sitoloji ile belirlenen vaginanin epitelyum katindan
alman hiicrelerin sekilleri ve sayilarina gore kopegin Ostriis siklusunun hangi
evresinde oldugunu belirlemek, tecriibeli hekimler tarafindan birka¢ muayanede ortaya
koyulabilmektedir. Sunulan ¢aligmada arastirmacilarin bildirdigi sekilde (Lindsay ve
Concannon, 1986; Feldman ve Nelson, 1996) andstriiste parabazal ve kiigiik
intermediyer hiicreler, prodstriiste degisen sayida eritrosit ve siiperfisiyel-intermediyer
hiicreler ile biiylik intermediyer hiicreler, ostriiste % 80-100 oraninda siiperfisiyel
hiicreler ve aniikleer skuamoz hiicreler ve diostriiste yaklagik olarak % 20 seviyesine
diismiis siiperfisiyel hiicreler ve intermediyer hiicreler izlendi. Vaginal sitoloji
bulgularmma gore calismada degerlendirilen kopeklerin % 60’min andstriiste, %

16’smin proostriiste, % 16’sinin Ostriiste ve %’8’inin didstriiste olduklart belirlendi.

17B-0stradiol konsantrasyonunun andstriisiin sonlarma dogru, prodstriisten 4.5
hafta dnce 7-13 pg/ml ve pik degerinin de 17.2-97.7 pg/ml diizeylerinde oldugu
bildirilmektedir (Christiansen 1984). Feldman ve Nelson (1996), andstriiste sirkiile
eden Ostrojen konsantrasyonunun 8-15 pg/ml arasinda oldugunu, prodstriis
kanamasindan once 15 pg/ml iizerinde bir artis oldugunu bildirmektedirler. Bununla
birlikte, didstriis donemindeki 17B-0stradiol konsantrasyonunun bazal seviyelerde
oldugu ve andstriis evresindeki seviyelerde seyrettigi belirtilmektedir (Edqvist ve ark,
1975; Hadley, 1975; Nett ve ark, 1975). Sunulan g¢alismada vaginal sitoloji ile

anostriis ve didstriis donemlerinde oldugu belirlenen kopeklerin 17p-0stradiol
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diizeylerinin RIA ve ECLIA yontemlerine gore sirasiyla 6.26 pg/ml ve 6.20 pg/ml ile
4.45 pg/ml ve 4.46 pg/ml oldugu belirlendi. Calismada elde edilen degerler
bildirimlere uyumlu olmakla birlikte, andstriis donemindeki 17B-0stradiol diizeyinin
diostriis donemine gore yiiksek oldugu gozlendi. Bu durumun, andstriis donemindeki
follikiillerin gelisimi ile 17B-0stradiol konsantrasyonunun dénemin bagindan sonuna
kadar onemli derecede dalgalanma gostermesi (Olson ve ark, 1982) ve hipofizer
FSH’nin tekrarlanan salimimlarinin, follikiillerin Ostrojen sentezi ve sekresyonu ile
sirkiile eden 6strojen konsantrasyonunda hafif artisa neden olmalarindan (Feldman ve

Nelson 1996) kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Feldman ve Nelson (1996), erken proostriisun genellikle 25 pg/ml’den fazla
seviyede Ostrojen konsantrasyonuyla birlikte seyrettigini ve ge¢ prodstriis doneminde
bu hormonun 60-70 pg/ml’ye varacak sekilde pik degere ulastigini ileri
stirmektedirler. Bunun yani sira plazmadaki 6strojen konsantrasyon pikinin Ostriisten
24-48 saat Once meydana geldigini (gozlenebilir kizginlik), plazma Gstrojen
konsantrasyonundaki azalmanin gozlenebilir kizginligin baslangiciyla iliskili
oldugunu ve 5-9 giin sonra ise plazma Ostrojen konsantrasyonun hizla bazal seviyeye
geri dondigiinii ifade etmektedirler. Bunun yami sira, plazma 17p-6stradiol
konsantrasyonunun erken follikiiler evrede dereceli olarak arttig1 ve preovulatér LH
pikinin baslamasindan 6nce keskin bir yiikselme gosterdigi, ayrica bu keskin artigin
her zaman go6zlenmedigi de belirtilmektedir (de Gier ve ark 2006). Baska bir
aragtirmaci (Christiansen 1984) da proostriisteki 17p-0stradiol konsantrasyonunun 26
pg/ml oldugunu, LH pikinden 3 giin dnce 43 pg/ml diizeyine dogru yavas bir artis
gozlendigini ve LH pikinden 1 giin 6nce 62 pg/ml olan maksimum konsantrasyonun
izlenmesini takiben ani bir diisiisiin gerceklestigini belirtmektedir. Ostriisiin dordiincii
giinlinde ise proostriisten daha diislik bir diizeyde 18 pg/ml diizeylerinde 17p-6stradiol
konsantrasyonun tespit edildigi ifade edilmektedir. Ortalama 173-6stradiol
konsantrasyonun LH piki sirasinda 44 + 9.2 pg/ml oldugu, sonra hizli bir sekilde
azaldig1 ve sitolojik olarak metdstriisiin ilk giinlin olan 9. giinde (6.8 1.8 pg/ml) ve

Ostriisiin sonunda (8.7 = 1.1 pg/ml) bazal seviyeye ulastigi bildirilmektedir. 17p3-
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Ostradiol konsantrasyonu 10. giin tekrar yiikselmeye baslamakta ve luteal evre
sirasinda 21-42 pg/ml diizeyleri arasinda seyretmektedir (Onclin ve ark 2002). Diger
taraftan Graf (1978), Beagle kopeklerinde Ostrojen konsantrasyonun ostriis siklusunun
donemlerine gore ayirt edilebilir degisimler gostermedigini aktarmaktadir. Baska bir
ifade ile arastirmacilar (Onclin ve ark 2002) 17B-6stradiol diizeyinin prodstriis
evresinde yiiksek seyrettigini ve LH pikinden dnce maksimum diizeyine ulastigini ve
ovulasyon sonrasinda da seviyesinin diistiigiinii belirtmektedirler. Ostradioliin
seviyesinin bazi hayvanlarda klinik ve sitolojik muayene sonucu tespit edilen
proostriisten bir hafta once artmaya basladig1 belirtilmektedir (Onclin ve ark 2002).
Sunulan ¢alismada da prodstriis ve Ostriis donemlerindeki kopeklerin 17p-6stradiol
diizeylerinin RIA ve ECLIA yontemlerine gore sirasiyla 19.34 pg/ml ve 19.28 pg/ml
ile 9.06 pg/ml ve 9.11 pg/ml oldugu belirlendi. Elde edilen sayisal degerlerin
kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmekle birlikte s6zii
edilen donemlerde gozlenen Gstrojen diizeylerinin diger ¢alismalarla uyumlu oldugu

gozlendi.

Ortalama plazma progesteron konsantrasyonunun LH saliniminin baslamasindan
onceki 4-12 saatte ylikselmeye basladigl, bazi hayvanlarda LH saliiminin
baslamasindan 20 saat sonra da baslayabilecegi ve progesteronun yiikselen
diizeylerinin luteal evrenin ilk yarisi sirasinda bulundugu bildirilmektedir (de Gier ve
ark 2006). Progesteron hormonu prodstriisiin son 12-48 saatinde bazal seviyede
bulunurken (<0,5 ng/ml)  prodstriisiin  sonunda veya Ostriisiin - baslangicinda
yiikselmektedir (Concannon ve ark, 1975; Tsutsui, 1982; England ve Anderton, 1992;
Feldman ve Nelson, 1996). Sunulan ¢alismada prodstriis doneminde oldugu belirlenen
kopeklerin progesteron diizeylerinin RIA ve ECLIA yontemlerine gore sirasiyla 1.14
ng/mlve 1.20 ng/ml oldugu belirlendi. Arastirmada klinik olarak ve vaginal sitoloji
verilerine gore prodstriis doneminde oldugu belirlenen kopeklerin kan progesteron
diizeylerinin 0.5 ng/ml’den yliksek c¢ikmasi, aragtirmacilarin da bildirdigi sekilde
kopeklerin ge¢ proostriis doneminde olmasindan kaynaklanabilir. Diger taraftan

sekstiel siklus donemlerine gore kan progesteron bulgulari degerlendirildiginde en
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diisiik progesteron diizeyinin proostriis evresinde oldugu da gozlenebilmektedir.
Serum progesteron konsantrasyonu prodstriiste yavas bir artis periyodunu takiben
ovulasyon zamaninda keskin bir yiikselme ile karakterizedir (Chapwanya ve ark
2008). Bunun yan1 sira LH pikinden once 0,5 ng/ml’yi asarak yiikselmeye baslayan
progesteron diizeyini takip eden 15-25. giinlerde artisina devam ettigi ve LH piki
sonrasi 20-25. giinde 47 + 3,1 ng/ml’ye ulastigi belirtilmektedir (Tsutsui, 1982;
Concannon ve Hansel, 1977; England ve ark, 1989; Mestre ve ark, 1990). Concannon
ve ark (1977a), progesteron konsantrasyonunun bazal konsantrasyonun iizerine
ciktiktan sonra genellikle 15-60 ng/ml araligina ulastigini ileri stirmektedirler. Graf
(1978) progesteron konsantrasyonun ge¢ prodstriis ve Ostriis sirasinda artmaya
basladigini, erken metdstriiste azalmaya baslamadan 20 giin 6nce maksimum
diizeylerde seyrettigini bildirmektedir. Sunulan calismada Ostriis doneminde oldugu
belirlenen kopeklerin progesteron diizeylerinin RIA ve ECLIA yontemlerine gore
sirastyla 15.68 ng/ml ve 15.44 ng/ml oldugu ve diger donemlere gére en yiiksek
progesteron diizeylerinin tespit edildigi gozlendi. Kopeklerde, Ostriisiin progesteron
hormonu etkisi altinda gergeklesiyor olmasi (Alagam, 2005) da c¢alismada elde edilen
bulgular1 desteklemektedir.

Progesteron konsantrasyonundaki pikin, korpus luteumdan kaynaklandigi ve
genellikle ovulasyondan sonraki 20-30 giinde elde edildigi bildirilmektedir. Ayni
zamanda bu maksimum sekresyon degerinin yaklasik olarak didstriisun baglangicindan
sonraki 2-3 haftada meydana geldigi ifade edilmektedir (Johnston, 1980). Sunulan
calismada RIA ve ECLIA yontemlerine didstriis doneminde oldugu belirlenen
kopeklerin progesteron diizeylerinin gore sirasiyla 3.68 ng/ml ve 3.59 ng/ml oldugu
belirlendi. Bunun nedeninin ise vaginal sitoloji degerlendirmelerine gore kdpeklerin
diostriiste olduklar1 belirlenmesine ragmen kan Orneklerinin alindigi zamanin
progesteron diizeyinin yiikselmeye veya diismeye basladigi zaman ile uyum

gostermesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Klinik uygulamalarda, progesteron konsantrasyonu hakkinda bilgi sahibi olmak
klinkk ve endokrinolojik karsilastirma sonrasi kesin bir teshise olnak
saglayabilmektedir (Brugger ve ark 2011). Progesteron tespiti i¢in kullanilan yari
kantitatif metodlar kan 6rneklerinin test edilmesine olanak vermelerine ragmen yeterli
oranda dogruluga ve giivenilirlilige sahip degildirler (Laiblin 1991; Hospes et al
2004). Radioimmunoassay giliniimiizde hala 6énemini koruyan bir kantitatif metoddur.
Pratikte radioimmunoassayler radioaktifi bosa harcama probleminin Gnlenmesi ve
otomasyonun saglanabilmesi amaglariyla siklikla analizorler {izerinde non-radio
izotopik immunoassaylar ile yer degistirmektedirler (Brugger ve ark 2011). Sunulan
calismada her bir hayvana ait serum Orneginin RIA ve ECLIA yontemleri ile
belirlenen progesteron (ng/ml) degerlerinin birbirine benzer oldugu ve istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0.001; r = 0.998) (Sekil 3.1). Bununla birlikte her
bir hayvana ait serum Ornegindeki 17B-0stradiol (pg/ml) degerlerinin de birbirine
benzer oldugu ve istatistiksel olarak onemli oldugu belirlendi (p<0.001; r = 0.098)
(Sekil 3.2). Anckaert ve ark (2002) yaptiklart arastirmasinda kan P4 degerlerini
MiniVidas ve ECLIA ile karsilastirmis ve her ikisi arasinda elde ettigi sonuclar
yoniinden korelasyon gozlendigini bildirmektedirler. Benzer sekilde Brugger ve ark
(2011) enzim baglantili fluoresens (ELFA) ve RIA yontemlerinde de ayni sonuglari
elde ettiklerini aktarmaktadirlar. Chapwanya ve ark (2008) kemoluminisens assay
(Immulit) ve RIA yontemleriyle kopeklerde kan progesteron diizeylerini
karsilastirdiklar1 caligsmalarinda immulit assay tekniginin RIA ile benzer sonuclar
verdigini belirtmektedirler. Sunulan ¢alisma da RIA yontemiyle elde edilen sonuglarin
ECLIA yontemiyle elde elden sonuglarla istatistiksel olarak benzerlik gosterdigi

belirlendi.
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5. SONUC

Sunulan calismada elde edilen veriler dogrultusunda, ECLIA tekniginin kopeklerde
serum progesteron ve 17B-0stradiol konsantrasyonlarinin tespitinde kullanilan RIA
yontemi kadar dogru ve giivenilir bir yontem oldugu kanisina varildi. Bununla birlikte,
veteriner hekimlerin ve akademisyenlerin bu tiir steroid hormonlarin analizlerinde hem
zaman hem de ekonomik yonden fayda saglamalari nedeniyle ECLIA yonteminin RIA

yonteminin yerini alacak bir yontem oldugu diistiiniilmektedir.
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