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ONSOZz

Endokrinoloji, canli organizma ile hormonlar arasindaki iliskiyi inceleyen bir
bilim dahdir. Endokrin bezlerden salgilanan hormonlar kimyasal haberciler
olarak, kandaki cok dugsUk duzeyleri ile, hedef yapilardaki reseptorlerine
baglanarak iglevlerini yurGtarler. Evcil hayvanlarin hormonal dizenlerinin
degerlendiriimesi birgcok hastaligin tani ve tedavisinde buydk 6nem
tagimaktadir. Bu amagla gelistirilen yontemlerin en gavenilir olanlarindan bir
tanesi de radioimmunoassay’'dir. Yontem, Rosalyn Yalow ve Solomon
Berson'un birbirlerinden habersiz olarak, Insdlin'in belirlenmesi ile ilgili
yaptiklari c¢alismalar sonucunda gelistiriimistir. Bu konudaki calismasi
Yalow’a 1977 yilinda Nobel 6diiliini kazandirmistir (IAEA, 1984). instlin igin
gelistirilen ydntem zamanla endokrinolojik alanda uygulanmaya baslanmis,
gonadotropin ve prolaktin Olgimleri igin gelistiriimesi ile reprodiksiyon

alanina girmistir.

Bu teknik gelistirilene kadar kanda hormon dlzeylerini &dlgmede
kullanilan ydntemler, fazla miktarda 6rnek, vakit ve is gicl kaybina yol
acmaktaydi. Ornegin, bir érnekte progesteron diizeyinin belirlenmesi icin
yarim litreye yakin kan plazmasi gerekiyordu ve bu miktardaki Ornekten
miligram veya mikrogram dizeyinde o6lcimler yapilabilmekteydi. Teknigin
gelistirilmesi ile birlikte; hormonlar, ilaglar, siklik nikleotidler, nérotrasmitterler,
aminoasit kdkenli yapilar, vitaminler, mikrobiyolojik ve parazitik patojenler

nanogram, pikogram ve hatta femtogram dizeyinde 6él¢ulebilir hale gelmigtir.

GUndmUzde hormon Oél¢imleri igin kullanima hazir radioimmunoassay
kitleri ticari olarak bulunmaktadir. Ancak, 6érnek sayisinin fazla oldugu
bilimsel galismalarda ticari kitlerin kullaniimasi pahali olmaktadir. Ayrica hazir

kitlerin yurt disindan temin edilebilmesi ve getirilen Kkitlerin radyoakiif



maddesinin yarilanma 6mrindn kisa olmasi ticari kitlerin gerek bilimsel

arastirmalarda gerekse Klinikte rutin kullanimlarinda sorunlara yol agmaktadir.

S6z konusu dezavantajlari ortadan kaldirmak igin sunulan doktora tez
calismasinda disi kbpeklerde kullanilabilecek radioimmunoassay progesteron
6lcim Kiti olusturmak ve kullanilabilirligini arastirmak amaglanmistir.

Bu calisma siresince yardimlarini esirgemeyen, basta doktora tez
danismanim Prof. Dr. Erol Alagam olmak Uzere, Prof. Dr. Selim Aslan’a ve
tez izleme komitesi Uyeleri Prof. Dr. SUkr0 KdiplGli ve Prof. Dr. Berrin
Salmanoglu’'na stkranlarimi sunarim. Galsmanin laboratuar asamalarinda
yardimci olan Dr. Erdal Saban’a, klinik ve immunizasyon asamalarinda
yardimci olan Arastirma Gérevlisi Duygu Kaya'ya ve Ankara Universitesi
Veteriner Fakultesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali 6gretim Oye ve
elemanlarina tesekkirt bor¢ bilirim. Ayrica, doktora 6grenimim esnasinda
maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkirlerimi

sunarim.
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1. GiRIiS

1.1. Pubertas

Pubertas, Ureme kapasitesinin kazanildigi dénem olarak tarif edilebilir. Bu
dbénem disi képeklerde ilk prodstrusun baglamasi ile karakterizedir (Johnston
ve ark., 2001). Disi kbépeklerde pubertasa ulagsma yasi 6-24 ay arasinda
degisir. Genel olarak kicuk irklar blylk irklara gére ve serbest dolasanlar
bagl duranlara gbére daha erken yasta pubertasa girmektedir. Ancak,
optimum Ureme faaliyeti icin en uygun zaman 3. veya 4. 6strus siklusu ya da
U¢ yash ddénem olarak sdylenebilir (Olson ve ark.,1984; Olson ve Nett, 1986;
Pineda, 2003).

1.2. Disi Képeklerde Ostrus Siklusu ve Evreleri

Ostrus siklusu, memeli hayvanlarda disi gametlerin Gretilmesi ve olasi bir
gebelik i¢cin ovaryum, uterus, vagina ve davranislarla ilgili slreglerin
sekillendigi bir donemi ifade eder (Jeffcoate,1998).

Disi  kopeklerin  &strus siklusu diger memelilerden farklihk
gOstermektedir. Bu farklilhklar; disi kdpeklerin siklusunun en az bes ay
strmesi; gebeligin didstrus slresini degistirmemesi ve kdpek gebe olsun
veya olmasin sikluslar arasinda, andstrus olarak isimlendirilen, ovaryumlarin
inaktif oldugu uzun bir donem bulunmasi geklinde 6zetlenebilir (Jeffcoate,
1998).

Ostrus siklusundaki bu farkliliklara ragmen siklusun hormonal kontrol{i
diger hayvanlar ile benzerlik géstermektedir. Disi kbpeklerde de; hipotalamus
ve hipofiz bezi kontrol merkezleridir, 6strojen ve progesteronun ana kaynagi

ovaryumlardir ve ovaryum hormonlarinin hedef dokulari reproduiktif sistem,



aksesOr cinsiyet bezleri ve beynin davraniglar ile ilgili olan merkezidir
(Jeffcoate, 1998).

Disi kdpekler genellikle yilda iki defa, mevsime bagl olmadan Gstrus
gobsterirler (Hoffman ve ark., 1996). Ancak, kdpeklerin mevsimsel seksuel
etkinlik gbsterdigini ileri siren arastirmacilar da bulunmaktadir (Johnston ve
ark., 2001). Kdpeklerin éstrus siklusunun daha c¢ok kis ve yaz aylarinda
yogunlastigini bildiren yayinlar mevcuttur (Bouchard ve ark., 1991).

Disi kopeklerde interdstrus bireysel farkliliklar gdstermekle birlikte
ortalama yedi ay (5-12 ay) surer (Inaba ve ark., 1998; Verstegen ve ark.,
1999). Her zaman gegerli olmasa da kiguk irklar blyudk irklara gére yil icinde
daha fazla o6strus siklusu gosterirler. Hayvanin ileri yasi da interdstrus
araligini  etkilemektedir. Ancak 5-7 yasina kadar interéstrus streci

etkilenmemektedir (Johnston ve ark., 2001).

Kbpeklerde 6strus siklusunun klasik dénemleri ilk olarak 1900 yilinda
Heape tarafindan tanimlanmistir (Olson ve ark.,1984; Olson ve Nett, 1986).
O yillarda hormonlarin yapisi yeterince tanimlanamadigindan, yapilan siklus
degerlendiriimeleri tamamen seksiel davranislar ve vyapilan fiziksel
muayenelere dayanmaktaydi. GiOnidmizde &strus siklusunun evreleri
fizyolojik, sitolojik ve hormonal yontemlerle belirlenebilmektedir (Johnston ve
ark., 2001).

Evcil képeklerin éstrus sikluslari sirasiyla prodstrus, dstrus, didstrus ve
andstrus olmak Uzere dért evreden olusmaktadir (Feldman ve Olson, 1996;
Goodman, 2001; Johnston ve ark., 2001). Ozellikle davranis degisikliklerine
gére vyapilan bu klasik siniflandirma yaninda yeni bir siniflandirmada
gelistirilmigtir. Bu siniflandirmaya goére disi kdpeklerde o6strus siklusu; 1)
FollikGler evre, 2) Preovulatér lutenizasyon ve ovulasyon evresi, 3) Luteal
evre ve 4) Andstrus evresi olmak Uzere dort bélumde ele alinmaktadir
(Butinar ve ark., 2004).



Kisaca, kbépek Ostrus siklusu ortalama 6-8 ay surer. Bu sdrenin
yaklagik iki haftasini follikller evre, yaklasik iki ayini luteal evre, 2-2.5 ayini
endometrial rejenerasyon ve 1-3 ayini da andstrus dénemi olusturur (Giinzel-
Apel ve ark., 2006).

1.2.1. Proostrus

Ostrus 6ncesi yilksek follikiiler aktivitenin oldugu dénemdir. Klinik olarak
Ostrus siklusunun bagladigini bildirir. Ortalama suresi dokuz gundir (0-27
gln). Kanh bir vaginal akinti ile baslar ve kanamanin kesilmesi ile sona erer.
Vulva 6édemlidir, disi erkege ilgi gdsterir ancak ciftlesmeyi kabul etmez
(Goodman, 2001; Johnston ve ark., 2001). idrarla isaretleme, huzursuzluk,
komut dinlememe diger davranis belirtileridir (Jeffcoate, 1998). Erkek
kopeklerin ilgisi vaginal sekresyon, anal kese veya idrardaki sex
feromonlerinden kaynaklanir (Feldman ve Olson, 1996; Goodman, 2001).

1.2.2. Ostrus

Disi képegin erkek kdpedi kabul ettigi dénemdir. Ortalama siresi dokuz
gunddr (4-24 gan). Vulva genislemeye devam etmekle birlikte prodstrusta
oldugundan daha yumusaktir (Feldman ve Olson, 1996; Johnston ve ark.,
2001). Ostrus endokrinolojik olarak Luteinlestirici Hormon (LH) yilkselmesi ile
baslar. Daha sonra progesteron konsantrasyonundaki yikselme ve Ostrojen
konsantrasyonundaki azalma ile karakterizedir. Bu dénemde ovulasyon,
ovumun maturasyonu ve konsepsiyon meydana gelir (Jeffcoate ve Lindsay,
1989; Goodman, 2001).



1.2.3. Diostrus

Ciftlesme dénemini izleyen evredir. Bu dénem LH zirvesinden yaklasik 7-10
glin sonra baslar. En belirgin 6zelligi erkegin artik kabul edilmemesidir
(Goodman, 2001). Ortalama sdresi 70 gundur (Butinar ve ark., 2004). Luteal
aktivite bu sUrectedir. Kbpekte progesteron dizeyi yikselmeye devam eder.
Ostrus ve dibstrus dénemlerinin her ikisi de progesteronun baskin hormon
oldugu dénemlerdir. Ostrusta kdpekler ciftlesirler, diéstrus déneminde ise

fizyolojik olarak gebe sayilirlar (Feldman ve Olson, 1996).

1.2.4. Anostrus

Luteal evrenin (didstrus) sonundan follikiler evrenin (prodstrus) baslangicina
kadar gecen sUredir (Goodman, 2001). Disi koépekler luteal evrenin
sonlanmasi ile zorunlu olarak andstrus dénemine girerler (Inaba ve ark.,
1998; Verstegen ve ark., 1999). Bu dénem reprodiktif acidan sakin ancak
endokrinolojik acidan oldukca aktif bir dénemdir. Bu dénemde reproduktif
sistem kendini yeniler. Diger tirlerde oldugu gibi kdpeklerde de bu dénemde
sporadik olarak ani LH ylUkselmeleri gérilebilir (Feldman ve Olson, 1996;
Butinar ve ark., 2004). An@strus suresi bireye ve tire gore cesitlilik gbsterir
(Hoffmann ve ark., 1996).

1.3. Ostrus Siklusunun Endokrin Diizeni

1.3.1. Ostrojen

Ostrojen, follikillerden sentezlenen benzer yapili steroidler grubunu
tanimlamada kullanilan ortak bir isimdir. Bu grupta 6stradiol-17f3, dstriol ve

6stron bulunmaktadir. Bunlar icinde en énemlisi Ostradiol-17p°dir (Bearden
ve Fuquay, 2000).



Ostradiol; uterus, vagina ve vulvada bazi degisikliklere neden olur.
Reproduktif sistemde meydana gelen bu degisiklikler siklusun izleyen
dénemleri icin képegi ciftesmeye ve konsepsiyona hazirlar (Feldman ve
Olson, 1996; Goodman, 2001). Bu degisiklikler; uterus bezlerinin blylimesi
ve aktif hale gelmesi, mukozanin damarlasmasi ve 6dem sekillenmesi,
damarlarda gecirgenligin artmasina bagli olarak vulvadan kanli akinti gelmesi
olarak sayilabilir. Ayrica &stradiol salgilattigi sekresyonlar ile gametin
yasamasini ve taginmasini saglar, diz kaslari uyarir. Dz kaslarin uyarimi
tubal silier sistemi uyarir ve fertilizasyonun sekillenmesi i¢in spermatozoayi
oositin bulundugu utero-tubal bélgeye tasir (Jeffcoate, 1998).

Prodstrus sirasinda 6strojen sentezi ve salinmasi gelisen ovaryum
follikllerinden kaynaklanmaktadir. Andstrus ddéneminde follikiller sarekli
gelisim gb6stermektedirler. Ancak hipofiz destegi olmadigi icin  son
olgunlagsmay1 gerceklestiremezler. Hipotalamus kokenli gonadotropin
salgilatict  hormon (GnRH) etkisi ile anterior hipofizden salgilanan
gonadotropin (LH, FSH) uyarimiyla gelisen follikiller Ostrojen sentez ve
salinimini  gergeklestirebilecek olgunluga erigirler. Salinan bu &strojen
ciftlesme disindaki diger davranigsal degisikliklere neden olur (Feldman ve
Olson, 1996; Jeffcoate, 1998; Goodman, 2001).

Andstrus déneminde dolasimdaki bazal éstrojen miktari ortalama 5-15
pg/ml'dir. Klinik prodstrus ile birlikte éstrojen (6stradiol) konsantrasyonu 15
pg/mI'nin Uzerine ¢ikar. Erken prodstrusta konsantrasyon ortalamasi 25
pg/ml iken ge¢ prodstrus déneminde 60-70 pg/ml dizeyini gegebilir. Plazma
Ostradiol dizeyindeki zirve prodstrus sona ermeden 24-48 saat Once
gerceklesir (Feldman ve Olson, 1996). Bu, ayni zamanda preovulatér LH
zirvesinin 1-2 giin éncesidir (Concannon ve ark., 1975; Butinar ve ark., 2004).
Ostrojen konsantrasyonu, zirve yapti§i dénemde 50-120 pg/ml'ye kadar
ulasabilir (Goodman, 2001). Ostrojenin zirve degerlerinin 22 pg/ml ile 600
pg/mI'nin sinirlarinda olduguna isaret eden bildirimler bulunmaktadir

(Concannon ve ark.,1975)



Plazma &stradiol konsantrasyonundaki azalma éstrusun baglamasina
neden olur. izleyen 5-20 giinde plazma &stradiol konsantrasyonu yavasca
bazal seviyesine dobner. Disi kopek Ostradiol konsantrasyonu dasup
progesteron konsantrasyonu ylkselmeye basladigi zaman erkegi kabul eder.
Bu olay disi sekstiel davraniglarin uyarilmasinda progesteronun éstrojenden
daha baskin oldugunu distndirmektedir (Olson ve ark, 1984; Johnston ve
ark., 2001)

Ostrojen progesteron oranindaki azalma prodstrusun son giiniinde iki
temel olaya yol agar. Bunlardan birincisi, disi kbpegin davraniglari ile ilgilidir:
prodstrus déneminde pasif olan disi kdpek 6strus doneminde aktiftir. ikincisi
ve en dnemlisi kombinasyonun hipotalamus ve hipofiz Gzerine yaptigi pozitif
geri tepki (feed back) etkisidir. Bu etki sayesinde dstrus déneminde FSH ve

daha 6nemlisi LH salgisi uyariimaktadir (Feldman ve Olson, 1996).

Ostrusun baslangicinda serum &stradiol konsantrasyonu 70 pg/ml
diizeyindedir. Ostrusun ilk 1-3 giiniinde &stradiol konsantrasyonunda artis
daha sonra ise dislUs g6zlenir. Buradaki disis ¢ok dnemlidir ¢iinki dstradiol
dizeyi andstrus déneminde prodstrus déneminde oldugundan daha yUksektir.
Serum o&stradiol dizeyi 15 pg/ml oldugu zaman &strus dénemi sona erer
(Feldman ve Olson, 1996).

Andgstrus ve didstrus donemlerinde bireysel farkliliklar olmakla birlikte
Ostrojen konsantrasyonu bazal seviyede (5-15 pg/ml) seyretmektedir
(Feldman ve Olson, 1996).

1.3.2. Luteinlestirici Hormon
Disi koOpekte Luteinlestirici hormon (LH) ve prolaktin luteotropik etkili

hormonlardir (Hoffmann ve ark., 2004). Luteinlestirici Hormonun yikselmesi,

olgun follikdllerin hizli bir sekilde bayUimesini ve luteinize olmasini saglar,



ovulasyona neden olur ve Ostrojen salgilayan folliklllerin progesteron
salgilayan korpora luteaya dénmesine yol acar. Luteinlestirici hormon zirvesi
sayesinde siklus follikiler fazdan luteal faza geger (Concannon, 1986).
Ostradiol zirvesinden 1-2 giin sonra preovulatér LH zirvesi baslar ve
Ostradioldeki azalmayla beraber plazma progesteron konsantrasyonu yukselir
(Concannon ve ark., 1975; Butinar ve ark., 2004).

Gec andstrus ve erken prodstrus dénemlerinde hipofizden kuvvetli LH
salinimi sekillenir. Lateinlestirici hormon dizeyi prodstrus siresince bazal
konsantrasyona doner ve Oyle kalir (Olson ve ark,1984; Feldman ve Olson,
1996; Johnston ve ark., 2001).

Siklusun follikliler evresinin sonunda (6strus basinda) azalan 6strojen
progesteron orani képekte LH zirvesini baslatir (Goodman, 2001; Johnston
ve ark., 2001; Butinar ve ark., 2004). Ancak bazi hayvanlarda &6strus, LH
zirvesini 4-5 glin sonra bazilarinda ise 2-3 gin énce baslayabilir (Concannon,
1986). Bunun yaninda bazi arastiricilar LH zirvesini ile &strus baslangici

arasinda bir iliski saptayamamiglardir (Olson ve ark.,1984).

Preovulatér LH zirvesi granuloza hicrelerinin luteinizasyonundan 2-3
gun sonra sekillenir ve korpora lutea sekillendikten sonraki 24-48 saat icinde
ovulasyonu basglatir (Concannon ve ark., 1975; Johnston ve ark., 2001). Bazi
arastirmacilara gére ovulasyon LH zirvesinden ortalama 24-72 saat (asgari
ve azami olarak 0-96 saat icinde) sonra gerceklesir (Olson ve ark.,1984;
Butinar ve ark., 2004; de Gier ve ark., 2006). Disi kdpekler normal olarak
coklu ovulasyon gosterirler. Godu ovulasyon LH zirvesi sonrasi 30-48 saat
icinde gerceklesir. Ancak bazi follikiller LH zirvesi sonrasi, 96. saate kadar
ovule olmazlar (Jeffcoate, 1998). Luteinlestirici hormon dalgasindan sonra
serum LH dlzeyi 1-3 giin daha yikselmeye devam eder (Concannon,1986).

Kopeklerde preovulatér LH zirvesini suresi ortalama 24-96 saattir. Bu

sure diger turlerde ¢cok daha kisadir (inekte 8 saat kadar) (Concannon ve ark.,



1975; Olson ve ark.,1984; de Gier ve ark., 2006). Olusan LH zirvesini takiben
LH konsantrasyonu andstrus, erken prodstrus veya diéstrus dénemlerinde
oldugundan daha disUk dizeye iner. Bu disik dizeyin nedeni hipofizden LH

salinmasinin depresyonudur (Johnston ve ark., 2001).

Disi kopegin reproduktif siklusunda LH ovulasyonu tetikleyici
6zelliginden dolayr merkezi hormondur (Concannon,1986; Goodman, 2001).
Zirve doéneminin belirlenmesi icin  gUnlik seri odlcimlerin  yapilmasi
gerekmektedir. Bundan dolayr LH'nin pik déneminin belirlenmesi uygun
cifttesme zamaninin belirlenmesi igin pek uygun bir tani yontemi degildir
(Olson ve Husted, 1986; Jeffcoate ve Lindsay, 1989). Plazma progesteron
dlzeyindeki erken artis preovulatér luteinizasyonu yansitabilir (Concannon
ve ark.,, 1975). Bu nedenle LH yerine 0Ostrojenin veya progesteronun
6lcilmesi ovulasyon zamaninin belirlenmesinde daha pratik bir yéntemdir
(Jeffcoate ve Lindsay, 1989). Ancak, uygun ciftesme zamanin tespit
edilmesinde LH zirvesinden yararlanilacaksa giftlestirme igin en uygun

zaman zirveyi izleyen 0. ile 5. giin arasindadir (Concannon, 1986).

Disi kopeklerde gebelik olsun veya olmasin, LH dizeyi diéstrusun
ikinci yarisinda artig gosterir. Konsantrasyon 20. giinde 2940 ng iken 55.

gunde 5089 ng diizeyine ulasmaktadir (Hoffmann ve ark., 2004).

1.3.3. Follikil Uyarici Hormon

FollikGl uyarict hormon (FSH), follikil gelisimi ve &stradiol sekresyonu igin
gerekli hormonlardan bir tanesidir. Ancak dolagimdaki miktari LH kadar
artmamaktadir.  Follikdl uyarict  hormon konsantrasyonun artmasini,
follikilerden salinan, inhibin engellemektedir. Bu hormon folliklllerin
olgunlagsmasinda ve ovulasyon sonrasi korpora luteaya ddnismesinde
6nemli rol oynamaktadir. Bu sire¢ kdpeklerin reproduktif siklusunda Kilit



noktalardan bir tanesidir. Preovulatér follikilerden progesteron salinmasi

ovulasyonu ve erkegin kabul edilmesini saglar (Jeffcoate, 1998).

Follikiler ddénemde FSHnin plazma konsantrasyonu dlslk
seviyededir (Butinar ve ark., 2004). Andstrus déneminde ise disuk &strojen
ve yukselen FSH diizeyi s6z konusudur (Verstegen ve ark., 1999).

Follikdl uyarici hormon dalgalari LH dalgasi ile birlikte siklusun her
déneminde goérulmektedir. Preovulatér LH dalgasi FSH salinimi ile birlikte
sekillenir. Bununla birlikte preovulatér LH ve FSH dalgasi arasinda kiguk
farkhhklar mevcuttur. Erken ve ge¢ andstrus dénemlerinde bazal plazma FSH
konsantrasyonunda artis goérulir. Dolagimdaki FSH dlzeyinin artmasi,
ovaryumdaki follikilogenezisin baslayip andstrusun sona ermesi icin
gereklidir. Tam kopeklerde preovulatér FSH dalgasi preovulatér LH
dalgasindan yaklasik ¢ kat daha uzun strer. Bu FSH'nin yarilanma
dmrinin LH'dan daha uzun olmasi ile agiklanabilir. Bunun yaninda FSH-LH
salinimi GnRH dalgasinin sikligi ve ylksekligi ile iliskilidir (de Gier ve ark.,
2006).

1.3.4. Progesteron

Kbpeklerde 6strus siklusunun en etkin hormonlarindan bir tanesidir (Hoffman
ve ark.,, 2004). Progesteron konsantrasyonundaki ylUkselme 0Ostrus
davranislarini ve yogunlugunu belirler. Progesteron ve éstrojen arasindaki
kombinasyon ¢cogu kdpekte Ostrus davraniglarinin en st dizeyde olmasini
saglamaktadir (Olson ve ark.,1984; Feldman ve Olson, 1996).

Siklusun follikGler evresinin sonunda (ge¢ prodstrus) progesteron
dizeyi yukselirken 6strojen dizeyi digsmeye baslar. Progesteronun kaynagi
luteinize olan folliklller (preovulatér lUteinizasyon) ve ovulasyon sonucu

olusan korpora luteadir (Goodman, 2001; Johnston ve ark, 2001). Korpora



lutea sekilleninceye kadar folliktller progesteron sentezlerler. Bu hucreler
ayni zamanda erkegdin kabul edilmeye baslandigi prodstrusun son gininde
progesteron konsantrasyonun yikselmesini saglarlar. Buna gore follikdller;
erken ve orta prodstrus déneminde Ostrojen, ge¢ prodstrus déneminde ise
dstrojen ve az miktarda progesteron ireten yapilardir. Ostrus boyunca ise
esas olarak progesteron ve az miktarda dstrojen Uretirler (Feldman ve Olson,
1996).

Progesteron konsantrasyonu tim prodstrus boyunca bazal dizeyde
seyreder. Bu dizey, <0,5 ng/ml ile <1-2 ng/ml gibi farkli niceliklerde
bildirilmektedir (Feldman ve Olson, 1996; Johnston ve ark, 2001). Bu
dizeydeki konsantrasyon prodstrusun son 24-72 saatine kadar devam eder.
Prodstrusun sonunda ise 2-4 ng/ml diizeyine ¢ikar (Olson ve ark, 1984).
Prodstrusun sonlanip &6strusun baslamasiyla birlikte plazma progesteron
dizeyi kritik degerin Uzerine ¢ikar (1,0 ng/ml dizeyindeki konsantrasyon
Ostrustaki tipik davranissal degisimler igin yeterlidir) (Feldman ve Olson,
1996).

Progesteron dlzeyi 6strusun ilk glnlerinde artmaya baslar ve
diéstrusun ilk birka¢c haftasi boyunca da bu artis devam eder (Olson ve
ark.,1984). Fonksiyonel korpora luteanin gelismesiyle birlikte progesteron
konsantrasyonu 1-3 hafta daha ylkselmeye devam eder. Bu dénem
hormonal olarak Ostrojenin devamli azaldidi progesteronun ise devamli arttig
bir evredir. Bu evrede LH salinmasi 12-24 saat siresince yogun olarak
devam eder (Feldman ve Olson, 1996).

Andstrus sirasinda <0,5 ng/ml olan progesteron dizeyi prodstrus
sirasinda 0,5-1,0 ng/ml diizeyine ulagsmaktadir. Preovulatér LH zirvesininden
24-48 saat 6nce serum progesteron diizeyi 1 ng/ml'ye ve LH zirvesi sirasinda
ise 2-4 ng/ml diizeyine ulagmaktadir. Ovulasyondan iki giin sonra serum
progesteron dlzeyi tipik olarak 4-10 ng/mlyi bulur. Bu progesteronun
kaynag! korpora luteadir (Feldman ve Olson, 1996). Diéstrus sirasinda bazi



hayvanlarda progesteron dizeyi 50-90 ng/ml'ye (Feldman ve Olson, 1996)
(15-90 ng/ml Goodman, 2001) ulasabilir.

Ovulasyon sirasinda plasma progesteron dizeyi yaklasik 5 ng/ml
dizeyindedir. Didstrusun ilk 20 gininde en ylUksek degerine ulasir. Bu
period andstrusta dizeyin <1 ng/ml olmasi ile sonlanir (Hoffmann ve ark.,
2004).

Plazma progesteron konsantrasyonu didstrusun baslangicindan sonra
yUkselmeye devam eder ve 10-30 ng/ml diizeylerinde seyreder. Bu durum
LH zirvesinden yaklagik 30 glin sonrasina kadar devam eder. Bu dénemden
sonra progesteron dizeyi azalmaya baslar ve LH zirvesinden 60 gln
sonrasina kadar bu azalma devam eder. Bu dénemde dizey yaklasik olarak
10 ng/mldir (Goodman, 2001).

1.3.5. Prolaktin

Bu hormon, meme bezlerinin gelismesinde ve sit salgilamasinda énemli role
sahiptir. Meme bezinin gelisimin her agsamasinda etkilidir. Dogum ve sonrasi
hazirliklarin  olusmasinda ve klinik yalanci gebelik davraniglarinin
sekillenmesinde etkilidir (Onclin ve Verstagen, 1997; Ozyurtlu, 2004). Ayrica
Prolaktin (PRL) disi kdpeklerde luteotropik etkilidir. Prolaktinin inhibisyonu
veya bir antogonistin kullaniimasiyla luteal evre aniden sona erer. Bu amagla
Dopamin agonistleri kullanilabilir (England, 1998; Kooistra ve Okkens, 2001;
Ozyurtlu ve ark., 2006).

Prolaktin, prodstrus ve 6strus boyunca disik konsantrasyonlarda
seyreder. Gebeligin ikinci yarisinda ise konsantrasyonu hizla artar. Prolaktin
konsantrasyonundaki bu artig progesteronun azalmaya baslamasi ile ayni
anda sekillenir (England, 1998; Ginzel-Apel ve ark., 2006). Bu iliski hem

gebe hem de gebe olmayan kdpeklerde aynidir (Hoffman ve ark., 2004;



Ozyurtlu ve ark., 2008). Prolaktin konsantrasyonu gebe kdpeklerde gebe
olmayanlara gbére doért kat daha fazla bulunmustur. Ancak gebe olmadig
halde PRL konsantrasyonu daha ylUksek olan kdpekler de olabilir (England,
1998).
yavrularin emmeleri sonucu tekrar yikselir (Feldman ve Olson, 1996).

Dogum oOncesi prolaktin konsantrasyonu 1-2 gun azalir ancak

LH

FSH

GEBE m-:(‘;il./

GEBE
PROCECTERON AN
RNUGULS 1 W UIN

X

GEBE DEGIL

\

/!

.

OSTROJEN

GEBE

EBE DEGIL,
L,

v =m— oo

DIOSTRUS

GEBELIK

YALANCI GEBELIK

neR=Sne

ANOSTRUS

Sekil 1.1. Kopeklerin dstrus siklusu ve gebelik dénemlerinde LH, FSH, progesteron ve
Ostrojen konsantrasyonlarindaki degisiklikler

1.4. Kdpeklerde Gebeligin Endokrinolojisi

Evcil memeli hayvanlarda gebeligin devamini gegici bir endokrin bez olan

korpus Iuteum saglamaktadir. Bu bezin temel gbrevi progesteron

sentezlemektir. Korpus luteumun luteal evre boyunca devam etmesi
luteotropik bazi faktorler ile saglanir. Memeli hayvanlarda bu faktérler hipofiz
kaynakh LH ve PRL, plasenta kaynakli koriyonik gonadotropin ve pankreas
kaynakli insulindir. Buradan anlasilacagi gibi ovaryum, hipofiz ve plasenta
gebeligin devam etmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Onclin ve Verstegen,
1997).

ovulasyondan itibaren luteal donemin 24-28. glnlerine kadar, hipofiz destegi

Kdpeklerde korpora lutea, gebelik bulunsun veya bulunmasin,

olmadan, fonksiyonunu surdurir. Bu dénemden sonra luteotropik etkili LH ve

prolaktin devreye girer ve luteal fonksiyonu devam ettirir (Galac ve ark.,



2004). Evcil hayvanlarin cogunda gebelige bagh olarak Iuteal evrenin
stresinde uzama sekillenir. Bunun sonucunda bir sonraki dstrus siklusu daha
gec gobrilir. Kdpeklerde bu tip bir gecikme yoktur. Disi képeklerde, gebe

olsun veya olmasin, luteal evrenin suresi aynidir (England, 1998).

Kdpeklerin gebelik sdrelerinin belirlenmesi dogumun veya sezaryen
operasyonunun planlanmasi agisindan 6énem tasir (Eilts ve ark., 2005).
Kdpeklerde gebelik streleri, reprodiktif siklusun &strus sdrelerinin farkh
uzunlukta olmasi (3-21 glin) ve spermatozoanin disi reproduktif sisteminde
uzun slre (altt gine kadar) canli kalabilmesinden dolayr farklihk
gOstermektedir. Gebeligin baslangici olarak kabul edilen dénem de gebelik
suresinin hesaplanmasini etkilemektedir (Linde-Forsberg ve Enroth, 1998;
Kutzler ve ark., 2003). Ayrica, kdpeklerde ovulasyon LH dalgasindan 24-78
saat sonra sekillenir. Ovule olan oosit primer oosittir ve olgunlagsmasi i¢in 2-3
gun gereklidir. Bundan dolayr tohumlama LH zirvesinden 3-7 gin sonra
yapilmalidir (Rota ve ark., 1999). Eger gebelidin baslangici olarak ciftlesme
gunl baz alinirsa gebelik stresi ¢oklu ciftlesmeler icin, ilk ¢iftlesmeden sonra
57-72 gun (Linde-Forsberg ve Enroth, 1998; Kutzler ve ark., 2003), tek
ciftlesme icin ciftlesmeden sonra 58-69 gun olarak kabul edilir (Kutzler ve ark.,
2003). Eger gebeligin baslangici olarak preovulatdér LH zirvesi baz alinirsa
gebelik stresi 65+1 gln olarak hesaplanmalidir (Linde-Forsberg ve Enroth,
1998; Kutzler ve ark., 2003; Eilts ve ark., 2005). Ayrica, gebelik slresi
ovulasyondan sonra 631 gun (Linde-Forsberg ve Enroth, 1998) ve LH
zirvesini takiben progesterondaki yikselmenin belirlenmesinden sonra 65+3
gln olarak hesaplanabilir (Eilts ve ark., 2005).

Ostrojenin plazma konsantrasyonu gebeligin ilk 5-6 haftasinda bazal
seviyededir (5-15 ng/ml). Gebeligin ilerleyen dbnemlerinde dstradiol
konsantrasyonu yavasca yuUkselir ancak prodstrustaki diizeyinin (<20 pg/ml)
altinda kalir. Bu artis doguma kadar sabit kalir ve dogum esnasinda
progesteron gibi azalir. Ostrojen meme bezlerinin gelismesine ve serviksin

acllmasina katkida bulunmaktadir (Feldman ve Olson, 1996). Gebe ve gebe



olmayan hayvanlarin 6stradiol degerleri arasinda herhangi bir farklilik yoktur
(England, 1998).

Progesteron, preovulatér LH dalgasi sonrasi yukselmeye baslar ve
gebeligin 15-30. glninde zirve yapar. Bu dénemde progesteron dizeyi 15-
90 ng/mldir. Gebeligin son 1/3'linde ise progesteron dlizeyi yavasca
azalmaya baslar ve 4-16 ng/ml olan degerine ulagir. Bir-iki hafta bu dizeyde
devam ettikten sonra dogumdan 12-24 saat 6nce aniden 2 ng/ml'nin altina
diser (Goodman, 2001). Bu dists Feldman ve Olson’a (1996) gére 36-48
saat 6nce gerceklesir. Gebe olan ve gebe olmayip diéstrus déneminde
bulunan kdpeklerin progesteron konsantrasyonlari arasinda énemli bir fark
yoktur. Bundan dolay! gebelik tanisinda serum progesteron konsantrasyonu

kullanilmamaktadir (Feldman ve Olson, 1996).

Gebelikte progesteron ve Ostradiol seviyelerinin tersine hipofiz
kaynakh LH, FSH, Prolaktin (PRL) ve Buyume hormonu (BH) gibi
hormonlarin seyri ve fonksiyonu hentiz tam olarak agikhda kavusturulama

mistir (Concannon ve ark., 1989)

Luteinlestirici hormonun dolasimdaki konsantrasyonu 6strusun ikinci
yarisi ve gebeligin ilk yarisinda dusik seyreder. Diger hipofiz hormonlarinda
oldugu gibi LH'nin da salinimi pulsatildir ve luteal evrenin ikinci yarisinda
artar (Feldman ve Olson, 1996).

FollikGl uyarict hormonun konsantrasyonu gebeligin ikinci yarisinda
artmaktadir. Bu artis ayni dénemde Ostradiolun artisina katkida bulunur
(Feldman ve Olson, 1996).

Prolaktin, prodstrus ve 6strus boyunca disik konsantrasyonlarda
seyreder. Ancak gebeligin ikinci yarisinda dizeyi hizla artar ve gebe
olmayanlarin ¢ok Uzerine ¢ikar. Prolaktin konsantrasyonu gebe kdpeklerde

gebe olmayanlara gére dort kat daha fazla bulunmustur. Prolaktinin gebeligin



ikinci yarisindaki artisi progestonun azalmaya basladigi dénemde olur.
Doguma kadar prolaktin konsantrasyonu 1-2 gin azalir ancak yavrularin
emmesi sonucu tekrar yikselir (Feldman ve Olson, 1996). Ortalama plazma
prolaktin degerleri dogum esnasinda 42 ng/mldir. Dogumdan 24-48 saat
sonra 16 ng/ml dizeyine iner ve daha sonra tekrar yukselerek 40 ng/ml
dizeyine ulagir. Laktasyon sirasinda prolaktin konsantrasyonlari farkhlik
g6stermektedir (Kooistra ve Okkens, 2001).

Relaksin, kdpeklerde bilinen tek gebelik spesifik hormondur. Plazmada
ovulasyondan sonraki 21. ginde bulunmaya baglar ve zirve degerine
yaklasik olarak 50. gunde ulasir (Steinetz ve ark, 1989; England, 1998;
Carlson ve Gese, 2006). Gebelik disinda, kisirlastinimamis disi képeklerde
fizyolojik olarak yalanci gebelikle de karsilagiimaktadir. Bu olgunun nedenleri
arasinda luteal evrenin yaklasik 60 giin slirmesi ve bu dénemde progesteron
kékenli uyarimin olmasi sayilabilir (Johnston,1986). Ancak, anahtar rol
prolaktindir. Progesterondaki ani disme ile birlikte prolaktinin yikselmesi

sonucu yalanci gebelik sekillenmektedir (Gobello ve ark., 2001a; Ozyurtlu ve

ark., 2006).
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Sekil 1.2. Kdépeklerde gebeligin endokrin diizeni (Concannon ve Lein, 1989'dan
uyarlanmistir)



1.5. Hormonlarin Tanimi ve Ozellikleri

Hormonlar, endokrin bezlerden salgilanan kan ve lenf ile organizmanin baska
bdlgelerine, etkileyecekleri hedef doku veya organlara tasinan ve burada
bazi degisikliklere sebep olan bir tir kimyasal habercidirler. Hedef
dokulardaki 6zel reseptorleri ile birlesen hormonlar bu yapinin fonksiyonlarini

uyarir, durdurur veya degistirirler (Carruthers, 1986; Alagam, 2002).

Neredeyse tim karmasik fizyolojik ve metabolik siire¢ endokrin sistem
ve hormonlar tarafindan dizenlenmektedir. Nadiren tek bir hormon tek bir
islemden sorumludur. Erytropoietin’in eritrositlerden hemoglobin sentezini
uyarmasi buna érnek verilebilir. Ancak genellikle bir hormonun birden fazla
etkisi vardir (tiroksinin enzim sentezi, kan yapimi, karbonhidrat ve lipit
metabolizmasi Gzerine etkileri gibi). Bazen de birgok hormonun tek bir etkisi
vardir (prolaktin, kortikosteroidler, plasental laktogen, cinsiyet hormonlari ve
oksitosinin laktasyonu dizenlemesi gibi) ve son olarak birgok hormon birgok
etkiyi saglar (reproduktif steroidler, oksitosin ve kortikosteroidlerin gebelik,

fétal gelisim ve dogumu saglamasi gibi) (Reimers, 2003).

Hormonlarin ortak Ozelliklerinden birincisi kan ve diger ekstrasellGler
sivilarda dusidk konsantrasyonda bulunmalaridir. Hormon konsantrasyonlari
10"-10° M’a kadar degisen oranlarda bulunurlar (Reimers, 2003). Normalde
hedef hicreler hormonlarina kargi plazmadaki konsantrasyonu 1072
mol/L’den dusik oldugunda yanit vermezler (Baki, 1999). Bu &zellikleri ile
diger hormonal olmayan aminoasitlerden, peptitlerden ve lipitlerden ayrilirlar.
Bunlarin ekstraselliler sivilardaki miktarlari 10° ile 10° M arasinda
degismektedir. Bu dlisik dizeylere ragmen radioimmunoassay ve diger
modern kantitatif tekniklerin gelistiriimesi sonucunda, serum, plazma, sut
veya idrar drneklerinin kiigik miktarlarinin bile arastirmalarda, klinik tanida ve

tedavinin izlenmesinde kullanilmasini saglamistir (Reimers, 2003).



Hormonlarin ikinci ortak 06zelligi ise hedef hicre ve dokulardaki
etkilerini dogrudan gdstermeleridir. Bu hormonlar i¢in ¢cok énemli bir 6zelliktir
cunkl ekstraselliler sivida cok disik miktarda bulunmaktadir (Reimers,
2003). Hormonlar kanda dolasirken b0Otin doku hicreleri ile temasa
gecebilirler; ancak hormona &6zgl reseptér tasiyan hcreler etkilenirler.
Hormonlarin kandaki miktarlari ¢ok duasUOktlr. Ancak hlcrelerdeki 6zgul

reseptdrler hormonlara kargi cok duyarlidirlar (Noyan, 1998).

1.5.1. Hormonlarin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi

Hormonlar kimyasal yapilarina gére protein hormonlar, peptid hormonlar,
aminoasit kokenli hormonlar ve lipid hormonlar olarak siniflandirilir (Reimers,
2003). Ayrica gene kimyasal yapilarina gére hormonlar lipofilik ve hidrofilik
olarakta siniflandirilirlar. Bu siniflandirmaya goére steroid hormonlar lipofilik
hormonlardandir. Aminoasitlerden kdken alan veya aminoasitlerin peptid
veya proteinlerinden koéken alan hormonlar ise hidrofilik hormonlardir
(Kaolman ve Roehm, 2005).

Protein hormonlar: Prolaktin (PRL) ve blylime hormonu (SH) bu grup

icinde yer alir (Reimers, 2003).

Glikoprotein hormonlar: Bu gruba gonadotropik fonksiyonlu hormonlar
girmektedir. Follikdl uyarici hormon (FSH), Luteinlestirici hormon (LH), Kisrak
koriyonik gonadotropini (eCG), insan koriyonik gonadotropini (HCG) ve Tiroid
uyarict hormon (TSH) 6rnek olarak verilebilir (Hafez, 1993).

Peptid hormonlar: insilin, insilin benzeri biyime faktéri-1 (IGF-1),
Adrenokortikotropik hormon (ACTH), Gonadotopin salgilatici hormon (GnRH)
ve Oksitosin olarak sayilabilir (Hafez, 1993; Reimers, 2003)



Lipid hormonlar: Bu katogorideki hormonlarin gogu steroid hormonlar
alt grubu altinda bulunmaktadir (Reimers, 2003). Vicuttaki hormonlarin en
blylk ve en 6énemli kismini steroid hormonlar olusturur. Bu hormonlar,
ovaryum, testis, adrenal korteks ve plasentanin i¢ salgilarindan olusurlar.
Steroid molekdltindeki karbon atomlari 1’den 21’e kadar numaralandirilir ve
moleklli olusturan halkalar da A, B, C, D harfleriyle gdsterilir. Steroid,
siklopentanoperhidrofenantren ¢ekirdegini kapsayan bilesiklere verilen isimdir.
Bu cekirdek bir siklopentan (D) halkasi ve tamamen hidrojenize olmus bir
fenantren halkasindan (A, B, C) olusmustur. Ostrojenler, progestagenler,
androgenler ve adrenal kortikoidler bu grupta yer alan hormonlardir (Hafez,
1993).

1.5.2. Steroid Hormonlarin Biyosentezi

Steroid hormonlarin  tamami kolesterolden sentezlenmektedir. Hormon
sentezi icin gerekli kolestrol cesitli kaynaklardan saglanir. Kolesterol,
hidroksilasyon ve ayrilma reaksiyonlari ile bircok hormonun biyosentezi igin
6nemli olan pregnenolon’a degisir. Pregnenolon dehidrojenasyon ve
hidrojenasyon ile progesterona ddénutsur. Ayrica Kalsitrol disindaki tim
steroid hormonlar progesterondan sentezlenir (Sekil 1.3) (Bearden ve
Fuquay, 2000; Martin ve Crump, 2003; Kaolman ve Roehm, 2005).

Steroid hormonlarin ¢ekirdek yapisi kolesterol, safra asitleri, ergosterol,
vitamin D ve kalp glikozitleriyle aynidir. Esas halkanin C atomlarina bagl
gruplarinda ve C17’ye baglanan zincirlerinde ¢ok kuguk farklar bulunmasina
ragmen bu bilesiklerin biyolojik fonksiyonlari blylk farklar gbéstermektedir
(Ozsar, 1983). Sonug olarak; molekiildeki karbon atomlarinin yapisina gére
steroid hormonlar asadidaki (i gruba ayriimaktadir; a) Ostrojenler: 18 karbon
atomuna ve fenol tasiyan bir A halkasina sahiptirler, b) Androgenler: 19
karbon atomuna sahiptirler, c) Gestagenler ve Kortikoidler: 21 karbon

atomuna sabhiptirler (Hafez, 1993).
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Sekil 1.3. Steroid hormonlarin biyosentezi (Kaolman ve Roehm, 2005)

1.6. Progesteronun Yapisi, Sentezi, Metabolizmasi ve Etkisi

Progesteron digi cinsiyet steroidi olan progestin (gestagen) ailesinin
(progesteron, 17-hidroksiprogesteron ve 20B-dihidroprogesteron) en énemli
dyesidir (Kaolman ve Roehm, 2005). Progestin ve progestagen terimleri
progestasyonel aktiviteli ve progesteron kdkenli veya ilgili steroidlerden
kbken alan steroid yapilar icin yekdigeri yerine kullanilabilir (Romagnoli ve
Concannon, 2006).



Dogal progesteron, siklusun luteal evresinde korpora luteadan fazla
miktarda Uretilir ve salinir. Bazi tlrlerde bu iglem plasenta tarafindan
gerceklestirilir. Progesteron ayrica bazi dokulardan 6n madde olarak da

sentezlenir (Romagnoli ve Concannon, 2006).

1.6.1. Progesteronun Kimyasal Yapisi

Gestagenler, steran (cyclopentanoperhydrophenantren) kimyasal yapisinda
olup steroid hormonlarin en blyUk grubunu olusturmaktadir. Progesteron bu
grubun en 6nemli Gyesidir. Bu hormon ilk kez 1934 yilinda Butenandt ve
arkadaglari tarafindan izole edilmis ve kimyasal yapisi belirlenmistir (Gékgen,
1975).

Progesteronun toplu formdlli CooH3O2'dir. Moleklldeki 3. ve 20.
karbon atomlari keton gruplarina sahiptirler ve A halkasindaki 4. ve 5. karbon
atomlar arasinda ¢ift bag vardir. Buna goére progesteronun tam kimyasal
formill “pregn-4en-3,20 dion” dur (Edqvist ve Stabenfeldt, 1993).
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Sekil 1.4. Progesteronun kimyasal yapisi

1.6.2. Progesteronun Biyosentezi

Progesteronun sentezinde ilk basamak Asetilkoenzim A’dir (aktive edilmis
sirke asidi) ve bir dizi ara basamaklardan sonra (mevalon asidi, isopentenyl-
pyrophosphat, farnesyl-pyrophosphat, squalen, lanosterin) kolesterin olusur.



Kolesterinin yan zincirlerinin oksidatif kisalmasi, 20. ve 22. karbon
atomlarinin hidroksilasyonuyla pregnenolon sekillenir. Nihayet dehidrasyon
sonucu progesteron meydana gelir (Granner, 2000; Niswender ve ark., 2000).
Progesteron hem diside fertilizasyon olaylarinda rol oynar hem de diger
cinsiyet hormonlarinin ve Kortikoidlerin sentezinde 6nemli bir basamak

olusturur (Kaolman ve Roehm, 2005).

1.6.3. Progesteronun Metabolizmasi

Progesteron, steroid hormon sentezinin son trGnddr ve Gretildigi en dnemli
organ korpus luteumdur. Ancak birkag tlrde progesteron plasentadan da
dretilir. Hormon, Uretildigi organlardan dogrudan kana salgilanir (Gokgen,
1975).

Progesteron kanda serbest ve plazma proteinlerine bagh halde
(glukuronid ve sulfatkonjugat) bulunur. Proteinlere bagli olarak bulunan
progesteron biyolojik olarak aktif halde dedildir. Ayrica steroid-protein
baglantisi geri dénlisUmltdir. Steroidler en fazla albumine baglanirlar,
globulinler ve alt gruplari daha sonra gelmektedir. Kanda 6zel baglanti
proteinlerinin bulunmasi progesteronun ileri metbolizmasini énemli 6lgtde
etkilemektedir. Globulinler, hormonu tasimak yaninda fonksiyon dizenleyici
olarak da gb6rev yaparlar. Bu proteinlerin 6zellikleri tlre, kandaki
konsantrasyonlarina, fizyolojik ve patolojik durumlara, yasa, cinsiyete,
gebelie ve uygulanan tedavilere gére farklilik gdstermektedir. Ornegin,
proteinlere bagl olarak bulunan progesteronun fare uterusunda etkisiz
oldugu kanitlanmistir. Proteinlere baglanma sonucunda steroid hormonlarin
aktivitelerinde, damar duvarindan ve diger ylUzeylerden emilmesinde
azalmalar olur. Steroid-protein kompleksi bir tir depodur ve uygun kosullarda
blylk miktardaki hormonlar etkisiz hale getirilmeden bu sekilde
saklanabilirler (Martin ve Crump, 2003).



Progesteronun pargalanmasi ve inaktif hale getirilmesi blyuk 6l¢ide
karacigerde, daha az olarak ta bobrekler ve diger dokularda
gerceklesmektedir. Parcalanma islemi molekildeki her iki keton grubunun
rediksiyonu ve A halkasinin hidrolize olmasi sonucu gergeklesir. Pargalanma
sonucu olusan UrUnlerin atilimasi ise idrar ve diski yolu ile gergeklesir
(Carruthers, 1986; Martin ve Crump, 2003; Kaolman ve Rohem, 2005).

1.6.4. Progesteronun Etkileri

Progesteron birka¢ organda endokrin rol oynamaktadir. Bu organlar uterus,
meme bezi, beyin ve kemiktir (Swan ve ark., 2002). Dolayisiyla
progesteronun etkileri reprodiktif ve reprodiktif olmayan seklinde ikiye
ayrilabilir. Bunun yaninda hormonun etkileri tire ve doza gére de degisiklik
gosterebilir. Ornegin, bazi progestinler insanlarda tam olarak progestasyonel
etki gOsterirken koOpeklerde biraz 06strojenik etki gdsterebilmektedir. Kimi
etkiler disik farmakolojik dozlarda kimisi de ylksek dozda ve uzun slrede
kendini gOstermektedir. Ayrica etkilerden bazilan klinik uygulamalarda
bazilari da deneysel caligmalar esnasinda goériimektedir (Romagnoli ve
Concannon, 2006).

1.6.4.1. Progesteronun Reproduktif Etkileri

Progesteron ve progesteron benzeri yapilarin (progestasyonel aktivite
gbsteren yapilar) en 6nemli etkisi gebeligin devaminin saglanmasidir. Ayrica,
yapilan reprodiktif calismalar bu hormonlarin; progestasyonel, antidstrojenik,
antiandrojenik, antigonadotropik ve kontraseptif etkileri oldugunu da
gbstermigtir  (Romagnoli ve Concannon, 2006). Ayrica progesteronun
immunsupresif etkisi de bulunmaktadir (Choi ve ark., 2000). Progesteronun

reproduktif etkileri su sekilde dzetlenebilir;



a. Progestasyonel etki: Gebeligin devamini saglamasi, endometrial
bezlerin gelisimini ve sekresyonu uyarmasi, servical kapanmayi saglamasi,
uterus motilitesini baskilamasi ve meme bezinin gelisimini saglamasi

(6zelliklede lubulo-alveolar dokular) seklindedir.

b. Anti-Ostrojenik etki: Progesteron bu etkisini 6strojen reseptor
sentezini baskilayarak goésterir. Vaginal kanama, 6strus davranislar ve
oviducttaki sililerin hareketleri progesteron uygulanmasi sonucu ortadan
kalkmaktadir.

c. Anti-Androjenik etki: Progesteronun bu etkisi etkisini muhtemelen
androjen veya diger hormonlarin interferensi ile baglantilidir. Progesteron

uygulamasi libido gibi davranislar ortadan kaldirmaktadir.

d. Anti-Gonadotropik etki: Progesteron uygulanmasi sonucunda LH ve
FSH sekresyonu azalir, follikil gelisimi baskilanir ve ovulasyon engellenir.
Ancak dusUk konsantrasyondaki bazal gonadotropin sekresyonunu

etkilemezler, pulsatil gonadotropin sekresyonunu azaltirlar.

e. Kontraseptif etki: Bu etkilerini ¢oklu mekanizmalarla reproduktif
sistemin senkronizasyonunu bozarak, follikil maturasyonu ve ovulasyonu
engelleyerek ve spermatozoa tagsinmasini bozarak gercgeklestirirler (Evans ve
Sutton, 1989; Niswender ve ark, 2000; Romagnoli ve Concannon, 2006).

Kuglk hayvan reprodiksiyonunda progestagenlerin en ¢ok anti-
gonadotropik etkisinden yararlaniimaktadir. Kedi ve kdpeklerde progestin
uygulamalariyla ovaryum siklusu degisik derecelerde baskilanabilir. Ancak
progestinlerin dozu siklusun dénemlerine goére farkliliklar gésterir (Romagnoli
ve Concannon, 2006).



1.6.4.2. Progesteronun Reproduktif Olmayan Etkileri

a. Kortizol diizeylerini azaltarak hipofizden ACTH sekresyonunu
ve adrenokortikol fonksiyonu baskilayabilir,

b. BlyUime hormonu sekresyonunu uyarabilir,

C. insiilin resistansi, insiilin konsantrasyonunda artma ve glukoz
toleransinda degisiklik yapabilir,

d. Vicut 1sisini yavasca artirabilir,

e. Lipoprotein  lipaz'in  uyarilmasina bagl  olarak yag
depolanmasinda artisa neden olabilir,

f. Yiksek yogunluktaki lipoprotein (HDL) serum
konsantrasyonunda azalmaya neden olabilir,

g. Bobreklerde  aldosteronun  etkisini  azaltarak  sodyum
retensiyonunda azalmaya neden olabilir (Evans ve Sutton, 1989; Bhatti ve
ark., 2006; Romagnoli ve Concannon, 2006).

Bu etkileri disinda progesteron ve sentetik progestinlerin beyin
aktivitelerinin ve gevresel uyarimlarin dizenlenmesinde reproduktif olan ve
olmayan Onemli etkileri vardir. Bu etkilerini merkezi ve c¢evresel sinir
sisteminde bulunan reseptérleri sayesinde dogrudan gerceklestirirler
(Graham ve Clarke, 1997; Pluchino ve ark., 2006).

1.6.4.3. Progesteronun Yan Etkileri

Hormonun yan etkisi kullanildigi déneme gbére degismektedir. Gebelik
sirasinda uygulanan progestagenler dogumun baslamasini erteler gebelik
sUresini uzatir. Ayrica gebelik sirasinda uygulanan progesteron digi
fétuslarda maskulinizasyona erkek fétlslarda kriptorsidiye yol acabilir.
Progestinler ylksek bir 6strojen dozundan hemen sonra ya da endojen
Ostrojen miktarinin en yliksek oldugu prodstrus sonunda uygulandiginda anti-

gonadotropik etkilerine ragmen pro-gonadotropik etki gdstererek ve LH, FSH



dalgasi salinmasina yol acabilir (England 1998; Romagnoli ve Concannon,
2006). Normal siklusta 6strojen uyarimi sonrasinda progesterona maruz
kalma ve/veya siklus baskilamak amaciyla disaridan progestagen
uygulanmasi kistik endometrial hiperplazi-pyometra riskini artirmaktadir
(Ververidis ve ark., 2004; Bhatti ve ark., 2006; Corrada ve ark., 2006; Smith,
2006)

Progestagenlerin bu etkileri disinda da etkileri vardir; ¢ogu
progestagen meme timorlerinin gelisimini uyarmaktadir, 6zellikle benign
miks  adenokarsinom ve bazen malignant karsinomlara veya
adenokarsiomlara neden olabilirler (Evans ve Sutton, 1989; Millanta ve ark.,
2005; Bhatti ve ark., 2006). Hayvanlarin bazilarinda uzun sdreli progestagen
kullanilmasi sonucunda meme hipertrofisi gelisebilir. Hormonun bu etkisi
kedilerde kdpeklerden daha sik goériimektedir. Ayrica hormon kullanimina
bagl olarak istah artisi, kilo artigi ve nadiren letarji gorulebilir (Evans ve
Sutton, 1989). Hayvanin kil yapisinda dizelmelerde gérilebilir. Bu olay
sekonder pyoderma ile birlikte gelisebilir (Knottenbelt ve Herrtage, 2002).
Ayrica Ozellikle depo progesteronlarin deri alti olarak uygulanmalarini takiben
enjeksiyon boélgesinde kil déklulmeleri gorilebilmektedir. Bundan dolayi
progesteron enjeksiyonlarinin arka bacaklarin i¢c tarafinda kilsiz bdlgeden

yapiimasi 6nerilmektedir (England, 1998).

1.7. Endokrin Tani1 Yontemleri

Hayvan yetistiriciliginde bir endokrin bezin fonksiyonel durumu hakkinda bilgi
edinmek i¢in kanda hormon analizlerinin dnemi buyuktdr. Bu amagla biyolojik,
kimyasal ve biyokimyasal ilkelere dayali hormon &lgiim teknikleri
gelistirilmigtir. Ginumadzde ¢esitli 6lcim yoéntemleri ile hormonlarin en kiguk

miktarlari bile hizli ve guvenilir sekilde tespit edilebilmektedir.



Endokrin tani amaciyla vyararlanilan yodntemlerden bir tanesi
immunolojik yontemlerdir. Bu yOntemlere; immunoelektroforez,
Radialimmunodiffizyon  (RID), Immunohistokimyasal yéntemler ve
Radioimmunoassay (RIA) yodntemi 06rnek olarak verilebilir (Wood ve
Sokolowski, 1981).

Radioassay tekniklerinin gelistiriimesi ve radyoaktif isaretli izleyicilerin
antikorun baglanma yuzeyleriyle birlikte kullanilmasi endokrinolojide yeni
ufuklar agmistir (Ozsar, 1983).

Radyoaktif madde ile isaretlenmis &élcimler G¢ baslk altinda
toplanabilir.

A. Protein baglayicilarinin yarigmali 6élcimd: Baglayici proteinler
serum proteinleri gibi dogal sekillenen proteinlerdir. Steroid hormonlar suda
zayif eriyen ve kanda spesifik tasiyici proteinlerle taginan hormonlardir.
Steroid hormonlarin él¢iimesinde kortikosteroid baglayici globulin (CBG) ve
cinsiyet hormonu baglayici protein (SHBG) kullaniimaktadir. Bu proteinlerin
steroidlere baglanma spesifitesi yiiksek degildir. Ornegin, CBG progesteron,
17o0-hidroksi progesteron ve kortikosteroidlere, SHBG ise Ostrojen ve
androjenlere baglanir (IAEA, 1984). Bu teknik ile aldosteron, cAMP, serum
folat, antimikrozomal ve antitiroglobulin antikorlari ve vitamin D analoglari da
Olgulebilir. Bu yontemin dizenlenmesi kolaydir ancak birkag érnek igin ucuz
gbrunse de fazla sayida 6rnek bakmak i¢in RIA daha avantajli bir ydntemdir.
Gene bu yOntemde O&rneklerin  deproteinizasyonu  gerekmektedir.
Radioimmunoassay’de ise dogal antikor kullaniimaktadir (Skelley ve ark.,
1973). Hepsinden énemlisi, bu ydéntemde spesifite ve sensitivite kaybi fazla
olmaktadir. Bu nedenlerden dolay! bu sistem yerine daha spesifik olan RIA
kullaniimaktadir (Skelley ve ark., 1973; IAEA, 1984).

B. Radioreseptér assay: Follikal uyarici hormon, LH ve PRL gibi bazi
protein hormonlar kanda serbest halde bulunurlar. Hedef organlarda ise bu



hormonlara spesifik hicre membran reseptérleri bulunur. Bu &lgim
ybnteminde proteinler yerine bu reseptorler Olgular (IAEA, 1984). Bu
yéntemle SCTH doku reseptoérleri, 6strojen reseptérleri, LH, HCG ve cAMP
reseptorleri 6lgtlebilir. Bu ydntemin avantaji gbreceli olarak daha kisa zaman
almasidir (Skelley ve ark., 1973). Ancak bazi olgularda spesifite ytkselir ve
yontemin sensitivitesi ise genellikle zayiftir. Bundan dolayl, Protein
hormonlarin belirlenmesinde RIA kullaniimaktadir (IAEA, 1984).

C. Radioimmunoassay (RIA): Yiksek spesifite ve sensitivitesinden
dolayr bu ydntem hormon konsantrasyonlarinin belirlenmesinde genis
uygulama alani bulmustur. Bu yéntemde baglayici proteinler gibi hormona
spesifik antikor kullaniimaktadir. Antikorlar ticari olarak satin alinabilecegi gibi
tavsan, koyun, kobay veya atlarda da Uretilebilir (IAEA, 1984).

Radioimmunoassay gelistirildikten sonra onun ilkelerinden kéken alan

bircok yéntem gelistirilmistir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. RIA’dan kdken alan yéntemler. Tek farklari fiziksel ve kimyasal manipulasyonlardir.
RIA: Radioimmunoassay, EIA: Enzimimmonoassay, FIA: Floresans immunoassay, LIA:
Luminisent immunoassay, RRA: Radioreseptérassay, ERA:Enzimreseptérassay .

Radioimmunoassay ve ondan kdken alan testlerin suregleri
birbirlerinden farklidir. Ancak, her bir 6lgcim sistemindeki yapilarin birbirleriyle
olan iligkilerindeki kinetik reaksiyonlar ve matematiksel yorumlar benzerdir.

Antijen-antikor iligkisinin kesin dogas! henlz tam olarak bilinmemektedir



ancak genellikle asagidaki reaksiyon seklinde oldugu kabul edilmektedir
(Sekil 1.6) (Skelley ve ark., 1973).

Aj + An 5 AjAn

Sekil 1.6. Antijen-antikor iligkisi. Aj: antijen, An: antikor

1.8. Radioimmunoassay

Radioimmunoassay’in prensibi antijen-antikor reaksiyonunun radyoaktif
metotla élclimesine dayanir. Saturasyon (doyurma) yéntemlerinden biri olan
RIA’nin prensibinin temelinde ilk olarak baglanma bdlgelerinin tamamiyle
doyurulmasi, ikinci olarak bilinmeyen antijenin ve isaretli antijenin antikora
baglanmak igin yaristirilmasi vardir (Biodata, 1984). Prensipten anlasildig
gibi RIA’da U¢ temel unsur vardir. Bu unsurlar; aranan hormon (bilinmeyen
veya aranan antijen), isaretli hormon (isaretli antijen, Tracer; reaksiyon
indikatdri) ve spesifik antikordur (aranan antijene spesifik; reaksiyon spesifik
faktérl) (Stabenfeldt ve ark., 1976; Biodata, 1984; IAEA,1984; Van de Wiel
ve ark., 1986; Cupps, 1991).

Radioimmunoassay, aranan antijenin (6rnegin hormon) ve radyoaktif
isaretli antijenin, antijene karsi Uretilmis antikor molekullerine baglanabilmek
icin yaristiklar bir reaksiyondur. Radyoaktif isaretli antijen ve aranan antijen
sinirh - miktardaki antikor ile ayni ortama konulduklarinda antikordaki
baglanma yizeylerine baglanmak igin yarigsa girerler. Ortamdaki aranan
antijen (6rnek ve standart) miktari artirilirsa antikorun baglanma ylzeylerine
daha fazla sayida aranan antijen baglanir ve radyoaktif isaretli antijenin
baglanabilecegi yer azalir. Kisaca bu yans dogrudan dogruya ortamda
bulunan aranan antijenin (yani érnekte bulunan hormon) miktari ile orantilidir.
Bu U¢ unsuru bir araya getirip reaksiyona girmelerini sagladiktan sonraki
islem, antikora bagli antijenleri, baglanmamig antijenlerden ayirmak ve her iki



fraksiyondan birindeki radyoaktiviteyi saptamaktir. Boylece, baglh veya bagli
olmayan radyoaktif igaretli antijenin radyoaktivitesine dayanarak bilinmeyen
drnekteki hormon miktari hesaplanir (Sekil 1.7) (Ozsar, 1983; IAEA, 1984).

Aranan antijenin miktarini tayin etmede bu antijenin ¢esitli oranlarda
bilinen miktarlar, sabit miktarda antijen ve sabit miktarda antikor ile
reaksiyona sokulur ve standart ¢dzeltilerin konsantrasyonlari yatay eksene (x
ekseni), radyoaktivite sayim sonuglari da dikey eksene (y ekseni)
isaretlenerek standart egri elde edilir (doz-cevap egrisi). Bu standart egri,
belirli konsantrasyondaki aranan antijenin antikora baglanma yarisi sonucu,
ne kadar aranan antijenin (ligand) antikora baglanabildigini gd&sterir.
Orneklerin radyoaktivite sayaglarinda 6lclilen aktiviteleri (cpm) standart
egriye uygulanarak bilinmeyen isaretsiz antijen (aranan antijenin) miktari

hesaplanabilir (Ozsar, 1983).
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Sekil 1.7. Radioimmunoassay sireci. isaretli (*) antijen ile isaretli olmayan (bilinmeyen: o)
antijen ayni ortama konularak hormona spesifik antikora (Y) baglanmasi igin yaristirilr.
inkubasyondan sonra bagli olan ve olmayan kisimlari ayrilir ve her iki kisimdan biri
radyasyon detektori ile 6lgtlir (Reimers, 2003'den uyarlanmistir).

1.8.1. Radioimmunoassay’in Avantajlari ve Dezavantajlari

Her ybdntemin oldugu gibi RIA’ninda avantajlari ve dezavantajlari sz
konusudur. Radioimmunoassay’de az miktarda 6rnede ihtiyag duyulur, bir
defada birden fazla 6rnek Olgllebilir, herhangi bir 6rnek hazirlama
gereksinimi asgari dizeydedir, sonuglari mikemmel spesifite, dogruluk,
duyarliik ve kesinliktedir. Bu avantajlar yaninda daha fazla el islemi
gerektirmesi, radyoaktif atiklarin ortaya c¢ikmasi, gerekli radyoaktif



maddelerin pahali olmasi, hayvan hormonlari icin piyasada sinirli sayida
reajanlarin bulunmasi ve reajanlarin yari Odmrinin kisa olmasi gibi

dezavantajlari da vardir (Reimers, 2003).

1.8.2. Radioimmunoassay’in Bilegenleri

Bir RIA sistemi U¢ unsur ve gavenli bir ayirma sistemini kapsar. Bu unsurlar;

antikor, antijen ve igaretli antijen (tracer)’dir.

T Aj An

ﬁﬁ

T: Tracer (izotop ile isaretli antijen)
Aj: Antijen (bilinmeyen hormon)

An: Antikor (aranan hormona spesifik)
TAn: Tracer antikor kompleksi

AjAn: Antijen antikor kompleksi

T*: Serbest tracer

Aj°: Serbest antijen

Sekil 1.8. RIA nin gesitli bilesenleri. Ayni ortama koyulan isaretli antijen (T), miktar aranan
antijen (Aj) ve antijene spesifik antikor uygun inkubasyon sonrasinda isaretli antijen ve
antikor (TAn), aranan antijen ve antikor (AjAn) kompleksleri olustururlar. Ortamda bulunan
antikora baglanamayan isaretli antijen veya aranan antijen ise ortamda serbest (T° ve Aj°)
olarak bulunurlar. Serbest olan bu fazlar ortamdan uzaklastirildiktan sonra bagli olan
fazlardan bir tanesi élgulir.

1.8.2.1. Antikor

Bir immunojen tarafindan uyarilan immun sistem tarafindan tretilen yapilardir.
Antikorlar viicuda yabanci bir immunojen tarafindan uyarilan immun sistemin
B lenfositlerinden kbdken alan plazma huicreleri tarafindan salgilanirlar.
Antikorlar poliklonal ve monoklonal olmak Uzere iki cesittir. Poliklonal

antikorlar B lenfosit ve ondan kdken alan yapilar tarafindan Uretilen



antikorlardir. Ginimuzde bir ¢ok testte poliklonal antikorlar kullaniimaktadir
(Clark ve ark., 2002).

Bir antikor molekull iki agir zincir ve iki hafif polipeptid zincirden
meydana gelmistir. Bu zincirler sirasiyla 450 ve 215 aminoasitten olusmustur.
intra ve inter molekiiler disulfit kdprileri molekdilli bir arada tutar ve molekiile
Y seklini verir (Sekil 1.9) (Wood ve Sokolowski, 1981).
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Sekil 1.9. Bir antikorun yapisi

Antikorlar 1gG, IgM, IgA, IgD ve IgE olmak U(zere bes grupta
toplanabilir (Clark ve ark., 2002). Kan serumunda bulunan antikorlarin %80’i
lgG sinifina ait oldugu i¢in RIA’da kullanilan antikor molekulleri de cogunlukla
bu siniftandir (Cizelge 1.1) (Wood ve Sokolowski, 1981).

Cizelge 1.1. immunglobulinlerin siniflandiriimasi (Wood ve Sokolowski, 1981).

M . . Serum Toplam
Sinif ovlekl{ler Sedlmen_ta_syon konsntrasyonu | gammaglobulinler
agirhgi sabiti 24 gammagio o) s
gxi icindeki %’si
IgG 150,000 7S 3-16 ~80
IgM 900,000 198 0,5-2,0 6
IgA 160,000 75,98 1,5-4,0 13
IgD 185,000 7S 0-0,4 1
IgE 200,00 8S <0,1 0,002




Radioimmunoasay’de kullanilan antikor ticari olarak satin alinabilir
veya uygun immunizasyonlar yapilarak deney hayvanlarindan elde dilebilir.
Antikor elde etmek igin immunojenik 6zelliklere sahip antijenik bir molekdl

gerekmektedir.

1.8.2.2. Antijen

Antijenler, dogal veya sentetik yapida olmasi énemli olmayan, immunojenik
6zellige sahip olup vicuda enjekte edildigi zaman yabanci molekiiller olarak
algilanan yapilardir. Antijenlerin dogal immunojenik 6zellige sahip olanlari ve
olmayanlar vardir. Antijenik 6zellikleri olan ancak immunojenik olmayan bu

maddelere hapten denilmektedir (Wood ve Sokolowski, 1981).

Cizelge 1.2. immunojenik 6zellige sahip olan proteinler ve bu &zellige sahip olmayan
haptenler

Haptenler Proteinler
Steroidler ve peptid hormonlar Glikoproteinler ve lipoproteinler
Molekl agirliklart <3000 Molekdl agirliklari >3000

Hapten grubuna giren antijenik molekdller hayvana dogrudan enjekte
edildiklerinde immunojenik aktivite gOstermezler veya gosterdikleri aktivite
cok zayif olur. Kuvvetli bir immunojenik yanit isteniyorsa bu molekillerin
enjeksiyondan 6nce yuksek molekdl agirlikli tagiyici proteinlere baglanmalari
gereklidir. Bu amagla en c¢ok kullanilan tagiyici proteinler bovine serum
albumin (BSA) veya bovine tiroglobulindir. Protein grubunda yer alan
molekuller igin bdyle bir isleme gerek yoktur. Molekulller agirliklar biydk
oldugu icin dogal olarak immunojenik 6zelliklere sahiptirler. Dogrudan
hayvanlara enjekte edilebilirler. Bu maddelerin oral olarak verilmesi
imunojenik 6zelliklerini ortadan kaldirir veya azaltir (Wood ve Sokolowski,
1981).



Radioimmunoassay’de antijenler hem bilinmeyendir yani aranan
hormondur hem de isaretli antijendir. Olglimiin prensibi geregi antijenlerin
baglanacagi antikorun bu antijenlere spesifik olmasi gerekmektedir. Spesifik

antikor ise antijen kullanilarak yapilan immunizasyonlar sonucunda elde edilir.

immunizasyon calismalari icin dnerilen belirli bir yéntem yoktur. Cok
saylda immunizasyon yo6ntemi bulunmaktadir. Kullanilan antijenin
konsantrasyonu, segilen adjuvant, kullanilan hayvan, hayvanin genetik yapisi,
hayvanin bakim ve beslenme sartlari, immunizasyon yéntemi, kan
drneklerinin toplanmasi ve saklanmasi, booster (ikinci enjeksiyonlar)
enjeksiyonlar arasindaki sire gibi bir ¢ok faktér immunizasyon basarisini
etkilemektedir (Wood ve Sokolowski, 1981; Clark ve ark., 2002).

immunizasyon igin tavsan, tavuk, kobay, koyun ve kegi gibi hayvanlar
kullanilabilir. Bu hayvanlardan elde edilen antikorlar substans spesifiktir. ilk
antikora karsi antikor elde edilmek istendigi zaman koyun, keci ve esek gibi
hayvanlar kullanilabilir. Kullanilacak hayvan, elde edilmek istenen antikor
miktarina, bakim ve besleme olanaklarina gére degisir. Ayrica kullanilacak
olan hayvanlarin saglikli olmasi da énemlidir (Wood ve Sokolowski, 1981;
Clark ve ark., 2002).

immunizasyonda kullanilacak olan adjuvantin segimi ve kullanilan
miktari da énemlidir. Adjuvant, yiksek toksisite 6zelligi olan antijenlerin yavas
emilmesine yardim eder, lenfositlerin ylzeyinde bulunan reseptérlerin
immuojenin ¢ok distk konsantrasyonlariyla uzun sire temas etmesini saglar,
immun sistemin c¢esitli hdcrelerini dogrudan harekete gecirir (Wood ve
Sokolowski, 1981; Clark ve ark., 2002). immunizasyon igin kullanilacak
antijen Freund’'s complete adjuvanti ile karistirilarak uygulanir. Bu adjuvant
mineral yag, deterjan ve 6l tiberklloz basili igeren bir solisyondur. Freund’s
incomplete adjuvanti icerisinde ise tUberkll6éz basili yoktur (Wood ve
Sokolowski, 1981).



immunizasyon icin enjeksiyonlar deri ici veya deri alti yolla yapilmalidir.
Kas ici, damar ici, periton ici, ndddl ici uygulamalar tavsiye edilmemektedir.
Enjeksiyonlar sirt kismina ¢ok kiguk miktarlarda (10 ul, azami 250 pl-0,25ml)
deri alti olacak sekilde fazla sayida bdlgeye yapilir. Enjeksiyon sonrasi
hayvanlar, anaflaktik soka karsi, gézetim altinda tutulmalidir. Enjeksiyonlar
icin adjuvant kullanilarak yapilan emdlsiyonlar taze olarak hazirlanmalidir
(Wood ve Sokolowski, 1981; Clark ve ark., 2002).

Adjuvant ve antijen, 50:50 oraninda, bir enjektére ¢ekilir. Daha sonra
iki ucu kit sonlanan kanilin bir ucuna karisim cekilen enjektér diger ucuna
da bos enjektdr yerlestirilir ve dolu enjektérden bos enjekidre karisim
bosaltilir. Bu isleme antijen ve adjuvant birbirine tamamen karigana ve her ikKi
faz birbirinden ayrilmayacak duruma gelene kadar tekrar edilir (Sekil 1.10)
(Wood ve Sokolowski, 1981). Emiilsiyon hazirlanirken mimkiin oldugunca
steril ¢ahsiimahdir. Aksi takdirde lokal veya sistemik sorunlar ile
karsilasilabilir (Clark ve ark., 2002).
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Sekil 1.10. Antijen antikor emllsiyonun hazirlanmasi (Wood ve Sokolowski, 1981).

immunizasyonlara basladiktan 14 giin sonra tavsanlarin ana kulak
venasindan kan 6rnekleri alinir ve antikor titre tayini yapilir. Uygun titrede
antikor bulundugu takdirde antiserum 0,1-0,5 mllik porsiyonlara ayrilir ve
-20°C’de birka¢ yil saklanabilir ancak -70°C’de saklanmasi &nerilmektedir.

Birka¢ mililitre yUksek titredeki antikor radioimmunoassay c¢aligsmalar igin



milyonlarca o6rnek igin yeterli olur. Antikorlarin tekrarlayan ¢6zundurGlup
dondurulmalarindan denaturasyona neden olacagi i¢in kaginilmalidir (Wood
ve Sokolowski, 1981; IAEA, 1984).

1.8.2.3. Radyoaktif isaretli Antijen (Tracer)

Radioimmunoassay c¢alismalarinda bir ¢ok izotop isaretleyici olarak

kullaniimigtir (Cizelge 1.3).

Bu izotoplar icinde en cok kullanilanlar 21, "'l ve ®H (tritium) dur ve
bunlarin birbirlerine gére avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. "I
molkalinin yari émr0 8,04 giindir, hem gama hem beta isimasi yapmaktadir
ve yapilan karsilastirmalarda '*I'in gama sayacinda daha iyi sonug verdigi
belirlenmistir (Wood ve Sokolowski, 1981). °H isaretleyici olarak cok istikrarli,
yarilanma émrU ¢ok uzun, gama 1sini yayan ve radyasyon hasari az olan bir
izotopdur. Parlayici maddeye gereksinim duymasi nedeniyle pahali olmasi ve
son derece yanici olup toksik radyoaktif hasar birakmasi dezavantajidir
(IAEA, 1984). '®°I'in gama sayacinda %75'inden fazlasi okunabilmektedir ve
yart émri '*'I'e gére daha uzun olup daha diisik enerji yaymaktadir. Ayrica
2] baglandigi molekiliin elektirik gecirgenligini dolayisi ile fiziksel ve
kimyasal 06zelliklerini degistirmemektedir (Wood ve Sokolowski, 1981).

125 131 jle, steroid hormonlar 3H ile

Onceleri Tiroid ve proteohormonlar
isaretlenirdi. Ancak diger izotoplara olan avantajlari nedeniyle steroid
hormonlarin isaretlenmesi de uzun zamandir I ile yapiimaktadir (Wood ve

Sokolowski, 1981; Ozsar, 1983; IAEA, 1984)



Cizelge 1.3. Bazi radyoizotoplarin igima tipleri, enerjileri ve yarilanma émurleri

(Wood ve Sokolowski, 1981).

izotop Isin tipi Enerji (KeV) Yar1 omrii
°H B 20 12,25 yil
“C B 200 5736 sn
“p B 1700 14.3 glin
®s B 200 87,5 giin
°'Cr A 320 27,7 giin
>Co A 122,136 270 giin
“Fe B, A 500, 1600, 1099, 1232 | 44,6 giin
"Se A 121, 136, 265, 280 120 giin
FMTe IT 140 6,05 saat
2| A 25.35 60,14 glin
T B, A 60, 800, 284, 364, 637 | 8,04 giin

Antijenin radyoaktif izotopla isaretlenmesinde mimkin oldugu kadar
¢cok sayida molekilin isaretlenmesine 6zen g0sterilir. Boylelikle spesifik
aktivitesi yluksek olan radyoaktif isaretli hormonlar elde edilir. Daha ylUksek
spesifik aktivite daha fazla deney duyarliligi demektir (Ozsar, 1983).

Anijen-antikor reaksiyonun miktarini tespit etmek icin kullanilan
Tracer’'in radyoaktivitesini belirlemek igcin B (beta) ve y (gama) sayagclari
kullanilir (Biodata, 1984).

1.8.2.4. Bagl ve Bagh Olmayan Fazlarin Ayrilmasi

Herhangi bir radioimmunoassay sisteminin temel unsurlarindan bir tanesi
antikora baglanan isaretli antijen (bagh kisim) ile baglanmayan (serbest kisim)
kismi birbirinden ayirmaktir (separasyon). Bu islem “faz ayirma” diye bilinir.
Ayrima isleminde birgok ydntem vardir ve bunlar dért grup altinda toplanabilir.

A. Kimyasal ¢oktirme: Amonyum sulfat, ethanol veya polietilen glikol
(PEG) gibi kimyasallar kullanilarak antikor bagli hormon kimyasal olarak
coktardldr.



B. Adsorbsiyon: Serbest hormon kaph kdmir veya protein A gibi
maddeler kullanilarak adsorbe edilir.

C. immunolojik yéntemler: ilk antikora karsi ikinci antikor hazirlanarak
yapilir

D. Solid faz ayirma: Antikor kapli tipler veya matrix kullanilarak yapilr
(IAEA, 1984).

Uygun ayirma yéntemi basit, cabuk, ucuz ve guvenilir, oda is1, zaman
ve serum bilesenlerinden etkilenmeyecek sekilde olmalidir (Wood ve
Sokolowski, 1981).

Solid faz ayrima ydnteminde kaph tuplerin kullaniimasi (sekil 1.11)
basit, hizh ve kolaylikla fazla donanimi olmayan kagUk laboratuarlarda
uygulanabilir bir ydontemdir. Bu yéntemde polipropilen ve polisteren tiplerin
ylzeyi iyonik ve hidrofobik iligkiler ile antikorlari baglar. Bagli olan bu
antikorlar uygun kosullarda saklanirsa 12 aydan daha uzun sire 6zelligini
korur (Wood ve Sokolowski, 1981).

.

KAPLITUP SERUM ve TRACER ASPIRASYON
EKLENMESI

OLCUM

Sekil 1.11. Kapli tipler kullanilarak ayirma (Wood ve Sokolowski, 1981)

1.8.3. Radyoaktivite Sayimi ve Deney Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda bagli ve bagli olmayan kisimlar birbirinden ayrildiktan sonra
kullanilan izotopun yaydidi isinlar icin tasarlanmis sayaclar (‘*°I icin gama
sayacl, °H igin B sayaci) ile dlgiimler yapilir. Sayim sonuglarinin (cpm;



dakikadaki sayim) ifadesinde, doz-cevap egrileri igcin g¢esitli koordinat
sistemleri kullanilir. Bagli antijenin serbest antijene orani (B/S); baglinin
toplam aktiviteye orani ki bu gercek (absolute binding) baglanmadir (B/T);
baglinin, isaretsiz antijen igermeyen kor tUpundeki bagliya orani ki bu nispi
baglanma (relative binding) olup hemen bitin doz-cevap egrilerinde en fazla
kullanilandir (B/By). B/S; B/T; B/B, doz-cevap egrisinin yanit kismini olusturur
ve dikey eksene isaretlenir. Doz ise logaritmik veya aritmetik skala Uzerinde
gOsterilir. Logaritmik, lineer bir doz cevap egrisi elde etmek igin, log'a (doz)
kars! logit (B/By) cevap, koordinat sistemi en uygun sistemdir (Log-Lin egrisi)
(Ozsar, 1983). Onceleri bu egri el ile cizilmekteydi ve bu da deneyin
duyarliiginda azalmalara yol ag¢maktaydi. Bugln ise egriler bilgisayar
programlari ile olduk¢a basarili sekilde cizilmektedir ve sonuglar daha
duyarlidir (Wood ve Sokolowski, 1981). Doz-cevap egrisinden bilinmeyen

antijen miktari hesaplanir (Ozsar, 1983).

B/T %

B/T %// ug/l konsantrasyonu (log)

10 4

.
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Sekil 1.12. Log-lin egrisi. Tipik sigmoid egri

1.8.4. Radioimmunoasay’in Kalite Kontrolu (Guvenilirlik Kontrolii)

Gok dustk dizeydeki hormonlarin RIA ile tayininde, her deney serisi igin
devamli bir sekilde kalite kontrolii yapilmasi ¢ok &nemlidir (Ozsar, 1983).
Radioimmunoassay ile yapilacak deneylerde testin farkl tlrlerde, medyum



ve doku ekstraktlarinda, degisik laboratuarlarda c¢algsip calismayacagini
tespit etmek icin dort dlgltten yararlanilir. Bunlar;

1) Duyarlilik (sensitivity),

2) Ozgiilliik (specificity),

3) Dogruluk (accuracy),

4) Hassasiyet (precision)'dir (Wood ve Sokolowski, 1981; Ozsar, 1983;
IAEA, 1984).

1.8.4.1. Duyarllik

Bir biyolojik sividaki hormon dlzeyinin belirlenmesinde délcimun duyarlilig
cok 6nemlidir. Tayin edilebilen en diasik hormon miktaridir. Bu miktar sifir
standart dizeyinden farkli olmalidir. Deneyin duyarhlidi bazi faktorlere
baghdir. Bunlar; standart egrinin egimi, islemsel kayiplar, solvent kéra ve
plazma koérl seklinde siralanabilir (Skelley ve ark., 1973; Wood ve
Sokolowski, 1981; Ozsar, 1983; IAEA, 1984).

Bu faktérler de deney esnasinda bazi faktérlerden etkilenmektedirler.
Ornegin; standart egrinin  duyarlihdi; hormon &lcimii icin  kullanilan
antiserumun affinitesine, deneyde kullanilan radyoaktif igsaretli antijen ve
antikorun miktarina, inkubasyon ortaminin hacmine ve deneyin hassasligina
baghdir (Ozsar, 1983).

Deney kérina etkileyen faktorler ise asagida siralanmaktadir;

a) Anti-steroid antiserumun affinitesi: Daha dlUsUk affinite daha az kor
etkisi demektir,

b) Tampon sistemi: Jelatin veya BSA gibi bir protein kér etkisini azaltir,

c) Ayirma y6ntemi: Steroid hormonlar icin, kér etkisi aktif kdmdar ile
ayrima ydénteminde en azdir,



d) Teknisyenlerin fizyolojik durumu: Deneyi yapan Kkiginin hamile
olmasi, kiginin elinden bulagsmalar olabilecegi igin, progesteron tayinlerinde
kor etkisini artirir (Ozsar, 1983).

Kér degerlerinin deney duyarlihldindan daha az olmasi idealdir.
Solvent kértunln etkisi, progesteron icin, petrol eterli standartlar kullanilarak
denenir. Daha duyarli deney sistemi, antiserumun daha yUksek dilisyonlarda
hazirlanmasi ile elde edilir. Yiksek dilisyonlarda standart egrinin egimi en
ideal durumundadir (Ozsar, 1983).

Deneyin duyarhligi Ekins’e gére asagidaki formdl kullanilarak
hesaplanir (Skelley ve ark., 1973).

Duyarlilik= (B/F)’nin ¢ift 6lcimleri arasindaki farkin ortalamasi /
1.1 X (B/F) deki cevap egrisinin egimi

1.8.4.2. Ozgiilliik

Ozgiilltik, dlgiilmesi istenen yapinin karisimdaki diger yapilardan ayrilmasi

olarak tanimlanabilir (Skelley ve ark., 1973).

Ozgillik de Gic dnemli kistas vardir. Bunlardan birincisi; immunizasyon
icin kullanilan hormon antijeninin ¢ok saf olmasi ve spesifik antikoru
Uretebilmesidir, ikincisi; radyoaktif madde ile isaretlenen hormonun ¢ok saf
olmasi ve dg¢Uncust; hormonun 6rnekteki diger materyalden ayrilabilir
olmasidir (Skelley ve ark., 1973; IAEA, 1984). Radioimmunoassay’in
6zgulluga iki yol ile belirlenir. Bunlar;

a) Deneyde kullanilan antikorun 6zgilligiine baghdir. Ozgiil antikorun
diger steroidlerle olan ¢apraz reaksiyonlari denenir ve ¢apraz reaksiyon egrisi
cizilir (Ozsar, 1983; IAEA, 1984). Ayni tirden elde edilen iki farkh antijen



capraz reaksiyon verebilir. Ornegin FSH, LH ve siklikla TSH’ya tamamen ya
da kismen c¢apraz reaksiyonlar sekillenmektedir. Capraz reaksiyonlar
hormonlar arasinda, hormonlarin 6n maddeleri arasinda, tirevleri arasinda,
fragmentleri, metabolitleri arasinda ve farkl tipteki steroid hormonlar
arasinda da sekillenebilmektedir. Ayrica antijenik olmayan c¢apraz
reaksiyonlar da vardir. Bunlar genelde cevresel faktdrlerden kaynaklanir.
Iyonik gekim kuvveti, pH, heparin, Gre, asiri biluribin konsantrasyonu, yiiksek
Isl, tampon medyumu cevresel faktoérlerdir ve antijenin antikor ile verdigi
reaksiyonunu degistirirler (Skelley ve ark., 1973). Progesteron igin genelde
bulunan ¢apraz reaksiyon degerleri gizelge 1.4 de gosterilmistir (IAEA, 1984).

Cizelge 1.4. RIA'da progesteron igin diger steroid hormonlar ile gapraz reaksiyon oranlari
(IAEA, 1984).

Steroidler Capraz real;.:,/ig/on oranlari
(<)
Progesteron 100.0
110-hidroksiprogesteron 51.1
Kortikosteron 0.8
Pregnenolon 0.5
Deoksikortikosteron 0.5
170~ hidroksiprogesteron 0.5
Testosteron 0.1
Kortizon 0.1
Ostradiol-17p 0.1
Kolesterol 0.1
Kortizol 0.1

b) Segcici solvent kullaniimasi: Tayin edilmek istenen steroidle ¢apraz
reaksiyon veren steroidler ¢ok veya az polar ise, segici solvent ekstraksiyonu
ile bunlar ortamdan uzaklastirilir. Birgok RIA sirecinde Progesteron-11-
protein konjugata karsi elde edilen antiserum kullaniimaktadir. Bu
antiserumun 6zgulligu ¢ok yuksektir ve diger steroidlerle (kortikoidler) ¢cok az
capraz reaksiyon verir. Petrol eter gibi polar olmayan solventler kullanilarak
serum veya plazma dérneklerinden %80-90 oraninda progesteron, son derece
polar olan kortikosteroidler plazmada birakilarak ekstrakte edilebilir. Kisaca,
kromatografi kullaniimaksizin, segici solvent ekstraksiyonu kullanarak RIA ile
duyarli bir sekilde progesteron tayin edilebilmektedir (Ozsar, 1983; IAEA,
1984).



1.8.4.3. Dogruluk

Deneyin dogrulugu igin “recovery” testleri yapilir. DUslUk dizeyde steroid
kapsayan plazmalara artan miktarda standart steroidler ilave edilir. Deney
sonucu elde edilen degerlerden, disik progesteron kapsayan plazmadaki
degerler cikartilarak her standart nokta icin “recovery” hesaplanir. Standart
noktalar yatay eksene ve bu standartlarin deney sonunda elde edilen
degerleri ise dikey eksene isaretlenerek bir egri cizilir (Ozsar, 1983;
IAEA,1984). Bu egdri icgin, teorik olarak regresyon katsayisinin 1.00 olmasi
gerekir. Yontemde sistematik (antijen ve antikordan kaynaklanan hatalar) bir
hata yoksa bu katsayinin 1.00 den sapmalari, deneyde yéntemsel bir hata
bulunduguna isaret eder (Ozsar, 1983).

Dogruluk testinin diger énemli bir kismi ise “paralellik” testidir.
Standartlarin logit log transformasyonu ile elde edilen egri, degisik
dilisyonlarda herhangi bir plazma kullanilarak elde edilen egri ile paralel
olmalidir (Ozsar, 1983).

Bu yontemlere ek olarak dogruluk RIA sonuglarinin diger bazi
metotlarin  (bioassay, gaz kromatogrofisi, kitle spekirometrisi gibi)

sonuglariyla karsilagtiriimasi ile yapilabilir (IAEA, 1984).

1.8.4.4. Hassaslik

Bir RIA degerinin hassasligi, deney sonugclari arasindaki sapmanin ortalama
derecesini gosterir. Diger bir deyisle, cift islenen ayni érnekler arasindaki
ortalama farktir. Hassaslik deney ici fark ve deneyler arasi fark bulunarak
hesaplanir. Genel olarak deneyler arasi fark, deney ici farktan daha buyuktir
(Ozsar, 1983; IAEA, 1984).



Deneyler arasi fark, ayni Orneklerin farkli deney serilerinde
tekrarlanmasiyla elde edilir ((")zsar, 1983; IAEA, 1984). Deneyler arasi farkta,
farkliigin blydk olus nedenleri: Farkl standart egriler, saklama kosullarindan
kaynaklanan deney c¢ozeltilerinin kimyasal yapisindaki degdisimler, farkli
teknisyenler, aktif kbmirdeki, santrifiijdeki ve laboratuardaki i1s1 degisimleri ve
farkli inkilbasyon sireleridir (Ozsar, 1983). Deneyler arasi fark deney
sisteminin kalite kontroll i¢in ¢ok dnemlidir ve sistematik olarak kontroll
gerekir (IAEA, 1984).

Deney ici fark, ayni deney icerisinde plazma &rneklerinin gift
calismasiyla hesaplanir (Ozsar, 1983; IAEA, 1984). Deney ici fark, pipete
edilmis radyoaktif maddenin, antikorun ve standartlarin da hassasligina
baghdir. Ayrica sayim hatalari da géz &niinde bulundurulmalidir (Ozsar,
1983).

Deney tamponuna jelatin veya BSA eklenmesi kér etkisini azaltir ve
hassasligini artirir. Jelatin, progesteron gibi az polar steroidlerin, deney
tamponundaki ¢6zUnurlGgana artirir ve interferans yapan bilesiklerden deneyi
korur (Ozsar, 1983).

Sunulan tez ¢aligmasinin amaci, disi kdpeklerin farkl siklik evrelerinde,
gebelik ve yalanci gebeliklerinde, progesteron hormonu dizeylerini tire
spesifik, insanlarda kullanilan ve bu calisma icin olusturulan RIA Kkitleri ile
aragtirarak tani yoéninden uyum, olasi fark ve benzerlikleri ortaya koymak
seklinde dzetlenebilir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calismanin materyalini Ankara Universitesi Veteriner Fakilltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dali Kig¢ik Hayvan Kilinigine jinekolojik muayene
amaciyla getirilen disi kdpekler olusturdu. Calismada, anamnez, vaginal
sitoloji, vaginoskopik ve ultrasonografik muayeneler sonucunda seksuel
siklusun proo6strus, Ostrus, diéstrus ve andstrus doénemlerinde oldugu
belirlenen; ayrica, yalanci gebelik ve gebelik saptanan kdpeklerden, her
grupta yedi adet olmak Uzere, toplam 42 adet disi kdpek ile bos serum elde

etmek Uzere iki adet erkek kdpek, birer defa kullanildi ( gizelge 2.1).

Ayrica, alti adet, bes aylik, erkek Yeni Zelanda tavsani, progesteron
hormonuna karg! antikor olugturmak amaciyla kullanildi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hayvan sayisi ve kullanilma amaglari.

Hayvan_ Kullanilan hayvan sayisi ve kullaniima amaclari
materyali
Prodstrus | Ostrus | Dibstrus | Andstrus | Yalanci gebe Gebe
Disi kdpek (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
(n=42) P, degerlerini 6lgmek ve karsilastirmak amaciyla birer uygulama
Erke(rI:=I(2c)>pek Bos serum (P4= Ong/ml) elde etmek amaciyla birer uygulama
Erke(lr(:(as;@an Antikor elde etmek amaciyla tekrarlayan uygulamalar




2.1.2.

2.1.3.

Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Santrif(j cihazi (0-6000 devir/dakika Haraeus Labofuge GL, Hannover,
Almanya)

5-50 ul, 20-100 pl, 100-1000 ul ve 25 pllik otomatik pipetler
(Transferpette®, Almanya)

Vorteks karistirici (Falc®, italya)

Horizontal Galkalayici (SL 350, Ntve®, Tirkiye)

Aspirasyon sistemi

Tek kuyucuklu, '*°l igin Gamma counter set (Mini-Assay 6.20; Mini-
Instruments LTD, ingiltere)

Hassas tarti (Bx320H Shimadzu®)

Manyetik karistirici (CLP®, Amerika)

inkubatér (EN 120, Niive®)

Bilgisayar programi (Berthold Immunoprocessing System 1990,
Laboratorium Prof. Dr. Berthold version 3.00)

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Freund’s complete adjuvant (Sigma®, F5881)

Freund’s incomplete adjuvant (Sigma®, F5506)

Progesteron (Sigma®, P0130)
110-OH-Progesteron-Hemisuccinate: BSA (Sigma®, H4508)
NaH:PO4-Sodyum hidrojen fosfat (Sigma®, 9638)
NazHPO,4-Disodyum hidrojen fosfat (Riedel-de Haén®, 04273)
NaCl-Sodyum kloriir (Riedel-de Haén®, 13423)

Thimerasol (Sigma®, T5125)

BSA (Sigma®, A7887)

Metanol (Sigma®, M1775)

Distile su



2.1.4. Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeleri

e 12 x 75 mm, cam deney tupleri

e 10 x 75 mm, polisteren tupler

e Tek kullanimhk sari otomatik pipet ucu

e Tek kullanimlik mavi otomatik pipet ucu

e 1,5ve 2 ml'lik eppendorf tipler

e Balon joje

e Cam ol¢u aparati

e Cam beher 50 ml’lik

e Kan alma tiipii ve sistemi 10 ml'lik (Venoject®, Belgika)
e Steril tek kullanimlik 5 ve 10 ml'lik enjektorler

e Steril tek kullanimlik tiberkdlin enjektéri

2.1.5. Deneylerde Kullanilan Progesteron Radioimmunoassay Kitleri

¢ RIA progesteron assay system, anti-progesteron ab-coated, 100 test
(Immunotech®, Belgika),

e Veterinary Research progesteron assay system, anti-canine
progesterone ab-coated, 100 test (Immunotech®, Belgika) kitleri,

e Bu calisma igin gelistirilen, standart araligi genigletiimis, anti-

progesteron antikoruyla kapl kitler kullanildi.

2.1.6. Deneylerde Kullanilan '®l ile isaretli Progesteron (Tracer)

Deney tekrarlamalari ve antikor titre tayini amaciyla gereken '*°| isaretli
progesteron (55 ml, <185 kBq) ticari olarak Immunotech® (Belcika)
firmasindan temin edildi. Deneylerde kullanilan | isaretli progesteron ise
ticari olarak temin edilen Kkitlerin igerisinde kullanima hazir olarak

bulunmaktadir.



2.2. YOntem

Calisma siireci Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji

Anabilim Dali Klinik ve Laboratuarlarinda gergeklestirildi.

2.2.1. Hayvan Materyalinin Degerlendirilmesi

Galismada kullanilan disi kdpekler anamnez, klinik bulgular, vaginal sitoloji,

vaginoskopik ve ultrasonografik muayenelerin sonucuna gére gruplandirildi.

Klinik muayenede disi kdpekteki davranis degisiklikleri ve Kklinik
bulgular degerlendirildi. Davranisg degisiklikleri olarak, anamnez ile erkek
kdpege ilgi, erkek képegdi kabul etmesi; klinik bulgular olarak da vulvadan
gelen akintinin karakteri, vulvanin bayukligl, meme bezlerinin gelismesi ve

sUt salgisi dikkate alindi (Cizelge 2.2).

Disi kopegin erkek kdpegde ilgisinin olmasina ragmen ciftlesmeyi kabul
etmemesi, kanli vaginal akintinin gelmesi ve vulvanin &demli olmasi
prodstrus belirtileri; diginin erkedi kabul etmesi ise 6strus bulgularn olarak
kabul edildi. Erkegin artik kabul edilmedigi, vulvanin kig¢lilmeye bagsladig
dénem dibstrus; erkegin kabul edilmedigi, vulvanin tamamen kaguldigu,
herhangi bir vaginal akintinin gértlmedigi evre andstrus olarak degerlendirildi
(Johnston ve ark, 2001).

Vaginoskopik muayene amaciyla, hayvanin biytkligine gére, ¢
degisik ¢ap ve uzunlukta olan (0,9 cm x 1,3 cm; 1,3 cm x 10 cm; 2 cm x 19
cm), soguk 1sik kaynakh (Heine, 2.5 v) sabit tipteki vaginoskoplar kullanildi.
Bu degerlendirmede mukoza katlarinin goértntisa, sekli, rengi, kivami ve

akintinin nitelik ve niceligi dikkate alindi.



Vaginoskopik degerlendirmeler Dreier (1975), ve Lindsay’e (1990)
gbre yapildi. Vaginoskopik muayenelerde; mukozanin édemli, siskin, nemli,
pembe ya da pembe-beyaz renkte géraldigli dénem prodstrusun erken veya
orta dénemi; mukoza kivrimlarinin gerginligini kaybettigi ve renginin pembe-
gri, gri-beyaz veya krem rengi olarak gérildiga dénem ge¢ prodstrus ve
Ostrus (ovulasyon) evresi olarak degerlendirildi. Mukoza kivrimlarinin dirsekli,
keskin ve dlzensiz olarak goérildigi dbénem Ostrusun sona erdidi evre;
mukoza kivrimlarinin kaybolmaya basladigi, pembe-kirmizi-solgun gérinim
diéstrus evresi; mukoza kivrimlarinin kayboldugu, renginin kirmizi-pembe
veya soluk renkte oldugu dénem ise andstrus olarak kabul edildi (Cizelge
2.2).

Vaginal sitoloji igin England ve Concannon’in (2002) bildirdigi sekilde
vaginoskop yerlestirildikten sonra birkag damla fizyolojik tuzlu su ile i1slatiimis
pamuklu ektvyonlar kullanilarak, orificium uretra externa’nin cranialindeki
bdlgede, vagina mukozasindan hicre o&rnekleri alindi. Alinan &6rnekler
eklvyon bastirlmadan, ince bir tabaka olusturulacak sekilde c¢evirme
hareketi ile lam Gzerine aktarildi. Hazirlanan preparatlar kurutulduktan sonra
Papanicolaou (1942) ydntemine gbére boyandi ve 1sik mikroskobunda

10x40’hk buytutmede degerlendirmeleri yapildi.

Preparatlarin degerlendiriimesinde hicrelerin blyUklugine, sayisina,
sekline, cekirdek yapisina, asidofilik veya bazofilik boyanmalarina, ayrica
eritrosit, noétrofil  ve doékintl  hicrelerinin - varhigina dikkat edildi.
Degerlendirmeler esnasinda Post, (1985) ve Holst'un (1986) O&lgutleri
kullanildi. Hucreler “bazal, parabazal, intermediyer ve siperfisiyal” olarak
siniflandirildi.

Bu kriterlere gbre; kigik ve en saglikh olan, ¢ekirdekleri silindirik
yapida olup bazal durumda bulunan ve bazofilik boyanan (mavi) hicreler
bazal hucreler; yuvarlak-oval sekilli, ¢cekirdegdi bazofilik boyanan ve ¢ekirdek
sitoplazma orani c¢ekirdek lehine olan hulcreler parabazal hicreler; farkli



blyUklUklerde, oval veya yuvarlak yapil, parabazal hicrelerin ¢ekirdeginden
daha kuguk cekirdekli olan ve c¢ekirdek sitoplazma orani sitoplazma lehine
degisen hucreler intermediyer hicreler olarak degerlendirildi. Vaginal
sitolojideki en blyUk hicreler olan, asir koseli, zayif boya alan, kUguUk-
piknotik c¢ekirdekli, kismen veya tamamen kornifiye olmus hicreler de
stperfisiyal hicreler olarak kabul edildi. Bu htcreler diginda bakteriler,
notrofiller, ¢ekirdeksiz dokiantl hdcreleri, metéstrus hucreleri ve kdpuk
hucreleri de sitolojik degerlendirmede g6z éninde tutuldu (Cizelge 2.2).

Vaginanin sitolojik degerlendirmesinde, parabazal ve intermediyer
hiicrelerin bazen de nétrofillerin gérildigi ve kirli oldugu dénem erken
prodstrus; noétrofillerin gérilmedigi, intermediyer hiicrelerin yerini superfisiyal
hicrelerin aldigi dénem orta prodstrus evresi olarak degerlendirildi.
Goruntadeki hdcrelerin %80°’den fazlasinin siperfisiyal hicreye dénustigu

dénem ise prodstrusun ge¢ evresi olarak kabul edildi.

Vaginal sitolojide keratinize superfisiyal hlcrelerin %80-100 oraninda
gbraldigu, nétrofillerin gértlmedigi ve zeminin temiz oldugu dénem &strus

evresi olarak kabul edildi (Linde ve Karlsson, 1984).

Superfisiyal hucrelerin %20 oraninda gértldigud, intermediyer ve
parabazal hicre oraninin gittikce artmaya bagladidi, bazen metdstrus
hicrelerinin de géraldigt dénem didstrus olarak kabul edildi.

Bazal hicrelerin % 95-100 oraninda gérildiigl, zeminin temiz oldugu

ddénem ise andstrus olarak degerlendirildi (Johnston ve ark., 2001).

Ultrasonografik muayeneler (6,0-8,0 mHz linear prob, PieMedikal,
Falco 100) olasi uterus patolojileri veya gebelik tanisi amaciyla uygulandi.
Ostrus dénemi 6-12 hafta énce biten, yuva yapma, kilo artisi, meme
bezlerinin gelismesi ve st salgisi gibi klinik bulgular gdsteren képeklere



yapilan ultrasonografik muayenede gebelik belirlenemeyen hayvanlar yalanci
gebe olarak kabul edildi (Harvey ve ark., 1999; Gobello ve ark., 2001b).

Anamnezinde ciftlestigi belirtilen, yapilan ultrasonografik muayeneler
sonucunda, fétlisin Uzerinde yapilan élgtimler ile gebeligin 30-35. glinlerinde
bulundugu belirlenen kopekler gebelikle ilgili dlcimler igin degderlendirildi.
(K&hn, 2004; Alagam ve ark., 2005).

Cizelge 2.2. Calismada, materyalin reprodiktif durumunun degerlendiriimesinde kullanilan
vaginoskopi, vaginal sitoloji, klinik muayene ve ultrasonografi kriterleri.

Ostrus siklusun dénemleri
Yapilan degerlendirmeler Prodstrus Ostrus Didstrus Anéstrus
Erken | Ge¢
Eritrosit ++ + - - -

GE, Nétrofil +- - ++ + +-
’;ii;; Ker. stperfisiyal (%) 10 90 30 0 0
St [Superfisiyal (%) 30 8 20 10 2
n, . .

§’ intermediyer (%) 50 2 20 30 3

Bazal/Parabazal (%) 10 0 30 60 95
Mukoza Mukoza '\If:;'r(ﬁezr? Mukoza
Vaginoskopik 6demli, dlker)ll, diizlesmis dizlesmis,
3 - yuvarlak keskin, kirmizi-
Degerlendirme . ; pembe-
ve pembe | dlzensiz pembe-
X . kirmizi-solgun .
renkli gOrinim X solgun renkli
renkli
Kanl Erkegi L.
- akinti, oy reddetme, Erkegi
Klinik sdemii Erkegi meme reddetme,
Degerlendirme kabul etme S reprodiktif
vulva, bezlerinin e
N . . etkinlik (-)
erkege ilgi gelismesi
Anamnez Bulgular Sonug
Yuva yapma, kilo artisi, Yavruya dair
; meme bezlerinin bulgu veya Yalanci gebe
Ultrasonografik lismesi ve siit salqis| patolojik bir
Degerlendirme gelismesi ve sul saigis durum yok
Koitus (+) Konseptus ve Gebe
hareketleri




Calismada, sitolojik, vaginoskopik, ultrasonografik ve klinik
parametrelerden elde edilen veriler sadece kan serum o&rneklerindeki
progesteron  dlzeylerinin  dlgllmesinde  yararlanilacak  hayvanlarin
gruplandinimasinda kullanildiklart igin  ¢aligmanin bulgular  arasinda

degerlendiriimediler.

2.2.2. Kan Serumu Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Yapilan muayeneler sonucu c¢alisma materyali olarak kullaniimaya uygun
bulunan ve gruplandirilan kdpeklerin Vena cephalica antebrachi’sinden
periferal kan drnekleri toplandi. Toplanan kanlar bir gece +4°C pihtilasmaya
birakildiktan sonra 3000 devir/dakikada, 15 dakika sire ile santriflij edilerek
serumlari ayrildi ve élgimler yapilincaya kadar -18°C’de saklandi.

Ayrica hazirlanacak 6zel kitin standartlarini olusturmak amaciyla, iki
erkek kopekten, yukaridaki yontem kullanilarak serum alindi. Erkek képek
serumunda progesteron dizeyi yaklasik olarak 0 ng/ml (bos serum) olarak
kabul edildi.

2.2.3. Tavsanlarda immunizasyon Yéntemi

Deney tavsanlarina enjeksiyonlar iki hafta araliklarla deri alti olarak yapildi.
Hazirlanan antijen, tavsanlarin tdyleri trag edilmis sirt kisminda, 15-18
bdlgeden enjekte edildi.

immunizasyon calismalar icin éncelikle 14,6 mg antijen (110-OH-
Progesteron-Hemisuccinate: BSA) 15,5 ml fosfat tampon sollsyonu (PBS:
1,27 g NaH2POy4; 12,1 g NaxHPOy; 8,5 g NaCl; 0,2 g Thimerasol; 1 L distile
su; pH: 7,2) icinde eritildi ve 2 ml'lik eppendorf tlpler vasitasiyla porsiyonlara
ayrihp -18°C’de saklandi.



Enjeksiyonlarda kullanilacak antijen, birinci enjeksiyon igin 250
ug/tavsan diger enjeksiyonlar icin 300 pg/tavsan olacak sekilde hesaplandi.
Enjeksiyonlarda kullanilan antijen 1:1 oraninda adjuvant ile karigtirilip
emdulsiyon haline getirildikten sonra tavsanlara enjekte edildi. Adjuvant olarak
birinci enjeksiyon igin Freund’s Complete Adjuvanti (FCA) diger enjeksiyonlar
icin Freund’s Incomplete Adjuvant’i (FIA) kullanildi. Emdlsiyon her enjeksiyon
dncesinde taze olarak hazirlandi. Antijen-adjuvant emalsiyonunu hazirlamak
icin daha 6nce porsiyonlara ayrilan antijenden steril bir cam tlp igerisine
konuldu. Bu iglemin ardindan, ayni miktardaki adjuvant vorteks karistiriciya
konulan antijenin icine damlatilarak karistirildi. Karistirma islemine beyaz
renkte bir emdlsiyon elde edilinceye kadar devam edildi. Elde edilen bu
emdilsiyon tlberkilin enjektoérlerine c¢ekilerek, bir bélgeye en fazla 0,2 ml

olacak sekilde, tavsanlara enjekte edildi (gizelge 2.3).

Uciincli immunizasyon enjeksiyonundan sonra tavsanlarin Vena
auricularis’inden kan alindi. islem éncesinde tavsanin kulag: ksilol ile silindi
ve 18 G’luk steril kanUll ile kanlar toplandi. Toplanan kanlar bir gece +4°C
pihtilasmaya birakildiktan sonra 3000 devir/dakikada, 15 dakika santrifQ;
edildi ve serumlan ayrldi. Elde edilen bu serumlardan antikor titre tayini
yapildi.



Cizelge 2.3. Tavsanlarda immunizasyon ydntemi

En;?rl:\sa“;::flt;; :(Ian Yapilan iglem Enjeksi(yDo:)miktarl
1. hafta immunizasyon (Aj + FCA) 250 pg/tavsan
3. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 ug/tavsan
5. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 pg/tavsan
6. hafta Kan alinmasi ve titre élgimu

7. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 pg/tavsan
8. hafta Kan alinmasi ve titre él¢cimu

9. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 pg/tavsan
10. hafta Kan alinmasi ve titre élgim

11. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 pg/tavsan
12. hafta Kan alinmasi ve titre élcimu

13. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 pg/tavsan
14. hafta Kan alinmasi ve titre élgim

15. hafta immunizasyon (Aj + FIA) 300 ug/tavsan
16. hafta Kan alinmasi ve titre 6lcimu

Aj:Antijen, FCA: Freund’'s Complete Adjuvant, FIA: Freund’s Incomplete Adjuvant

2.2.4. Antikor Titre Tayin Yontemi

immunizasyonlar sonucunda tavsanlarda olusan antikor titresinin tayini

Gulven’in (1988) bildirdigi yénteme gbre yapildi.

Tavsanlardan elde edilen serumlarin dilisyonlari her tavsan igin ayri
ayn cift calismak suretiyle cam tlplere yedi dilisyon olacak sekilde yapildi.
Oncelikle birinci tiiplere 2 ml diger tiplere 1 ml PBS konuldu. Tavsanlardan
alinan serumlar ayr ayri tplere 20 pl/tip konuldu ve vorteks karistiricida
karigtirildi. Boylelikle, ilk dilisyon 1:100°luk olarak hazirlandi. Bu dilisyondan
1 ml alindi ve ikinci tipe konuldu ve vorteks karistiricida karistinldi; ikinci
tipten 1 ml alinip Gglinch tipe konuldu ve vorteks karistiricida karistirildi;
dgclncu tipten 1 ml alinip dérdincu tipe konuldu ve vorteks karistiricida
karistirildi. Bu sekilde dillisyonlara yedinci tlipe kadar devam edildi. islem
sonunda birinci tipte 1:100, %71’lik dilisyon; ikinci tipte 1:200, %0.5’lik
dilisyon; dcunci tlipte 1:400, 9%0.25’lik dilisyon; dérdinci tupte 1:800,



%0.125’lik dilisyon; besinci tipte 1:1600, %0.0625’lik dilisyon; altinci tlpte
1:3200, 9%0.03122’lik dilisyon ve yedinci tlpte 1:6400, %0.01562’lik dilisyon
elde edildi.

Dilisyonlar tamamlandiktan sonra her bir tavsan igin ayri ayri
isaretlenen polisteren test tdplerine 200 upl hazirlanan antiserum
dilisyonlarindan konuldu. Bu iglemi takiben tilpler 3 saat 37°C’de
inkubasyona birakildi. Inkilbasyon sonunda tlplerin igerigi aspire edildi.
Tipler kuruduktan sonra biitlin tiiplere 100 pl '®°l-progesteron konuldu ve
tipler oda Isisinda 3 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda
tUplerdeki icerik aspire edildi ve gama sayacinda okundu. Elde edilen

sonuglar bilgisayar programina girildi ve degerlendirildi.

2.2.5. Antikor Kaplama Yontemleri

Tirkiye Atom Enerjisi Kurumundan “7o-OH-progesteron-hemisuccinate:
BSA”ya ve Miinih Maximillian Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Reprodiksiyon hastaliklari Kliniginden temin edilen “6p-OH-progesteron-
hemisuccinate: BSA”ya karsi Uretilmis antikorlar ile polisteren tipler
kaplanmaya calisildi.

Polisteren tlplerin kaplanmasi iglemi Gulven’in (1988) bildirdigi

yénteme goére yapildi.

e Antikor 1:500 oraninda PBS ile dilte edildi,

e Bu solisyondan 100 pl/tip pipetlendi,

e +4°C’de bir gece inkubasyona birakildi,

e Tuplerdeki icerik aspire edildi,

e TUm tlplere %1’lik BSA dan 300 pl konuldu,

e Tupler 40 dakika oda i1sisinda inkUbasyona birakildi,

e Tuplerdeki icerik aspire edildi,

e TUm tOpler distile su ile bes defa yikandi,



e Tiuplere 20 pl progesteron standardi ve 200 ul '®°l-progesteron
konuldu,

e Tupler 37°C’de iki saat inkubasyona birakildi,

e Tuplerdeki icerik aspire edildi,

e Gama sayacinda 50 saniye sure ile dlctlda.

Ancak bu ydntemden istenilen sonug¢ alinamayinca, antikor:PBS
dilisyonlari, bu dilisyonlarin tiplere konulan miktarlari, inkubasyon sireleri
ve kullanilan '®|-progesteron miktarlari degistirilerek alti farkli yéntem daha
denendi.

2.2.6. Progesteron Hormonu Olciimleri

Calismada progesteron 6lgtimleri RIA ydntemi ile, U¢ farkli kit kullanilarak
yapildi. Anilan kitler; beseri RIA progesteron kiti (BK), kdpek RIA progesteron
kiti (KK) ve bu c¢alisma igin geligtirilen, standart aralidi genisletilmis, anti-
progesteron antikoruyla kapl kitler (SGK) olarak gere¢ bdéliminde
aciklanmaktadir.

Beseri ve kopek RIA kitleri ile élgimler Gretici firmanin belirtmis oldugu

ybntemlere gore yapildi.

2.2.6.1. Standart Araligi Genisletilen RIA Kiti ile Ol¢iimler

Standardin hazirlanisi: Bir mg saf progesteron (Sigma®, P0130) hassas
terazide cam &lcim aparatinda tartildi ve balon joje icerisinde 10 ml metanol
kullanilarak ¢6zindurtldid. Metanolun isiya bagl olarak hacminin degismesi
6zelliginden dolayl standartlar soguk su banyosu igerisinde hazirlandi.
Bdylece, birinci stok solisyonu 1 mg P4+/10 ml metanol olarak hazirlandi

(1000 ug P4/10 ml icinde). Bu stok solisyonundan 100 ul alindi ve bir balon



joje icinde metanol ile 10 ml'ye tamamlandi. ikinci stok soliisyonu 10 pg

P4+/10 ml metanol (10.000 ng P4/10 ml metanol) olarak hazirlandi. Standart

soltsyonlar bu ikinci stok solisyonundan yapildi.

Bu stok solisyondan 200 pl alindi (200 ng/200 ul) ve cam bir siseye
aktarldi ve metanolu uguruldu. Metanol tamamen ugtuktan sonra cam
tUpUn dibinde 200 ng progesteron kaldi.

Bu tlpe 2 ml progesteron igermeyen serum (sifir serum) konuldu ve
vorteks karigtiricidan gegirilerek progesteronun sifir serum ile iyice
karismasi saglandi (200 ng/2 ml).

Ardindan 8 adet cam tup alindi, numaralandi, sadece ikinci tipe 0,2
ml sifir serum ve geri kalan tiplere 0,5’er ml sifir serum konuldu.

200 ng/2 ml olan soltisyondan 1 ml alinip (100 ng/ml) 1 numarali tipe
konuldu ve vorteks karistiricidan gecirildi. Bu birinci standart noktasi
oldu. 200 ng/2 ml'lik solisyondan 0,8 ml alinip ikinci tipe konuldu ve
vorteks karistiricidan gegirildi (80 ng/ml). ikinci tlipten 0,5 ml alinip
dclncl tipe konuldu ve vorteks karistiricidan gegirildi (40 ng/ml). Bu
sekildeki 1:1 dilisyonlar sonucunda dérdinct tipte 20 ng/ml, besinci
tipte 10 ng/ml, altinci tipte 5 ng/ml, yedinci tipte 2,5 ng/ml ve son

olarak sekizinci tipte 0 ng/ml progesteron konsantrasyonu elde edildi.

Standartlar olusturulduktan sonra, uygulanan yedi farkli modifiye

ybnteme ragmen, antikor kaplama isleminde yeterli basari saglanamamasi

Uzerine ticari olarak satin alinan RIA progesteron Kkiti igindeki anti-

progesteron antikor ile kapli olan tlpler, hazirlanan standart noktalar i¢in, 100

ng, 80 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng ve 0 ng olacak sekilde,

numaralandirilarak kullanildilar. Reaksiyonun diger asamalari ise asagidaki

sekilde yarataldd;

Antikor kapl taplerden iki tanesi toplam radyoaktivitenin belirlenmesi
icin (Toplam cpm), 16 tanesi ise standart tOpler igin (gift standart
¢alisildi) kullanildi,

Standart noktalar igin antikor kapli tiplerin her birine 50 pul hazirlanan
standartlardan konuldu,



Diger tUplere 50 ul serum érneklerinden konuldu,

Standart ve serum Orneklerini tiplere koyma islemi bittikten sonra tim
tiplere (Toplam cpm tapleri dahil) 500 pl tracer konuldu,

Tum tapler vorteks karigtiricidan gegirilerek iyice karistirldi,

Oda isinda (18-25°C) 1 saat horizontal calkalayicida 250 rpm’de
inkubasyona birakildi,

Toplam cpm tlpleri digindaki tlpler, icerik kalmayacak sekilde aspire
edildi,

Her tip gama sayacinda 50 saniye 6lculdi ve ¢ikan cpm degerleri not
edildi,

Son olarak, cpm degerleri bilgisayarda Berthold version 3.00

programina girildi ve sonuglar ng/ml cinsine gevrildi.

Cizelge 2.4. Standard araligi genisletilen RIA kiti ile kan serumundan progesteron 6lgiim

sireci
Tip Tanimlama Standart Ornek Tracer
no (ul) (ul) (ul)
1 Toplam cpm 0 0 500
2 0 0 500
3 Standart 0.0 ng/ml 50 0 500
4 50 0 500
5 Standart 2.5 ng/ml 50 0 500
6 50 0 500
7 Standart 5.0 ng/ml 50 0 500
8 50 0 500
9 Standart 10.0 ng/ml 50 0 500
10 50 0 500
11 Standart 20.0 ng/ml 50 0 500
12 50 0 500
13 | Standart 40.0 ng/ml 50 0 500
14 50 0 500
15 | Standart 80.0 ng/ml 50 0 500
16 50 0 500
17 | Standart 100.0 ng/ml 50 0 500
18 50 0 500
19 | Ornek 1 0 50 500
20 | Ornek 2 0 50 500
21 Ornek 3 0 50 500
22 | Ornek 4 0 50 500
Ornek sayisi kadar devam edildi
1 saat oda I1sisinda inklbe edildi
ilk iki tip disindaki tiipler aspire edildi
Gama sayacinda 50 saniye sireyle 6lgtldi




2.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler sonucunda cpm olarak elde edilen radyoaktivite verileri, “Berthold
Immunoprocessing System 1990, Laboratorium Prof. Dr. Berthold version

3.00” bilgisayar programina girilerek ng/ml tirtinden verilere déntstiralda.

Galisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamasi
SPPS® (SPSS, 14.0) programi kullanilarak yapildi. Verilerin ortalama deger
ve standart sapmalarinin hesaplanmasinda “Descriptive Statistics” ydntemi
kullanildi. Gruplardan elde edilen sayisal verilerin karsilastiriimasi “Non
Parametrik” testler kullanilarak yapildi. Birbirinden bagimsiz ikiden fazla
grubun karsilastirlmasinda “Kruskal-Wallis H” testinden, birbirinden bagimsiz
drneklerin degerlendiriimesinde ise “One Way Anova” testinden yararlanildi.
Ayrica, calismada kullanilan gruplar ve kitler arasindaki iligkinin énemi
“Bivariate Correlation” testi ile belirlendi ve Correlation Coefficent

hesaplamasi “pearson”a gére yapildi (Ozdamar, 2003).

istatistiksel degerlendirmelerde p<0,001 degeri énemli ve p>0,05

degeri 6nemsiz olarak kabul edildi.



3. BULGULAR

3.1. Tavsanlarda immunizasyon Bulgulari

Uygulanan immunizasyon enjeksiyonlarindan sonra enjeksiyon bdlgelerinde
sikhikla granulom ve nadiren de aseptik deri lezyonlari sekillendigi

belirlenmigtir.

immunizasyonlar sirasinda tavsan kan serumundan antikor titre tayini
icin hazirlanan diliisyonlardan, '*°l-progesteron ile en az %50 oraninda
baglanma veren dilisyonun, yeterli antikor titresinin elde edildigi, ideal
dilisyon olarak kabul edilmesi planlanmigtir. Ancak, G¢incl immunizasyon
enjeksiyonundan sonra iki hafta araliklarla alinan kanlarda bu oranda bir
baglanma tespit edilememistir. Dolayisiyla, yapilan immunizasyonlar
sonucunda “11a-OH-Progesteron-Hemisuccinate:BSA”ya karsi istenilen
duyarlihkta, karakterde, 6zgulllkte ve affinitede bir antikor Uretilemedigi

gbralmaustar.

3.2. Polisteren Tuipleri Antikor ile Kaplama Bulgulari

Yapilan immunizasyonlar sonucunda, istenilen duyarlilikta, karakterde,
6zgullikte ve affinitede antikor elde edilemedigi icin, Turkiye Atom Enerjisi
kurumundan ve Miinih Maximillian Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Reprodiksiyon Hastaliklari Kliniginden temin edilen, saflastiriimis ve ¢apraz
reaksiyon oranlari yapilmis antikorlar ile polisteren tuplerin kaplanma

asamas! denenmigtir.

Bu asamada da toplam radyoaktivitenin %50’sini veren ydntemin ideal
olarak kabul edilmesi planlanmistir. Ancak, denenen ydntemlere ragmen



polisteren tlplerin disaridan temin edilen progesterona kargl Uretilmig

antikorlar ile kaplanmasi saglanamamistir.

3.3. Progesteron Ol¢iim Bulgular

Képeklerden toplanan kan serumu &rnekleri; beseri progesteron RIA Kiti,
képek progesteron RIA kiti ve standart araligi genigletiimis RIA Kiti
kullanilarak élctimUs ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

3.3.1. Beseri Progesteron Radioimmunoassay Kiti Olciim Sonuclari

Beseri hekimlikte kullaniimak amaciyla Uretiimis olan bu kit ile yapilan
radioimmunoassay Olcimleri sonucunda; prodstrus déneminde
progesteronun en dusik dizeyi 0,03 ng/ml, en yiksek dizeyi 1,92 ng/ml ve
ortalama diizeyi ise 0,83 ng/ml oldugu bulunmustur. Ostrus evresinde;
progesteronun en disuk ve en yiksek dizeyi 3,01 ng/ml ve 8,86 ng/ml,
ortalama duzeyi ise 4,91 ng/ml olarak belirlenmigtir. Diéstrus ddéneminde,
progesteronun en disuk dizeyi 10,63 ng/ml, en yiksek dizeyi 47,00 ng/mi
ve ortalama duzeyi 29,71 ng/ml olarak bulunmugtur. Andstrus déneminde ise
progesteronun en disik dizeyi 0,02 ng/ml, en yiksek dizeyi 0,92 ng/ml ve
ortalama diizeyi 0,37 ng/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Yalanci gebelikleri klinik ydntemlerle belirlenen kdpekler igin
progesteronun en disik dizeyi 1,01 ng/ml, en yiksek dizeyi 5,42 ng/ml ve
ortalama dlzeyi 3,01 ng/ml olarak bulunmustur. Anamnez ve ultrasonografik
muayeneler ile gebe oldugu belirlenen kdpeklerde en disik ve en ylksek
progesteron dizeyi sirasiyla 15,56 ng/ml, 31,37 ng/ml ve ortalama
progesteron diizeyi de 22,71 ng/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. Beseri RIA Kkiti ile belirlenen; gruplara gére en kiiglk, en blyik ve ortalama
progesteron duzeyleri

Gruplar n En diislik P, En yiiksek P, XS
P degeri (ng/ml) degeri (ng/ml) (ng/ml)
Prodstrus 7 0,03 1,92 0,83 + 0,61
Ostrus 7 3,01 8,86 491 +£2,02
Diéstrus 7 10,63 47,00 29,71 £ 16,37
Anéstrus 7 0,02 0,92 0,37 £ 0,39
Yalanci gebe 7 1,01 5,42 3,01 £1,70
Gebe 7 15,56 31,37 22,71 £5,58

Cizelge 3.2. Beseri progesteron RIA Kiti ile yapilan élguimlerin bireysel sonuglari

Képek Proostrus P, diizeyi Képek Anéstrus P, diizeyi
no (ng/ml) no (ng/ml)
1 0,90 22 0,09
2 1,14 23 0,02
3 0,03 24 0,82
4 0,49 25 0,05
5 0,99 26 0,92
6 1,92 27 0,11
7 0,36 28 0,64
Ostrus P, diizeyi Yalanci gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
4,76 29 3,98
4,03 30 1,54
10 3,28 31 3,76
11 4,34 32 1,31
12 8,86 33 1,01
13 3,01 34 4,07
14 6,15 35 5,42
Diéstrus P, diizeyi Gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
15 45,28 36 15,56
16 38,84 37 26,24
17 12,09 38 21,14
18 10,63 39 16,40
19 47,00 40 23,81
20 14,91 41 24,09
21 39,24 42 31,37




3.3.2. Képek Progesteron Radioimmunoassay Kiti Ol¢ciim Sonuclari

Kdpek progesteron radioimmunoassay Kkiti ile kan serumundan yapilan
6lcimler sonucunda; prodstrus déneminde, progesteronun en digstk duzeyi
0,22 ng/ml, en ylUksek dizeyi 1,03 ng/ml ve ortalama dizeyi ise 0,65 ng/ml
olarak bulunmustur. Ostrus evresinde; progesteronun en diisiik ve en yiiksek
dizeyi 3,96 ng/ml ve 12,57 ng/ml, ortalama dizeyi ise 6,72 ng/ml olarak
belirlenmistir. Diéstrus déneminde, progesteronun en disik dizeyinin 13,19
ng/ml, en yiksek dizeyinin 47,43 ng/ml ve ortalama dizeyinin 30,70 ng/ml
oldugu belirlenmistir. Anéstrus dbéneminde ise progesteronun en disuk
dizeyi 0,01 ng/ml, en yiksek dizeyi 0,38 ng/ml ve ortalama dizeyi 0,15
ng/ml olarak bulunmustur (Cizelge 3.3).

Yalanci gebe bulunan képekler i¢in progesteronun en disik dizeyi
0,93 ng/ml, en yuksek dizeyi 8,78 ng/ml ve ortalama dizeyi 3,96 ng/ml
olarak bulunmustur. Gebe koépeklerde ise, en dislk ve en yiksek
progesteron dizeyi sirasiyla 16,82 ng/ml, 35,50 ng/ml ve ortalama
progesteron diizeyi de 25,20 ng/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Kdpek RIA Kiti ile belirlenen; gruplara gére en kuglk, en buylk ve ortalama
progesteron diizeyleri

Gruplar n di%é’r‘ﬁr‘fg/ﬁ?) Egg)::ik (snzljnl:ﬁ (r)fgﬁn
Prodstrus 7 0,22 1,03 0,65 £0,32
Ostrus 7 3,96 12,57 6,72 £ 3,32
Didstrus 7 13,19 47,43 30,70 £ 14,34
AnoOstrus 7 0,01 0,38 0,15 +0,15
Yalanci gebe 7 0,93 8,78 3,96 £ 2,87
Gebe 7 16,82 35,50 25,20 £ 6,51




Cizelge 3.4. Kdpek progesteron RIA kiti ile yapilan élgiimlerin bireysel sonuglari

Kopek Prodstrus P, diizeyi Kopek Anoéstrus P, diizeyi
no (ng/ml) no (ng/ml)
1 0,75 22 0,3
2 0,98 23 0,15
3 0,22 24 0,01
4 0,3 25 0,38
5 0,83 26 0,01
6 1,03 27 0,22
7 0,46 28 0,01
Ostrus P, diizeyi Yalanci gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
8 5,18 29 4,28
4,43 30 1,34
10 4,58 31 4,21
11 6,16 32 1,84
12 12,57 33 0,93
13 3,96 34 6,37
14 10,19 35 8,78
Diéstrus P, dlizeyi Gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
15 42,31 36 16,82
16 40,17 37 35,50
17 13,19 38 24,65
18 15,78 39 18,66
19 47,43 40 25,99
20 18,36 41 23,90
21 37,68 42 30,91




3.3.3. Standart Araligi Genisletilmis RIA Kiti Olciim Sonuclari

Kdpek progesteron radioimmunoassay Kkiti ile yapilan kan serumu élgtimleri
sonucunda; prodstrus déneminde, progesteronun en dusuk ve en ylksek
dizeylerinin 0,10 ng/ml ile 1,17 ng/ml arasinda degistigi ve ortalama
diizeyinin ise 0,51 oldugu bulunmustur. Ostrus evresinde; progesteronun en
distk ve en yiksek dizeyi 4,18 ng/ml ve 12,72 ng/ml, ortalama dlzeyi ise
7,28 ng/ml olarak belirlenmigtir. Didstrus dbéneminde; progesteronun en
disUk, en ylUksek ve ortalama dizeyleri sirasiyla 16.04 ng/ml, 61,80 ng/ml ve
40,78 ng/ml olarak bulunmustur. Anéstrus déneminde ise progesteronun en
disUk dlizeyi 0,01 ng/ml, en ylUksek dizeyi 0,80 ng/ml ve ortalama dlzeyi
0,31 ng/ml olarak élgtlmustir (Cizelge 3.5).

Yalanci gebe olduklari saptanan képeklerde; progesteronun en disik
dizeyi 1,34 ng/ml, en yiksek dizeyi 9,32 ng/ml ve ortalama dizeyi 4,93
ng/ml olarak bulunmustur. Gebe koépeklerde ise, en disik ve en ylksek
progesteron dizeyi sirasiyla 15,90 ng/ml, 38,29 ng/ml ve ortalama
progesteron diizeyi de 28,41 ng/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Standart araligi genisletilmis RIA Kkiti ile belirlenen progesteronun en kiigik, en
blyik ve ortalama diizeyleri.

Gruplar n En disik P, En yiksek P, XtS
P degeri (ng/ml) degeri (ng/ml) (ng/ml)
Proostrus 7 0,10 1,17 0,51 +0,43
Ostrus 7 4,18 12,72 7,28 £ 3,45
Diéstrus 7 16,04 61,80 40,78 £ 20,96
Anostrus 7 0,01 0,80 0,31 £0,32
Yalanci gebe 7 1,34 9,32 4,93 £ 3,17
Gebe 7 15,90 38,29 28,41 £ 8,35




Cizelge 3.6. Standart araligi genisletilmis RIA Kiti ile yapilan él¢iimlerin sonuglari.

Képek Proostrus P, diizeyi Képek Anéstrus P, diizeyi
no (ng/ml) no (ng/ml)
1 1,17 22 0,50
2 1,03 23 0,01
3 0,2 24 0,3
4 0,1 25 0,01
5 0,52 26 0,01
6 0,47 27 0,60
7 0,12 28 0,8
Ostrus P, diizeyi Yalanci gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
4,18 29 4,85
6,01 30 1,34
10 6,47 31 5,14
11 5,24 32 2,17
12 12,72 33 2,78
13 4,69 34 8,95
14 11,68 35 9,32
Diéstrus P, diizeyi Gebelik P, diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
15 61,80 36 15,90
16 46,20 37 37,46
17 16,04 38 27,91
18 21,42 39 23,23
19 61,05 40 33,33
20 19,93 41 22,76
21 59,03 42 38,29




3.3.4. Farkh Progesteron Olciim Kitleriyle Elde Edilen Bulgularin
Karsilastirilmasi

Beseri kit, kOpek kiti ve standart araligi genisletilmig kit ile yapilan 6lgtimler
sonucunda elde edilen progesteron diizeyleri arasinda istatistiksel yénden bir
fark olmadidi (p>0,05) ortaya konulmustur (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Calismada kullanilan kitlerden elde edilen, sonuglarin

karsilastiriimasi.

gruplara ait

BK KK SGK
GRUPLAR X+S X+S X+S Onem Degeri
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Prodstrus 0,83 + 0,61 0,65 + 0,32 0,51 + 0,43 p>0,05
Ostrus 4,9 +2,02 6,72 + 3,32 7,28 +3,45 p>0,05
Didstrus 28,71 + 16,37 | 30,70 + 14,34 | 40,78 + 20,96 p>0,05
Anostrus 0,37 + 0,39 0,15+0,15 0,31 40,32 p>0,05
Yalanci gebe 3,01 £1,70 3,96 + 2,87 4,93 +3,17 p>0,05
Gebe 2271 +558 | 2520+6,51 | 2841+8,35 p>0,05

BK: beseri kit ile yapilan dlgiim sonuglari. KK: kdpek kiti ile yapilan dl¢iim sonugclari.
SGK: standarti genisletilmis kit ile yapilan 6lgiim sonuglari.

Beseri kit 6lcim sonuglan (BK), kdpek kiti 6lgim sonuglan (KK) ve
standart araligi genigletilmis kit 6lgim sonuclari (SGK) arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmelerde, elde edilen veriler arasindaki iligkinin
6neminin hesaplanmasinda, batdn kitlerin 8lcim sonuglari arasinda r=0,994
ve r=0,998 oraninda pozitif bir korelasyon oldugu ve bu korelasyonun
p<0,001 ile istatistiksel ydnden énemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Kitlerle yapilan oélcimlerden elde edilen sonuglar arasindaki korelasyon
katsayisi (r) ve 6nemi (p).

Kitler BK KK SGK
BK ] = 0,998 = 0,998
P<0.001 P<0.001
KK (= 0,998 _ r=0.994
P<0.001 P<0.001
(= 0,998 = 0,094
SGK P<0.001 P<0.001 -

BK: Beseri kit ile yapilan 6lgim sonuglari. KK: Képek kiti ile yapilan dlgiim
sonuglari. SGK: Standardi genisletilmis kit ile yapilan élgim sonuglari.



Progesteron o6lcimi icin kullanilan kitlerden, &strus siklusunun ayri
donemlerinde elde edilen sonuclar kendi aralarinda karsilagtinldiginda
istatistiksel ydnden herhangi bir fark olmadigi (p>0,05) bulunmustur (Cizelge
3.9).

Cizelge 3.9. Calismada kullanilan kitlerden elde edilen, strus siklusunun farkl
dénemlerine ait progesteron degerlerinin karsilastiriimasi.

. N . XtS Varyans
Siklus Donemi Kullanilan Kit
(ng/ml) Analizi
Beseri Kit 0,83 + 0,61
F=0,41
Prodstrus Kopek Kiti 0,65+ 0,32
. p>0,05
Standardi Gen. Kit 0,51 +£0,43
Beseri Kit 49+202
. s F=0,41
Ostrus Képek Kiti 6,72+ 3,32
- p>0,05
Standardi. Gen. Kit 7,28 £ 3,45
Beseri Kit 28,71 + 16,37 F=0,41
Didstrus Képek Kiti
p 30,70 + 14,34 00,05

Standardi. Gen. Kit 40,78 + 20,96

Beseri Kit 0,37 £ 0,39 F=0,41
Andstrus Kopek Kiti

0,15+0,15
Standardi. Gen. Kit 0,31 40,32

p>0,05




4. TARTISMA

Radioimmunoassay’in  prensibinde, birgok immunolojik  6lgim

yénteminde oldugu gibi, antikor-antijen reaksiyonu yatmaktadir.

Antikor; belirli antijenlere kargl vicudun, immun sistemin humoral
mekanizmas! ile, verdigi cevap sonucu olusturdugu bir proteindir.
immunolojik deneylerin de icinde oldugu birgok testte antikor olarak poliklonal
antikor (pAn) kullaniimaktadir. Poliklonal antikor, immunojen tek bir antijen
bile olsa, onu tanimak igin birden fazla epitopunu kullanan ve B lenfositlerin
farkli aileleri tarafindan Gretilen bir antikor tradur. Dolayisiyla, pAn Gretimi
vicudun ¢ok sayida klonu tarafindan gerceklestirilecedi icin zor bir sireg
olarak kabul edilir (Clark ve ark., 2002).

immunizasyon calismalari icin degisik deney hayvanlari kullanilabilir.
Ancak, pAn elde etmek amaciyla bakim ve besleme kosullarinin kolayhkla
uygulanabilmesi, islemlerin rahatlikla yapilabilmesi, ylksek titrede ve
affinitede antikor Uretebilmeleri nedeni ile tavsanlar tercih edilmektedir (Clark
ve ark., 2002).

Hazirlanan immunojen/adjuvant formulasyonun; emdilsiyon, liposom
veya immunostimilatér kompleks (iscom) yapida olmasi, uygulama yeri,
uygulama miktari immun yaniti etkilemektedir. immunojenin molekiiler
blyUkligu de verilen immun yanitta énemli rol oynamaktadir. BaylUk yapili
olan immunojenler daha iyi yanit vermektedir. (Skelley ve ark., 1973; Clark ve
ark., 2002). Ayrica, immunojen/adjuvant karisimi mimkuin oldugunca aseptik
kosullarda hazirlanmalidir. immunojen/adjuvant kompleksinin hazirlanmasi
icin en uygun adjuvant olarak Freund’s complete ve incomplete adjuvanti
(FCA ve FIA) 6nerilmektedir. Bircok calismada adjuvant olarak FCA ve FIA
kullanilmistir. Bu adjuvant digerlerine gbére daha ylksek dizeyde immun
yanit verilmesini saglamaktadir. Ancak, enjeksiyonlar esnasinda tavsanlarda



agriya ve strese yol agmakta ayrica enjeksiyon yerlerinde lezyonlara,
granulom olugumlarina ve nadiren de aseptik yaralara neden olmaktadir
(Yalow ve Gross, 1976; Bollen ve ark, 1996; Vakkuri ve ark., 2000; Stills,
2005). Hazirlanan emdlsiyon tavsanlara, bir bélgeye en fazla 0,25 ml olacak
sekilde deri alti, deri ici veya kas ici yollarla uygulanabilir. Ancak adjuvant
olarak FCA ve FIA secildiginde enjeksiyonlar icin en uygun yol deri alti olarak
bildirilmektedir (Clark ve ark., 2002; Rajput ve ark., 2007).

Sunulan doktora calismasinda s6z konusu literatirlere uyularak,
enjeksiyonlar sonucunda yuksek dizeyde immun yanit alabilmek amaciyla
adjuvant olarak FCA ve FIA kullanilmis ve immunojen/adjuvant emdilsiyonlari

steril ortamda hazirlanmistir.

Hoffmann (1977), “11a-OH-Progesteron-Hemisuccinate”i BSA ile
formile ederek steroid hormonlarin saptanmasinda ve RIA ydntemini
gelistirmede kullanmigtir. Bu ¢alismada da, sunulan literatlr dikkate alinarak

“110-OH-Progesteron-Hemisuccinate: BSA” immunojen olarak kullaniimistir.

Tavsanlardan kan alinmasi islemi de antikor elde etme surecini
etkilemektedir. Kulagin veya kulak damarinin kesilerek kan alinmasi,
nekrozlara, yara bdlgesinde kabuklanmaya, enfeksiyona ve asiri strese yol
acacag! icin Onerilmemektedir. Bu ybntem vyerine Vena auricularis’in
blayUkligline uygun steril bir kandl kullanilarak kan alinmahdir. Herhangi bir
enfeksiy6z etken ve stres immun cevabi baskilayarak Uretilen antikorun
miktarini veya kalitesini azaltabilir hatta antikor Gretimini durdurabilir (Clark ve
ark., 2002). Yuksek titre ve affinitede bir pAn Uretmek icin tim sartlar
saglansa bile, antikor Uretme sUrecinde basari saglanmasi her zaman
mumkin olamamaktadir (Skelley ve ark., 1973; Wood ve Sokolowski, 1981;
Clark ve ark., 2002).

Sunulan c¢alismada da s6z konusu literatirlere dayanilarak
enjeksiyonlar sirt bélgesinden birgok noktaya ve her noktaya da en fazla 0,2



ml emdlsiyon verilecek sekilde, deri alti olarak uygulanmig ve kan alma

islemleri 18 G’luk steril kanuller kullanilarak gerceklestirilmistir.

immunizasyonda esas olan uygun immunojenik materyalin uygun
yoldan, uygun miktarda ve tekrarlayan uygulamalarla verilmesidir. Bundan
dolay! literatiirde immunizasyon protokolU olarak &énerilen belirli bir ydntem
yoktur. Bu c¢alismada, iki hafta araliklarla uygulanan ve Uglnci
immunizasyon enjeksiyonundan sonra titre tayinine baslanan bir
immunizasyon sureci izlenmistir. Titre tayini icin kan toplama islemine, antikor
titresinin  ylkselmeye basladigi dbénem olarak tahmin edilen, ilk
immunizasyondan alti hafta sonra baglanmigtir. Clark ve ark.’da (2002) ilk
immunizasyonunu takip eden bir veya iki aylik slre¢ igerisinde titre elde

edilebilecegini bildirmislerdir.

Titre tayin yéntemi de antikor Uretilmesini etkileyen faktdrlerden bir
tanesi olarak sayilabilir. Ancak, bu ¢alismada daha énce test edilen ve sonug
alinan Glven’in (1988) ydntemi kullanilmasina ragmen istenilen sonug
alinamamistir. Titre tayininde elde edilen '*°I-progesteron ile baglanma orani
%50 den disUk oldugu icin anti progesteron antikorunun Uretilebildigi ancak
antikorun istenilen duyarlkta, karakterde, 6zgullikte ve affinitede olmadigi

kabul edilmigtir.

Literatirde, immunizasyon; olduk¢ca deneysel ve bircok fakidrden
etkilenen bir yéntem olarak tanimlanmaktadir (Tijssen, 1985). Ayrica, antikor
elde etmek igin yapilan c¢alismalarda sans faktdérinin de c¢ok o6nemli
oldugundan bahsedilmektedir (Wood ve Sokolowski, 1981).

immunizasyonu ya da baska bir ifade ile pAn (retimini etkileyen
faktorler; uygulamalar icin secilen deney hayvani, immunizasyon protokolU,
immunojenin hazirlanmasi ve hazirlama sartlari, secilen adjuvant, enjeksiyon

yolu, enjekte edilen miktar ve enjeksiyon bdlgesinin sayisi, kan érneklerinin



toplanmasi, bireysel farkliliklar ile hayvanlarin bakim ve besleme sartlari
olarak sayilabilir (Tijssen, 1985; Clark ve ark., 2002).

Bu calismada da antikor titre tayininde, antikor ile '2°I-progesteron’un
baglanma oraninin %50’den dlsik elde dilmesinde bu faktérlerden biri veya
birkacinin etkiledigi distintlmektedir.

Kopekler igin 6strus siklusunun baslangici prodstrus evresidir. Bu
dénemde progesteron konsantrasyonu bazal diizeyde seyretmektedir. Ancak
yazarlar arasinda progesteronun bazal konsantrasyonunun hangi dizeyde
olduguna dair ortak bir veri yoktur. Smith ve McDonald’a (1974) gbre
progesteronun bazal dizeyi <0,5 ng/ml iken diger bazi yazarlara gére <1-2
ng/ml’dir (Concannon ve ark., 1977; Olson ve ark., 1982).

Sunulan calismada progesteron dizeylerinin, beseri kit (BK), képek
kiti (KK) ve standart araligi genisletiimis kit (SGK) ile yapilan dlgtimlerinde;
progesteronun prodstrus donemindeki en yliksek dizeyi sirasiyla 1,92 ng/ml;
1,03 ng/ml ve 1,17 ng/ml olarak bulunmustur. Ortalama progesteron
dizeyleri; BK ile yapilan élgcimlerde 0,83 ng/ml, KK ile yapilan élgimlerde
0,65 ng/ml ve SGK ile yapilan élgimlerde 0,51 ng/ml olarak belirlenmistir.

Ostrus dénemine ait kan serumu érneklerinin degerlendirimesinde ise
BK ile yapilan dlciimlerde ortalama progesteron degeri 4,91 ng/ml olarak
bulunmustur. Képek kiti ve SGK ile yapilan élgiimlerde ortalama progesteron
dlzeyleri sirasiyla 6,72 ng/ml ve 7,28 ng/ml olarak bulunmustur.

Prodstrus ve 6strus dénemlerinde diger yazarlar tarafindan yapilmig
standart araligi degistirilimis kitlerle (Phemister ve ark., 1973; Concannon ve
Hansel.,1977; Olson ve ark., 1982), beseri ve kopek kitleriyle elde edilen
progesteron sonuglari (Post ve ark.,1988; Wright,1990; Wright, 1991) ile bu
calismada elde edilen degerler uyum gdéstermektedir.



Dibstrus dénemi erkegdin tekrar red edilmeye basladigi donemdir.
Prodstrusun son iki gininde artmaya bagslayan, artigini dstrus déneminde
devam ettiren progesteron, didstrus doneminde en Ust duzeylerine cikar.
Hoffmann ve ark.’a (2004) gére bu dizeye didstrusun ilk 20 gintinde ulagir
ve daha sonra azalmaya baglar. Didstrus dénemindeki progesteron dlzeyleri
arastirmacilarin elde ettigi verilere goére farkhlik gbstermektedir. Bazi
aragtirmacilar bu dénemde progesteron konsantrasyonunun 15-90 ng/ml
(Goodman, 2001), bazilarn ise 50-90 ng/ml (Fedman ve Olson, 1996)
oldugunu bildirmektedirler. Wildt ve ark. (1979), ise ovulasyondan sonra
progesteron dizeyinin 19,9-55,0 ng/ml arasinda degistigini bildirmigtir.
Degisik arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalarda progesteronun en yiksek
dlzeyleri farkl olarak belirlenmigtir. Anilan hormonun en yiksek dizeyleri
Edqvist ve ark.” na (1975) gdre 50 ng/ml, Weilenman ve ark.’a (1993) gére 70
ng/ml ve Concannon ve ark.’a (1989) gbre de 90 ng/ml olarak bildirilmistir.

Calismada elde edilen diéstrus dénemine ait ortalama progesteron
dizeyleri; BK ile élgimde 29,71 ng/ml (10,63-47,00 ng/ml); KK ile élgimde
30,70 ng/ml (13,19-47,43 ng/ml); ve SGK ile élcimde 40,78 ng/ml (16,04-
61,80 ng/ml) olarak bulunmustur. Bu sonuglar s6z konusu arastirmacilarin

bildirdikleri sonuglar ile benzer bulunmustur.

Andstrus  ddéneminde  toplanan  kan  serum  &rneklerinin
degerlendiriimesinde;. BK'de ortalama deger 0,37 ng/ml (0,02-0,92 ng/ml)
olarak bulunmustur. Képek kitinde degerler ortalama deger 0,15 ng/ml (0,01-
0,38 ng/ml) ve SGK’de ortalama deger 0,31 ng/ml (0,01-0,80 ng/ml) olarak

bulunmustur.

Bu dbénemde progesteron dizeylerinin degisik kitlerle élgimlerinin
yapildigi calismalarda, progesteron sonuglarinin <0,5 ng/ml (Nett ve ark.,
1975; Feldman ve Olson 1996) ve <1 ng/ml (Olson ve ark., 1982; Hoffmann
ve ark., 1996) arasinda oldugu saptanmistir.



Sunulan caligmada kullanilan kitlerden elde edilen sonuclar da sézi

gecen arastirmacilarin verileri ile benzerlik géstermektedir.

Gebe olmayan ancak meme bezlerinin gelismesi, sit sekresyonunun
ve maternal davranislarin baslamasi gibi peripartum klinik belirtiler gosteren
disi kopekler klinik yalanci gebe olarak kabul edilirler. Bu belirtiler diéstrusun
son dbénemlerinde, 6strustan 60-80 gun sonra ortaya ¢ikar. Etiyolojisinde
progesteron dizeyinin ani olarak diasmesi ile birlikte prolaktin dizeyinin

yUukselmesi s6z konusudur (Tsutsui ve ark., 2007).

Klinik yalanci gebe oldugu belirlenen kdpeklerden toplanan kan serum
6rneklerinin 6lcim sonuglari; BK ile élgiimlerde 3,01 ng/ml (1,01-5,42 ng/ml),
KK ile élgiimlerde 3,96 ng/ml (0,93-8,78 ng/ml) ve SGK ile dlgimlerde 4,93
mg/ml (1,34-9,32 ng/ml) olarak bulunmustur. Ozyurtlu ve ark. (2006), Klinik
yalanci gebe olan képeklerde progesteron dizeyini 5,07 + 3,00 ng/ml (1,18-
11,31 ng/ml) olarak bildirmislerdir. Tsutsui ve ark. (2007) ise bu dénemde

progesteron dizeyinin <2 ng/ml oldugunu rapor etmigtir.

Yapilan muayenelerde gebeligin ortalama 30-35. gunlerinde bulunan
kopeklerden alinan kan serum o6rneklerinin radioimmunoassay yontemi ile
degerlendiriimesinde ise ortalama progesteron dizeyleri; BK ile 22,71 ng/ml
(15,56-31,37 ng/ml), KK ile 25,50 ng/ml (16,82-35,50 ng/ml) ve SGK ile 28,41
ng/ml (15,90-38,29 ng/ml) olarak bulunmustur.

Diéstrus déneminde bulunan gebe ve gebe olmayan kdpeklerin kan
serumunda progesteron dizeylerinin karsilastiriimasinda ya c¢ok kiguk
farklar bulunmus ya da hi¢ fark bulunamamistir. Luteinlestirici hormon
zirvesinden 15-30 gin sonra progesteron dizeyi 15-85 ng/ml'ye kadar
cikmaktadir. Progesteron zirve déneminden sonra gebeligin ikinci yarisinda
azalmaya baslar ve son 1/3'lik donemde 4-16 ng/ml dizeyine ulasir
(Concannon,1983). Bir veya iki hafta bu dizeyde kalan progesteron

dogumdan bir iki gtin 6nce aniden 1-2 ng/ml dizeyine kadar iner (England ve



Verstagen, 1996). Disi kdpeklerde gebelik sirasinda progesteron genellikle
>10 ng/ml dizeylerinde seyreder (Scott-Moncrieff ve ark., 1990). Onclin ve
Verstegen (1996), gebelik ddonemindeki progesteron dizeylerinin 26,5 + 10,2

ng/ml oldugunu bildirilmistir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar sonucunda; éstrus siklusunun tim
dénemlerinde, yalanci gebelikte ve gebelikte, BK, KK ve SGK ile elde edilen
veriler arasinda istatistiksel yénden 6nemli dizeyde bir farkhligin olmadigi
(p>0,05) belirlenmistir. Bu sonug, ¢alismada kullanilan kitlerden elde edilen
verilerin birbirleri ile uyumlu oldugunu gdsterirken yukarida adi gegen literatur
calismalarla da benzerlik gdstermektedir.

Sunulan ¢alismada kullanilan BK, KK ve SGK’dan elde edilen verilerin
daha duyarh Kkarsilastirlmasi amaciyla, her siklus dénemi aralarinda
karsilastiriimis ve istatistiksel yénden herhangi bir fark bulunamamistir
(p>0,05).

Beseri kit, KK ve SGK’dan elde edilen verilerin birbiri ile korelasyonu
sonucunda, korelasyon katsayisinin (r) 0,994 ile 0,998 arasinda degistigi
(p<0,001) bulunmustur. Melcher ve Arbeiter (1994) tarafindan yapilan bir
calismada da yari kantitatif test (Target®), kopek EIA testi (Status-Pro™) ve
beseri testi (Fa. Serono, Wien) oélcimleri sonucunda elde edilen veriler

arasindaki korelasyonun r=0,927 (p< 0,001) oldugu ortaya konulmustur.

Elde edilen istatistiksel sonuclar; calismada kullanilan her Gg¢ kitin de
képek kan serumundan progesteron o6lcmek amaciyla saglikli bigcimde
kullanilabilecegini ortaya koymakta ve Eckersall ve Harvey’ in (1987) bir tire
spesifik immunoassay Kkitlerinin diger turler iginde kullanilabilecegi gérusunt

de desteklemektedir.



5. SONUC VE ONERILER

Sunulan doktora tez c¢alismasinda elde edilen veriler degerlendirildiginde
asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. Yapilan immunizasyon c¢alismalari sonucunda, tavsanlardan
toplanan kan serumu O6rneklerinde radyoaktif madde ile baglanma orani
%50’den dustk bulundugu icin anti progesteron antikorunun Uretilebildigi
ancak antikorun istenilen duyarlikta, karakterde, 6zgullikte ve affinitede

olmadigi kabul edilmigtir.

2. Ostrus siklusunun tiim dénemlerinde, yalanci gebelikte ve
gebelikte, beseri kit (BK), kdpek kiti (KK) ve standart araligi genigletilmis kit
(SGK) ile elde edilen veriler arasinda istatistiksel yonden énemli diizeyde bir
farkliigin olmadigr (p>0,05) belirlenmistir. Elde edilen sonug, ¢alismada
kullanilan tim kitlerin &strus siklusu dénemlerindeki progesteron duzeylerini

6lcmede yekdigeri yerine kullanilabilecegini gdstermektedir.

3. Beseri kit, KK ve SGK’dan elde edilen verilerin daha duyarl
karsilastiriilmasi amaciyla, her siklus dénemi aralarinda karsilastiriimis ve
istatistiksel ydnden herhangi bir fark bulunamamistir (p>0,05).

4. Beseri kit, KK ve SGK’'dan elde edilen verilerin birbiri ile
korelasyonu sonucunda, korelasyon katsayisinin (r) 0,994 ile 0,998 arasinda

degistigi (p<0,001) bulunmustur. Bu sonug, calismada kullanilan tim kitlerin

verileri arasinda ¢ok yakin bir iliski oldugunu géstermektedir.

5.0strus siklusunun degisik dénemlerinde, yalanci gebelikte ve
gebelikte BK, KK ve SGK ile, képek kan serumundan yapilan progesteron
6lciimlerinin daha &nce yapiimis olan arastirmalar ile uyumlu oldugu

g6ralmdastar.



6. Sonug olarak;

a) Deney surecini olumsuz etkileyecek laboratuar kosullar ve deney
hayvanlarinda strese neden olabilecek faktdrlerin ortadan kaldirilmasi temel

noktalardan biri olmalidir.

b) Antikor Uretme sdreci titizlikle planlanmalidir. Ancak, deney
hayvanlarindan antikor elde edebilmek amaciyla uygun kosullar saglansa bile
immunizasyon slrecinde her zaman basarili olunamayacag! unutulmamalidir.
Dolayisiyla dnlem olarak, bu tip materyallerin isleri sadece spesifik antikor ve

hormon tani kitleri Gretmek olan laboratuarlardan saglanmasi énerilmektedir.

c) Laboratuar faktorlerinden oldukga fazla etkilenen polisteren tiplerin
antikor ile kaplamasi iglemi yerine ticari olarak temin edilen antikor ile kapli

tiplerin kullaniimasi énerilmektedir.

d) Beseri progesteron radioimmunoassay Kkiti, képek progesteron
radioimmunoassay kiti ve standart aralidi genigletiimis progesteron
radioimmunoassay kiti kullanilarak gergeklestirilen kdpek kan serumunda
progesteron dlcim sonuclarinin birbirleri ile uyumlu oldugu bulunmustur. Bu
sonucgtan yola cikarak, daha ucuz ve bulunmasi daha kolay olan beseri
progesteron radioimmunoassay (immunotech®) kitlerinin képek kan serumu
kullanilarak gerceklestirilecek olan calismalarda képege 6zel kitlerin yerine
kullanilabilecegi sdylenebilir. Bu konu ile ilgili olarak, ticari radioimmunoassay

kiti reten ¢codu firma, ture spesifik progesteron kitlerin Gretimini durdurmustur.



OZET

Disi Kopeklerde Kan Progesteron Hormonu Olciimleri Amaciyla
Radioimmunoassay Kiti Uretilmesi ve Kalibrasyonu

Sunulan tez galismasinin amaci, disi képeklerin farkli siklik evrelerinde, gebelik ve
yalanci gebeliklerinde, progesteron hormonu dlzeylerini tlire spesifik (KK),
insanlarda kullanilan (BK) ve bu calisma igin olusturulan RIA kitleri (SGK) ile
arastirarak tani yoniinden uyum, olasi fark ve benzerlikleri ortaya koymaktir.

Bu amagla cesitli muayene yontemleri kullanilarak éstrus siklunun prodstrus,
Ostrus, didstrus ve anbéstrus ddnemlerinde olduklarn belirlenen, ayrica yalanci
gebelik ve gebelik bulunan hayvanlardan, her grupta 7 adet olmak tzere toplam 42
adet disi képekten kan alinmistir. Ayrica, ¢alisma slresince 6 adet erkek Yeni
Zelanda tavsani da antikor Gretmek amaciyla kullaniimistir.

Antikor Uretmek amaciyla; immunojen olarak “11a-OH-Hemisuccinate:BSA”,
adjuvat olarak Freund’'s complete ve incomplete adjuvanti kullaniimigstir.
Immunizasyon sireci olarak iki hafta araliklar ile tavsanlara deri alti
immunizasyonlar yapiimistir. Uglincl enjeksiyondan sonra kulak venalarindan kan
alinmis ve titre tayinleri yapilmaya baglanmistir. Titre tayinleri sonucunda bir miktar
antikor Uretilebildigi ancak baglanma orani %50’nin altinda oldugu igin, istenilen
duyarlilikta, karakterde, 6zgillikte ve affinitede olmadigr gérilmustir. Polisteren
tipleri antikor ile kaplama islemi icin disaridan temin edilen “7a-OH-progesteron-
hemisuccinate” ve “6B-OH-progesteron-hemisuccinate” iki farkli antikor ve yedi farkli
yontem kullanilmistir. Ancak, ¢alismanin bu slirecinde istenilen diizeyde baglanma
saglanamamistir.

Disi koépeklerden toplanan kan serumlarindan BK (immunotech®), KK
(immunotech®) ve SGK kullanilarak progesteron diizeyleri élciiimistir. Progesteron
Olcimlerine kullanilan BK ve KK ile &lgimler dretici firmanin belirtmis oldugu
yénteme gore yapiimistir. SGK ile 6lcim yapabilmek icin éncelikle standart araligi
genigletiimis ve standart noktalar olarak 0 ng/ml, 2.5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20
ng/ml, 40 ng/ml, 80 ng/ml ve 100 ng/ml dizeyleri kullaniimistir. Bu kit ile yapilan
6lgtimlerde takip eden stire¢ 6nceki iki kit ile ayni sekilde yapiimistir.

Beseri kit ile yapilan élgimlerde elde edilen ortalama degerler su sekildedir.
Prodstrus déneminde 0,83 ng/ml; Ostrusda 4,91 ng/ml; didstrusta 29,71 ng/ml;
anoéstrusta 0,37 ng/ml; yalanci gebelikte 3,01 ng/ml ve gebelikte 22,71 ng/ml. Ayni
dénemlerde KK ile yapilan élgiimlerde ise sirasiyla 0,65 ng/ml; 6,72 ng/ml; 30,70
ng/ml; 0,15 ng/ml; 3,96 ng/ml ve 25,20 ng/ml diizeyleri bulunmustur. SGK ile yapilan
Olgiimlerde ayni donemlere ait progesteron diizeyleri ise sirasiyla 0,51 ng/ml; 7,28
ng/ml; 40,78 ng/ml; 0,31 ng/ml; 4,93 ng/ml ve 28,41 ng/ml olarak bulunmustur.

Olgiimlerden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; tim gruplardan her (g
kit kullanilarak elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel ydénden énemli bir farkliligin
olmadidi (p>0,05) ortaya konmustur. Her siklus déneminin verilerinin elde edildigi
test yontemleri kendi aralarinda karsilastirilmis ve istatistiksel yénden bir fark



bulunamamistir (p>0,05). Kitlerden elde edilen sonuclarin korelasyonu yapildiginda
ise r=0,994 ve 0,998 diizeyinde bir iliski bulunmustur.

Sonug olarak, disi kdpeklerde progesteron 6lcimi amaciyla tlire spesifik
kitler yerine beseri kitlerin saglikh bicimde kullanilabilecedi kanisina variimistir.

Anahtar kelimeler: Disi kdpek, radioimmunoassay, progesteron kiti



SUMMARY

Production and Calibration of Radioimmunoassay Kit for Progesterone
Hormone Assay in The Bitch

The aim of this study was to investigate blood progesterone levels by using human
progesterone RIA kit, canine progesterone RIA kit and validaded human
progesterone kit in different stages of the sexual cycle, pregnancy and
pseudopregnancy in the bitch.

A total of 42 bitches were used in the study. Dogs were assigned in to six
groups according to the reproductive status as follows proestrus (n=7), estrus (n=7),
diestrus (n=7), anestrus (n=7), pregnancy (n=7) and pseudopregnancy (n=7). In
adition, six male New Zelland rabbits were used in antibody production.

110-OH-Hemisuccinate:BSA and Freund’'s complete and incomplete
adjuvant were used as immunogen and adjuvant for antibody production,
respectively. Rabbits were immunizated by s.c. injections in two week intervals.
Following the 3™injention, blood samples were collected via auricular venapuncture
and antisera were tested. Although an amount of antibody were obtaind, the binding
ratio was < 50% resulting in undesirable sensitivity, spesifity and affinity.

Two different antibodies “7a-OH-progesteron-hemisuccinate” and “63-OH-
progesterone-hemisuccinate: BSA”were used in antibody coating of polysteren
tubes. Nonetheless,efficient antibody binding could not been reached. Progesterone
levels in blood samples of the dogs were measured by human progesterone RIA kit
(immunotech®), canine progesterone RIA kit (immunotech®) and a validated human
RIA kit. Measurement made instructures with minor modifications to SGK. For that;
standart interval was extended standart points were set to 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80
and 100 ng/ml.

Mean values obtained using by human RIA kit were as follows ; proestrus
0.83 ng/ml, estrus 4.91 ng/ml, diestrus 29.71 ng/ml, anestrus 0.37 ng/ml,
pseudopregnancy 3.01 ng/ml and pregnancy 22.71 ng/ml. Mean values obtained by
using canine progesterone kit were 0.65 ng/ml; 6,.2 ng/ml; 30.70 ng/ml; 0.15 ng/ml;
3.96 ng/ml and 25.20 ng/ml. Mean values obtaind by using validated human RIA kit
were 0.51 ng/ml; 7.28 ng/ml; 40.78 ng/ml; 0.31 ng/ml; 4.93 ng/ml and 28.41 ng/ml
for the same reproductive stages, respectively .

There was no statistically important difference between the mean
progeterone values obtained by using different test kits (p>0.05). The results were
correlated at the level of r= 0.994 and 0.998.

In conclusion, human progesterone RIA kit can be use safely instead of
species specific test kits for the blood mesurement in the bitch.

Key words: Bitch, radioimmunoassay, progesterone kit.
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