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PROGESTERON iCIN ENZIMIMMUNASSAY (EIA)
TEKNIGININ GELISTIRILMESI*

Development of Enzymeimmunoassay (EIA) for Progesterone

B. GUVEN** S. OZSAR** E. SABAN*** S. OZDEMIR***

OZET

Bu calismada total sttte progesteron tayini i¢in ¢ift antikorlu mikrotitrasyon plak EIA yéntemi gelistirildi. 63-OH-
progesteron-hemisuccinate, HRP enzimi ile isaretiendi ve sephadex G-25 kolon kromatografisinden gegirilerek

saflagtinldi. Tavsanlarda progesteron-7--CTE-BTG'ye karg! Uretilmis olan antikor testte kullanildi. Kegilerde tav-
san IgG'sine kars! ikinci antikor Gretildi ve antiserumdan IgG fraksiyonu affinite kromotografisinden gegcirilerek saf-
lastirild.

$'I‘estin hassasiyetinin 2 pg/kuyu, deney ici ve deneyler arasi varyasyon katsayilarinin %14'den dustk oldugu
bulundu. Ostrus siklusundaki bir inekten toplanan sut émekleri RIA ve EIA ile analiz edildiginde iki teknik
arasindaki korelasyon %96 olarak tesbit edildi. Spektrofotometrik olarak olgilebilen sonuglar goz ile de
degerlendirilebilmekte olup 80 drnegin analizi 4 saate tamamlanabilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Enzimimmunassay, Progesteron, Total siit.

SUMMARY

In this study a double antibody microtitration plate EIA was developed for the determination of progesterone in
whole milk. 63-OH-Progesterone-hemisuccinate was labelled with HRP and purified through the column chrom-

atography (sephadex G-25). Antiserum produced against progesterone-7--CTE-BTG in rabbits was used. A sec-
ond antibody against rabbit IgG was produced in goats and IgG fraction of antiserum was isolated through affinity
chromatography.

The sensitivity of the assay was 2 pg/well. The intra and inter assay coefficients of variation were <14%. Milk
samples collected from a cow in estrus cycle were analysed using both EIA and RIA, the correlation between two

techniques was obtained as 96%. The resulting color is measured by using spectrofotometer as well as by naked

eye and it is possible to analyse 80 samples within 4 hours.
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GIRIS

Sutte progesteron tayini ineklerde gebe-
lik teshisi (1), 6strus zamaninin tesbiti (2)
ve fertilite kontroliinde (3) yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Radioimmunoassay (RIA) ve
enzimimmunassay (EIA) (4-7) yontemleri
sutte progesteron tayini icin kullaniimakla
beraber daha ucuz olmasi ve radyoaktif
madde icermemesi nedeniyle EIA yontemi
daha c¢ok tercih edilmektedir. Sitte pro-
gesteron tayini, sutten ekstrakte edilerek
(8), yagsiz sut (9), sut yagr (10) ve total
sitte (11) olmak Uzere sutin cesitli frak-
siyonlarinda yapilmaktadir. Bu analizlerde
tek veya cift antikorlu sistemler kullaniimig
olup cift antikorlu EIA sisteminin daha
guvenilir bir yéntem oldugu bildiriimistir
(12).

Bu calisma, total sitte progesteron tayini
icin cift antikorlu EIA ydntemini gelistirmek
amaciyla yapimistir,

MATERYAL ve METOT

Progesteron Antikorunun Uretimi:

Progesteron-7-<-Carboxyethylthioether-
Bovinethyroglobuline antijeni Dr. D. F.M.
van de Wiel'den (Research Institue for Ani-
mal Husbandry, Zeist, Hollanda) temin
edildi. Bu antijene karsi 6 adet tavsan Tab-
lo 1'deki yontemle immunize edildi ve her
immunizasyondan 1 hafta sonra tavsan-
lardan kan alinarak EIA ile titre tespiti
yapildi. Tavsanlarin birinden elde edilen an-
tiserumun test igin uygun titresinin 1:85.000
oldugu tespit edildi ve antiserumun gesitli
steroidlerle (testosteron, ostradiol, Ostriol,
Ostron, kortisol, Aldosteron, Hidrokortizon)
capraz reaksiyonunun % 0.1'den az oldugu
hesaplandi. Son immunizasyondan 1 hafta
sonra kanatma yapilarak elde edilen anti-
serum alikotlara ayrilip -70 C'de saklandi.

Bu galisma DPT (91 K 120180) ve Turkiye Atom Enerjisi Kurumu tarafindan desteklenmis olup, Tarnm ve
Koyisleri Bakanhgi, Koruma ve Kontrol Genel Mudurligua tarafindan ruhsatlandiriimigtir.
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Tablo 1. Progesteron antikorunun tretimi.

Giiven, Ozsar, Saban, Ozdemir

Enjeksiyon No |Enjeksiyon Sekli | Enjek.Suresi Hafta | Antijen Miktari  |Freunds Adjuvant

1 Subcutan 0 250ug Complete

2 Subcutan 2 250ug Incomplete
3 Subcutan 4 300ug Incomplete
4 Subcutan 7 300pg Incomplete
5 Subcutan 10 300ug Incomplete
6 Subcutan 13 300ug Incomplete
7 Subcutan 16 300ug Incomplete

Kecilerde Tavsan IgG'ine Karsi Antikor Uretimi ve IgG'nin Saflastiriimasi:

iki adet erkek Ankara kegisi (10 aylik)tavsan IgG'si (Sigma, USA) ile Tablo 2'de gésteri-

len sekilde immunize edildi.

Tablo 2. Tavsan IgG'ye karsi kecilerde ikinci antikor Gretimi.

Enjeksiyon No | Enjeksiyon Sekli | Enjek.Silresi Hafta | Antijen Miktari | Freunds Adjuvant
1 Subcutan 0 2mg Complete
2 Subcutan 4 img Incomplete
3 Subcutan 6 1img Incomplete
4 Subcutan 8 1mg Incomplete
5 Intramuscular 10 1mg Incomplete
6 Intramuscular 12 img Incomplete

Titre artisi durdugunda toplanan kan
plazmasindan IgG fraksiyonu affinite kolo-
nundan (cyanogen bromdr ile aktive edilmis
agarosa bagli tavsan IgG) gegirilerek saf-
lastinldi (13). Bu amagcla, affinite kolonu
(1.5x15 em) 10 ml Tavsan IgG-Agarose
(Sigma A-2909) suspansiyonu ile dol-
duruldu. Kolon 10 ml fosfat tamponu (0.66
M KH,PO,, pH:7.2) ile yikandi ve 20 ml
tavsan IgG'sine karsi Uretilen kegi anti-
serumu kolona aktarildi (akis hizi 200pl/dk).
antiserumun gegisi tamamlandiktan sonra
kolon 10 ml fosfat tampon ile yikandi ve
sirast ile 10 ml 0.5 M NaSCN pH:8.0, 10 ml
0.1 M glisin pH:3.5 ve 15 ml 0.1 M glisin
pH:2.0, kolondan gecirilerek 1gG saf-
lastirldi. 1gG  solusyonu 24 saat fos-

fat tampona kars! diyalize edildi. Diyaliz edi-
len solusyondaki protein miktar bitret
ybéntemiyle tayin edildi. Ikinci antikorun test
igin uygun titresinin 1 pg IgG/kuyu oldugu
tespit edildi.

RP_Konjugatinin H

Progesteron- irlan-

masi:

Progesteronun horse radish peroxidase
(HRP) enzimi ile isaretlenmesinde "mixed
anhydride" yoéntemi (9) kullaniimis olup
asagidaki sekilde yapilmistir.

A Solusyonu
1 mg 6B-OH-Progesetrone-hemisuc-

cinate (Steroloids, USA) 0.5 ml N, N di-
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methylformamide iginde ¢6zlldi ve buna
6.25 ul methylmorpholine ilave edilerek
¢ozelti 6nce 0 °C'ye daha sonra -15 °C'ye
kadar sogutuldu.

B Solusyonu

5 mg HRP enzimi (Sigma, USA) 500 pul
distile suda ¢ozuldi ve igine 375 pl N, N-
dimethylformamide ilave edilerek ¢ozelti 0
°C'ye sogutuldu.

Reaksiyon
A solusyonuna 6.25 ul iso-

butylchloroformate ilave edilerek 3 dakika -
15 °C'de kanstirildi. Daha sonra B so-
lusyonu A solusyonuna damla damla ilave
edildi ve pH 8.0'e 1 N NaOH ile ayarlandi.
Karigim 1 saat -15 °C'de ve 2 saat 0 °C'de
karngtirildi ve daha sonra reaksiyon 10 mg
NaHCO, ile durduruldu. Konjugat 6nce di-
alize edilip daha sonra sephadex G-25 ko-
lon kromatografisinden (1.6x90 cm, akis
hizi 0.5 ml/dk) gegcirilerek saflastirildi. Kon-
jugatin test i¢in uygun dilusyonu 1:15.000
olarak tespit edildi ve konjugat -70 °C'de
saklandi.

Orneklerini irlanmasi;

Sat érnekleri koruyucu olarak kullanilan
K, Cr, O, (0.033 g/10 ml sit i¢in) kapsayan
tuplere toplandi ve test yapilana kadar +4
°C'de saklandi. Test igin sut orneklerinin
oda 1sisina gelmesi beklendi ve daha sonra
10 pl sut 390 pl deney tamponu (0.04 M
Na, HPO,, 0.14 MNaCl, %0.02 thimerosal,
pH 7.2) ile 1:40 oraninda sulandirildi. Bun-
dan da 20 pl/kuyu olarak testte kullanildi,
béylece 0.5 pl sitte analiz yapiimis oldu.

Pri ron larinin__Hazirlan-
masi:

Post partum 10. gundeki bir inekten
alinan sut érnegi RIA (9) ile analiz edilip
progesteron icermedigi tespit edildikten
sonra standart hazirlamada kullanildi. Bu
sut numunesine 2,4,6,8, 16,32 ng/ml'de ol-
acak sekilde progesteron konuldu ve 1: 40
oraninda deney tamponu ile sulandiriidi.
Hazirlanan standartlar +4 °C'de saklandi.

Mikrotitr laklarinin _1gG il -
lanmasi:

Affinite kolonundan gecirilip saflastirilan
anti tavsan-kegi IgG'sinden 100 pg alinarak
10 ml karbonat tamponu (0.05 M NaHCO3,
pH 9.6) ile sulandirildi. Mikrotitrasyon
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plaklarina (Costar) bu solusyondan 100 pl/
kuyu olacak sekilde pipetlendi ve plak +4
°C'de 18 saat inkibe edildi. inkubasyon so-
nucu plak igerigi bosaltildi ve 6zgtl olmiyan
baglanmay! azaltmak icin plaga 300 pl/kuyu
% 0.1 sigur serum albumini (BSA) ihtiva
eden deney tamponu konuldu ve plak 60
dakika oda Isisinda inkiibe edildi. Bu ikinci
inkubasyondan sonra plak igerigi bosaltildi
ve plak 4 kere yikama solusyonu (%0.05
Tween 80, distile su iginde) ile yikanarak
kurutuldu ve -20 °C'de saklandi.

Testin Yapilisi:
IgG kapl plak, st standartlari, HRP-

progesteron konjugati, progesteron anti-
serumu ve numuneler oda Isisina gelinceye
kadar beklendi. 1/40 oraninda sulandiriimig
olan sit érnekleri ve standartlar 20 pl/kuyu
olarak pipetlendi. HRP-progesteron kon-
jugatinin 1:15.000'lik dilusyonundan 100 pl/
kuyu olarak tim plaga pipetlendi. Daha
sonra tim kuyulara 100 ul progesteron anti-
koru (1:85.000) ilave edildi ve plak 37 °C'de
3 saat inkube edildi. Plak icerigi bosaltild
ve 4 kere yikama solusyonu ile yikandi.
Plaga 150 pl/kuyu olacak sekilde asetat
tamponundan (0.1 M sodium acetat, pH
5.5) hazirlanan substrattan (%0.01, 3,3,
5,5 tetramethylbenzidine, %0.004 H,O,)
konularak plak 40 dakika oda isisinda
inktibe edildi. Daha sonra reaksiyon 50 pl/
kuyu 4 N H,SO, ile durduruldu ve renk
yogunlugu fotometrede (Titertek, Multiskan
MC) 450 nm'de okundu. Siit 6reklerindeki
progesteron miktari standart egriden. he-
saplanarak degerlendirildi.

SONUCLAR

Testin hassasiyetinin 2 pg/kuyu oldugu
(sifir standarttan istatistiksel olarak énemli
dereceden farkl olarak tayin edilebilen en
kigik miktar) hesap edildi. Ug adet kontrol
6rneginde yapilan analizlerde deney igi ve
deneyler arasi varyasyon katsayilari Tablo
3 ve 4'de gosteriimektedir.

EIA tekniginin karsilastinimasi RIA ile
yapilmis olup 200 adet st 6rnegi her iki
yontemle analiz edildi ve korelasyon r=0.96
olarak bulundu.

Bir inegin seksuel siklusundan giinlitk o-
larak toplanan st 6rnekleri RIA ve EIA tek-
nikleri ile analiz edildi ve her iki yéntemle
elde edilen sonuglar birbirine gok yakin bu-
lundu (Sekil 1).
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Tablo 3. Deney ici varyasyon katsayilari.

Guven, Ozsar, Saban, Ozdemir

Tablo 4. Deneylerarasi varyasyon katsayilari

EIA (n=8) | Progesteron ng/mi %CV

EIA (n=8) | Progesteron ng/ml %CV

Kontrol 1 0.8 13.1

Kontrol 1 1.3 9.4

Kontrol 2 2.5 5.7 :

Kontrol 2 3.4 6.8

Kontrol 3 4.7 7.1

Kontrol 3 5.1 4.7

Ortalama %CV 8.6

Ortalama %CV 6.9

Progesteron
ng/ml total siit

s A Fy?

0 *W

e 2

N L

2 1 0 1 2 3 4 6 8 7

EIA - RIA +

B 9 10 11 12 13 W 16 16 17 17 1% 20 29 22 23

SiklusGunleri

Sekil 1. EIA ve RIA ile tayin edilen bir inekteki sit progesteron diizeyleri.

TARTISMA

Mikrotitrasyon plaklarinin hormona &ézgdl
antiserum (lg fraksiyonu) ile kaplandig: tek
antikorlu sistemde ¢ok degerli olan anti-
serumdan fazla miktarda kullanmak gere-
kirken, cift antikorlu ElA'da ise daha az
oranda antiserum kullaniimakta ve bu da,
cift antikorlu sistemin EIA testinin pre-
sizyonunu gelistirmesi yaninda diger Dbir
énemli avantaj olmaktadir (13,14). Calis-
mamizda da plaklari anti-progesteron-lg ile
kapladigimizda 1:16.500'lUk dilusyon Kkul-
lanilirken bu oran cift antikorlu sistemde
1:85.000'e ¢ikmis ve yaklasik 1/5 oraninda
daha az progesteron antiserumu Kkul-
laniimigtir.

Buglne

kadar  6B-OH-progesteron-

HS-HRP enzim konjugatl ve progesteron
7<-CTE-BSA antiserumunun kullanildigi
cift antikorlu heterolog EIA sistemi serumda
(14) ve yagsiz sutte (12) progesteron ana-
lizi icin gelistirilmis olup total sitte ise bu
heterolog sistem, tek antikorlu ElA'da kul-
laniimistir (15). Calismamizda ise heterolog
sistem cift antikorlu ElA'da total sutte pro-
gesteron tayini i¢in kullaniimigtir. Yagsiz sut
fraksiyonunu ayirmak icin gerekli olan sant-
rifij safhasi total sitte galismakla elimine
edilmigtir. Fakat EIA'da serum ve sit enzimi
etkilemekte ve aktivitesini diugurmektedir
(16). Bu etkiyi minimuma indirmek igin se-
rum veya sUtin sulandirlmasi ge-
rekmektedir. Calismamizda ise sit 1/40
oraninda sulandinimig bundan da 20 pl/
kuyu kulaniimigtir. Boylece 0.5 ul sitte
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analizler yapilarak sutin enzim Uzerine
olan olumsuz etkisi minumuma indirilmistir.
Bu kadar kiglk miktarda (0.5 pl stt/kuyu)
analiz yapmak icin testin hassasiyetinin ¢cok
yuksek olmasi gerekmektedir. Nitekim tes-
timizin hassasiyeti 2 pg/kuyu olarak bu-
lunmus ve bu da heterolog sistem EIA
yontemi sayesinde elde edilebilmigtir. Bir
cok arastirici da heterolog sistem EIA'nin
homolog sistemden daha hassas oldugunu
bildirmislerdir (11,14-16).

Sonug¢ olarak geligtiriimis bulunan EIA
yontemi ile progesteron hormonu total sitte
hassas ve dogru olarak tayin edilebilmekte
ve sonuglar goz ile de degerlendirilebilmek-
tedir. Ithal edilen kitlerle kargilagtinidiginda
1/10 oraninda daha ucuza mal olan bu sis-
temin rutin uygulamaya sokulmasi st inek-
lerinin gebelik teghisinde ve fertilite prob-
lemlerinin ¢ézimunde 6nemli katkida bu-
lunacaktir.
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