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Ozet: Bu calismada, plazmada testosteron tayini icin ¢ift antikorlu enzimimmunassay yéntemi gelistirildi.

Testosteron 3-0-CMO, horseradish peroksidaz enzimi ile 'mixed anhydride’ yoéntemi kullanilarak isaretlendi ve konjugat sephadex G-
25 kolon kromatografisinden gegirilerek saflastirildi. Testosteron antikoru, tavsanlar Testosteron-3-O-CMO-BSA ile immunize
edilerek Uretildi.

Testosteron antiserumunun cesitli steroidler ile capraz reaksiyon oranlart %<0.01 olarak bulundu. Standart egri 0-20 ng/ml (0-200
pg/delik) arasinda olup testin hassasiyeti ise 2,5 pg/delik olarak tespit edildi. Testin kantitatif verimi % 98,8 ve deneylerarasi
varyasyon katsayisi 9%12,6 olarak bulundu.

Bu calismada gelistirilen enzimimmunassay, testosteronun rutin tayini i¢in ekonomik bir yontemdir. Cok az laboratuvar cihazi
gerektirdiginden 6zellikle hayvancilik konusunda arastirma yapanlar icin kullanisli ve alternatif bir yéntemdir.

Anahtar Sozcukler: Testosteron, enzimimmunassay

Development of an Enzyme Immunoassay for the Determination of Testosterone

Abstract: In this study, a double antibody enzyme immunoassay for the direct determination of testosterone in plasma was
developed.

Testosterone 3-0-CMO was conjugated with horseradish peroxidase by the mixed anhydride method, and the conjugate purified by
column chromatography (sephadex G-25). Testosterone antibody was obtained by immunization of rabbits against Testosterone-3-
0-CMO-BSA.

Cross reactions of the antiserum against some steroids were found to be <0.01%. The detection limit of the assay was 2.5 pg/well
and the working range of the standard curve was 0-20 ng/ml (0-200 pg/well). The recovery was found to be 98.8% after the
addition of known amounts of testosterone to plasma samples. The inter-assay coefficient of variation was 12.6%.

The described EIA offers a very economical alternative for the routine estimation of testosterone levels. Only minimal laboratory
equipment is required and therefore the assay should be especially useful for research in animal science.

Key Words: Testosterone, enzyme immunoassay

yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
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Testosteron analizi hayvancilikta puberta o6ncesi
testisin steroidogenic aktivitesinin tespiti, puberta
sonrasi sekslel gelismenin izlenmesi, sekslel gelismeye
beslenmenin etkisi ve ciftlesme aktivitesi Uzerine
mevsimsel degisikliklerin etkisini arastirmak maksadiyla

teshisinde, kopeklerde leydig hicrelerinin salgi yapma
durumunun kontrolinde ve fertilite kontrolinde,
kedilerde leydig hicre fonksiyonunu degerlendirmede
testosteron analizlerinden faydalaniimaktadir.
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yapimistir.
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Testosteronun doping amaciyla kullaniimasinda illegal
Kullanimlari tespit icin testosteron analizleri rutin olarak
yapilmaktadir (1-7).

Hayvancilikta verimin artiriimast icin Kullanilan
seleksiyon ve melezleme gibi geleneksel yontemler yaygin
olarak kullanilmakla birlikte hormon, enzim, metabolitler
gibi biyokimyasal parametrelerin de beraber calisildigi
arastirmalar daha verimli olmaktadir. Bu nedenle
hayvancilikta 6zellikle hormon tayinleri tretimin (sUt, et,
yapagi) ve Uremenin gelistirilmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (8).

Hayvancilik konusunda hormon dizeylerini i¢eren
arastirma yapmak hormon Kitlerinin ithal edilmesi
nedeniyle pahaliya mal olmakta bu da gelismis
Ulkelerde calisan arastiricilari arastirma yapma
konusunda Kkisitlamakta ayrica gen kaynagi olarak
kullanilacak Ulkeye 6zgl irklarin temel fizyologjik
verileri bile elde edilememektedir. Bu sebepler
nedeniyle arastirma kurumlarinin daha fazla arastirma
yapabilmesi ve rutin analizlerde kullanmak Uzere kendi
test  sistemlerini  gelistirmesi  blylik &nem
kazanmaktadir.

Hormon duzeylerini ¢lgmek icin kullanilan yéntemler
immun testlerin temel prensibine dayanir (9). Bu
testlerde degisik maddeler izleyici olarak kullanilmustir.
Radyoaktif izotoplar en yaygin olarak Kkullanilan madde
olmakla birlikte enzimler izotoplara alternatif olarak
immun testlerde kullanilmaktadir (1,2,8). izotoplarin ve
kullanilan organik solvanlarin insan sagligi ve ¢evreye olan
zararl etkileri yaninda pahali sayim cihazlarina olan
gereksinim nedeniyle radioimmunassay (RIA) yoéntemi
ekonomik olmamaktadir. izleyici olarak enzimlerin
kullanildigi enzimimmunassay (EIA) yontemleri ucuz ve
kolay uygulanabilirligi nedeniyle RIA'ya alternatif
olmustur (10,11).

Testosteronun, plazma, tiukrik, kil ve idrarda analizi
icin cesitli immunolojik ve kromatografik yéntemler (12-
17) gelistirilmigtir. EIA ydnteminin testosteron igin
gelistirildigi cesitli arastirmalarda (18-22) ekstraksiyon
veya direkt analizler tercih edilmis ve bu sistemlerde tek
veya cift antikor kullaniimistir. Fakat cift antikorlu EIA
yonteminin daha guvenilir oldugu ve bes kati daha az
oranda hormona 6zgul antikor kullanildigindan ekonomik
oldugu bildirilmistir (10,23).
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Bu calismada; a) Testosterona karsi antikor uretimi ve
Karakterizasyonu, b) Testosteronun enzimle isaretlenmesi
ve saflastiriimasi c¢) Testosteron EIA metodunun Kkalite
kontrolu ¢alismalarinin gerceklestirilmesi amaclanmustir.

Materyal ve Metot
Testosteron'a Karsi Antikor Uretilmesi

Calismada 6 aylik, disi, Yeni Zelanda irki 10 adet
tavsan kullanildi. Tavsanlarin 5'i Testosterone 17f-
Hemisuccinate: Bovine Serum Albumin, 5'i de
Testosterone 3-(0-Carboxymethyl) Oxime: Bovine Serum
Albumin (Testosterone 3-O-CMO-BSA) antijenine karsi
immunize edildi. Antijen fosfat tampon iginde ¢6zuldu ve
esit miktardaki Freund's Adjuvant ile emlsifiye edildikten
sonra tavsanlara subkutan yolla yaklasik 20 degisik
yerden enjekte edildi. ilk enjeksiyonda Complete Freund's
Adjuvant ve 300 ug antijen kullanilirken sonraki
enjeksiyonlarda Incomplete Freund's Adjuvant ve 250 pg
antijen kullanildi. Booster enjeksiyonlar 3'er hafta ara ile
12 Kkez yapildi ve 3. enjeksiyonu takipeden her
enjeksiyondan sonraki 10. ginde tavsanlarin kulak
venasindan kan alinarak antikor titresi enzimimmunassay
(EIA) yontemi ile tespit edildi.

Testosteron Antiserumunun Ozgiilliginin Tayini

Antiserumun 6zgulligu cesitli steroid hormonlarla
verdigi capraz reaksiyon orant ile tespit edildi. Bunun icin
estrone, estradiol ve progesteron hormonlarinin 1 ng -
16 pg arasinda standartlari hazirlandi ve bu standartlar,
enzim isaretli testosteron ve testosteron antiserumu ile
reaksiyona sokularak her hormonun testosteron
antiserumuna baglanma orani enzimimmunassay metodu
ile tayin edildi (13).

Testosteronun Horseradish Perosidaz (HRP) ile
isaretlenmesi

isaretlemede "mixed anhydride” yontemi (24)
kullanilmis olup asagidaki sekilde yapilmistir.

A Solusyonu:

0,5 mg Testosterone 3-(0-Carboxymethyl) Oxime,
0,5 ml N,N dimethylformamide icinde ¢6zUldi ve buna
6,25 ul methylmorpholine ilave edilerek ¢ozelti énce O
°C'ye daha sonra -15 °C'ye kadar sogutuldu.

B Solusyonu:

5 mg HRP enzimi 500 pl distile suda ¢6zildu ve 375
pl N,N-dimethylformamide ilave edilerek c¢ozelti O °C'ye
sogutuldu.



Reaksiyon:

A solusyonuna 6,25 ml iso-butylchloroformate ilave
edilerek karisim 3 dakika -15 °C'de inklbe edildi. Daha
sonra B solusyonu A solusyonuna ilave edildi ve pH 8,0'e
1 N NaOH ile ayarlandi. Karisim 1 saat -15 °C'de ve 2 saat
0 °C'de Karistirildi ve daha sonra reaksiyon 10 mg
NaHCO; ile durduruldu.

Testosteron-HRP Konjugat'inin Saflastiriimasi

isaretleme sonucu elde edilen Karisim once dialize
edildi daha sonra kolon kromatografisinden gecirilerek
saflastirildi. Dializ islemi icin porlari, molekiler agirhgi
12.000'den kiclk olan maddelerin gecebildigi, seliloz
dializ tdpu kullanildi. Dializ 24 saat sure ile PBS (40mM
Na,HPO,, 0,14 M NaCl, 0,2g, pH 7,2) tampona karsi
yapildi ve her 6 saatte bir PBS tamponu degistirilerek
dializ banyosu tazelendi. Dialize edilen kojugat daha sonra
kolon kromatografisinde (kolon ebadi: 1,5 x 85 c¢m,
kolon dolgu maddesi: sephadex G-25, akis hizi: 0,5 ml /
dk) saflastirildi. Toplanan her bir fraksiyonun 0,5 pl si
100 pl substrat (%0,01 tetrametilbenzidin, 90,004
hidrgjen peroksit, 100 mM sodyum asetat, pH5,5) ile 1
dk inkibe edildi ve reaksiyon 50 ul 4N H,SO, ile
durduruldu ve renk yogunlugu fotometrede (450 nm)
okundu. Saf konjugatin bulundugu fraksiyonlar biraraya
getirildi ve 50 pl'lik porsiyonlara ayrilarak -20 °C de
saklandi.

Mikrotitrasyon Plaklarinin IgG ile Kaplanmasi

Onceki calismamizda (25) drettigimiz ve affinite
kolonundan gegcirilerek saflastirilan anti-tavsan 1gG-kegi
IgG plaklart kaplamada kullanildi. 100 pg anti-tavsan
IgG-keci 1gG 10 ml karbonat tamponu (50 mM NaHCOs,
pH 9,6) ile sulandirildi ve mikrotitrasyon plaginin her
deligine 100 pl pipetlendi (1 pg/delik), daha sonra plak
+4 °C'de 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucu plak
icerigi bosaltildi ve 6zgll olmayan baglanmayi azaltmak
icin plaga 300 pl/delik, deney tamponu (40 mM Na,HPO,,
0,14 M NaCl 0,2g, %0,1 BSA, pH 7,2) konuldu ve plak
60 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Ikinci inkiibasyondan
sonra plak 4 kere yikama solusyonu ile yikandi, kurutuldu
ve test yapilana kadar -20 °C'de saklandi.

Testosteron-HRP Konjugatt ve Antikorun Uygun
Titresinin Tespiti

Anti-tavsan 1gG-kegi 1gG ile kapli plaklara yukardan
asagtya bir sira 10 pl PBS tampon, bir sira testosteron
standartindan (1 ng/1 ml PBS) 10 pl pipetlendi.
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Konjugatin, 1:1000 ile  1:32000 arasindaki
dilusyonlarindan  yukardan asagiya, testosteron
antiserumunun ise 1:1000 ile 1:128000 arasindaki
dilusyonlarindan soldan saga olmak tizere plaga 100'er pl
pipetlendi. Plak 37 °C'de 2 saat ve +4 °C'de 18 saat
inkube edildi, inklbasyon sonrasi plak 4 kez yikama
solusyonu (%0,05 Tween 80) ile yikand! ve her delige
150 pl substrat ilave edildi, plak 40 dakika oda isisinda
inkibe edildikten sonra substrat reaksiyonu 50 pl 4N
H,SO, ile durduruldu. Plakta olusan renk yogunlugu
fotometrede (450 nm) okundu.

Testosteron Standartlarinin Hazirlanmasi

Testosteron standartinin hazirlanacagi steroid ihtiva
etmeyen plazmay elde etmek icin, 10 ml plazma 0,5 mg
aktif komur ile oda 1sisinda 30 dk karistirildi ve Karisim
12000 g'de 60 dk santrifije edildi. Santriftij sonunda
steroid ihtiva etmeyen plazma kismi ayrilarak standart
hazirlanmasinda kullanildi.

Standartlar 10 mg/10 ml ethanol icindeki stok
testosteron solusyonundan, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.312 ng/ml olacak sekilde alinarak hazirlandi. Stok
solusyondan uygun miktarlar alinarak tipe kondu,
ethanol vakumlu firinda 55 °C’de evapore edildi ve her bir
standarta steroid ihtiva etmeyen plazma konarak
standartlar hazirlandi ve standartlar test yapilana kadar
-20 °C'de saklandl.

Testin Yapilisi

Anti-tavsan [gG-keci 1gG kapli plak, testosteron
standartlari, testosteron-HRP Kkonjugati, testosteron
antiserumu oda 1sisina gelinceye Kkadar beklendi.
Standartlar 10 ul/delik, konjugat 100 pl/delik, antikor
100 pl/delik olarak plaga pipetlendi. Plak 37 °C'de 2 saat
ve +4 °C'de 18 saat inkube edildi, inkiibasyon sonrasi plak
4 Kez yikama solusyonu ile yikandi ve her delige 150 pl
substrat ilave edildi, plak 40 dakika oda isisinda inkiibe
edildikten sonra substrat reaksiyonu 50 pl 4N H,SO, ile
durduruldu. Renk yogunlugu fotometrede (450 nm)
(Tecan, Spectra Ill) okundu.

Kantitatif Verim

Testin dogrulugu kantitatif verim (recovery) deneyi ve
bir plazma numunesinin cesitli deney serilerinde analizi
yapilarak arastirildi. Kantitatif verim icin herhangi bir
plazma numunesine 0,5-15,0 ng/ml arasindaki
testosteron standartlari ilave edildi. Plazmalar 30 dakika
37 °C'de inkilbe edildikten sonra enzimimmunassay

47



Testosteron Igin Enzimimmunassay Tekniginin Gelistirilmesi

metodu ile analiz edildi. Numunelere eklenen testosteron
miktar ile test sonunda olc¢ilen miktar Karsilastirilarak
kantitatif verim yizdesi hesaplandi ve regresyon analizi
yapildi. Testin dogrulugunu Olgmek icin bir plazma
numunesi farkli gunlerde yapilan EIA testlerinde analiz
edildi ve deneyler arasi varyasyon Katsayisi yuzde olarak
hesaplandi.

Bulgular

Testosteron HRP ile isaretlendikten sonra konjugat
sephadex G-25 Kkolon kromatografisinden gecirildi ve
toplanan  fraksiyonlarda  saf = HRP-Testosteron
konjugatinin  bulundugu 79 ve 80. fraksiyonlar
toplanarak testte kullanildi (Sekil.1).

Antiserumun 6zgulligu, titre tespiti ve capraz
reaksiyon testiyle saptandi. Antiserumun ve Kkonjugatin
test icin uygun titresi, optik dansitenin 1.000 ‘e en yakin
oldugu ve '0O" ile '10" pg standart arasinda en yiksek
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Sekil 1. Testosteron — HRP konjugatinin kolon kromatografisinden

saflastiriimasi.
(kolon ebadr: 1,5 x 85 c¢m, kolon dolgu maddesi: sephadex
G-25, akis hizi: 0,5 ml/dk)
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Sekil 2. Testosteron antiserumunun ¢apraz reaksiyonlarl.
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farkin bulundugu titreler tespit edilerek bulundu. HRP-
testosteron konjugatinin 1: 4000, antiserumun 1:16000
dilusyonunun EIA igin uygun oldugu bulundu ve testte
kullanildi. Testosteron antiserumu’'nun c¢apraz reaksiyon
orani ostradiol ile 900,016, progesteron ile 9%0,012,
ostron ile 90,001 olarak bulunmus olup capraz
reaksiyonlar Sekil 2'de gosterilmistir.

Testosteron  standartlarinin ~ (0,5-15,0  ng/ml
arasindaki) plazmaya eklenmesi sonucu elde edilen
testosteron diizeyleri dikey eksene isaretlendi ve elde
edilen egrinin regresyon fonksiyonu y = - 0,32’ (-01 +
1,162x), regresyon Kkatsayisi r°= 98,8 olarak bulundu
(Sekil 3).

Steroid ihtiva etmeyen plazmada hazirlanan
testosteron standartlari, bu calismada Uretilen antiserum
ve HRP-Testosteron konjugati kullanilarak EIA ile analiz
edildi, test sonucu bulunan standart egri Sekil 4'de
gosterilmistir. EIA metodunun hassasiyeti, standart

Bulunan Testosteron ng/ml

0 5 10 15
Eklenen Testosteron mg/ml

Sekil 3. Kantitatif verim testinin regresyonu.

y=-032¢e(-01 + 1.162x), r2= 98.8

0.900
0.800~
0.7001—

0.600

0.500

0.D. 450 nm

0.400

0.3001—

0.200

il

| | | |
05 06 12 25 5 10 20 ng/ml

Testosteron standart egrisi.

Sekil 4.



egride ‘0" dan sonra tayin edilebilen en disik miktar olan
0,25 ng/ml (25 pg/delik) olarak bulundu. Herhangi bir
plazma numunesi 8 ayri giinde yapilan EIA testi ile analiz
edildi (6,24+0,7 ng/ml, n= 8 ) ve deneyler arasi
varyasyon Katsayisi % 12,6 olarak bulundu.

Tartisma

Calismada antikor Uretmek icin Testosterone 17(3-
Hemisuccinate: Bovine Serum Albumin, ve Testosterone
3-(0-Carboxymethyl) Oxime: Bovine Serum Albumin
olmak Uzere iki farkl antjjen kullanilmis olup sadece bir
tavsanda Testosterone 3-(O-Carboxymethyl) Oxime:
Bovine Serum Albumin antijenine karsi EIA testinde
kullanilabilecek kalitede antikor Uremigstir. Diger
tavsanlarin bazilari bu antijenlere cevap vermesine
ragmen elde edilen antiserumlar immun testlerde
kullanilacak 6zellige sahip degillerdi. Hormonlar icin
immun testlerde 10 diizeyinde analiz yapildigindan
kullanilacak antiserumun ytksek affiniteye ve 6zgullige
sahip olmasi gerekmektedir (13). Dusik affiniteli
antiserumlar immun testlerde hormon dlzeylerinin
tespitinde yetersiz kalmaktadir. Bu calismadaki EIA
testinde kullanilan antiserum 2,5 pg/delik (0,25 ng/ml)
gibi diguk testosteron diizeyini “0” degerinden ayirirken,
calismada uretilen diger antiserumda bu miktar 200
pg/delik (20 ng/ml) gibi yiksek bir dizeydeydi.
Testosteron icin EIA tekniklerinin gelistirildigi cesitli
arastirmalarda testin hassasiyeti 0,5 pg/delik (18), 5
pg/delik (19), 1 pg/delik (20,21), olarak tespit edilmis
olup c¢alismamizda bu deger 2,5 pg/ml olarak
bulunmustur. Bu da testin, fizyolojik degerleri ayirt
edebilecek  bir  hassasiyete  sahip  oldugunu
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