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R a d y o i z o t o p a t o m l a r ı n k u l l a n ı l d ı ğ ı t ü m 

i m m ü n o l o j i k a n a l i z y ö n t e m l e r i " R a d i o - a s s a y " l e r 

( r a d i o - l i g a n d assay ' le r ) a d ı a l t ı n d a t o p l a n m a k t a d ı r . 

S o n y ı l l a r d a , r a d y o i z o t o p l a r ı n k l i n i k 

l a b o r a t u v a r l a r d a ç o k y a y g ı n o l a r a k k u l l a n ı l m a l a r ı 

v e ç a l ı ş m a l a r ı n b ü y ü k b i r k ı s m ı n ı n sağ l ığa z a r a r l ı 

" g a m m a " r a d y a s y o n u y a y a n i z o t o p l a r l a y a p ı l m a s ı , 

k u l l a n ı l a n , r a d y o i z o t o p l a r l a i ş a r e t l i ( r a d i o - l a b e l ) 

a n t i j e n l e r i n k u l l a n ı m s ü r e l e r i n i n ( s h e l i f - l i f e ) k ı sa 

o l u ş u , a r a ş t ı r ı c ı l a r ı r a d y a s y o n s u z m c t o d l a r 

g e l i ş t i r m e ğ e y ö n e l t m i ş t i r . 

B u y a z ı m ı z d a , r a d y o i z o t o p l a r ı n k u l l a n ı l d ı ğ ı 

( i s o t o p i c ) y ö n t e m l e r i n y a n ı s ı r a r a d y o a k t i f o l m a y a n 

m a d d e l e r i n k u l l a n ı l d ı ğ ı ( n o n - i s o t o p i c ) y ö n t e m l e r ­

d e n k ı s a c a b a h s e d i l e c e k t i r . 

"Isotopic" Yöntemler in Klinik Laboratuvar­

larda Kullanı lan Tipleri: 

1 . R a d i o i m m u n o a s s a y ( R I A ) - " c o m p e t i t i v e " 

b i r y ö n t e m d i r . 

2 . C o m p e t i t i v e p r o t e i n b i n d i n g (CPB) - " c o m ­

p e t i t i v e " b i r y ö n t e m d i r . 

3. I m m u n o r a d i o m e t r i c assay ( IRMA) - " n o n ­

c o m p e t i t i v e " b i r y ö n t e m d i r . B u ü ç g r u p y ö n t e m i n 

ç a l ı ş m a p r e n s i p l e r i a y n ı d ı r . F a r k l ı l ı k , a n t i j e n i 

b a ğ l a y a n a j a n ı n d e ğ i ş i k o l m a s ı d ı r . G e r ç e k t e n , 

— R I A y ö n t e m l e r i n d e a n t i j e n i b a ğ l a y a n a j a n 

s p e s i f i k a n t i k o r d u r . 

— CPB y ö n t e m i n d e a n t i j e n i b a ğ l a y a n a j a n , 

söz k o n u s u a n t i j e n i i n - v i v o o l a r a k taş ı yan p r o t e i n 

f r a k s i y o n u d u r . 

— I R M A y ö n t e m i n d e ise a n t i j e n i b a ğ l a y a n 

a j a n i ş a r e t l i v e i şa re ts i z s p e s i f i k a n t i k o r l a r d ı r . 

" N o n - i s o t o p i c " Y ö n t e m l e r i n Başl ıcaları: 

•A.Ü.Tıp Fak. Endokrinoloji ve Metabolizma Hast.Lab.Şefi 

İ . Enzyme i m m u n o a s s a y ' l c r 

2. Luminescent i m m u n o a s s a y ' l c r 

3. Fluorescent i m m u n o a s s a y ' l e r d i r . 

Konuya girmeden önce metinde kullanılacak 

terminoloji iie ilgili bilgi vermeyi uygun buldum. 

TERMİNOLOJİ 
Isotopic: Radyasyonlu 

Non-isotopic: Radyasyonsuz 

Antigen (Antijen): Antikor oluşumuna s e b e p 

oları ve seçimli olarak sadece bu antikor i l e reak­

siyon veren madde 

Antibody (Antikor): Canlılarda b e l l i b i r an­

tijene cevap olarak husule gelen madde 

Immunojen: Antigen 

A ı ı t i j t n i k d e t e r m i n a n t : A n t i j e n m o l e k ü l ü n ü n 

a n t i k o r a b a ğ l a n d ı ğ ı k ı s ı m 

İşaret leme: A n t i j e n veya a n t i k o r a u y g u n b i r 

r a d y o i z o t o p a t o m u n , e n z i m i n , f l o u r c s a n v e y a 

luminesan vs. g i b i m a d d e l e r i n b a ğ l a n m a s ı 

Radio-label A n t i g e n (veya Antibody): 

R a d y o a k t i f b i r atomla i ş a r e t l i a n t i j e n ( R a d y o a k t i f 

b i r a t o m l a i ş a r e t l i a n t i k o r ) 

Enzyme-label: S p e s i f i k b i r e n z i m i l e i ş a r e t l i 

Luıninescent- label: L u m i n e s a n b i r m a d d e i l e 

i şa re t l i 

Fluorescent-label: F l u o r e s a n b i r m a d d e i le 

i şa re t l i 

İı ıkübasyon: İ m m ü n o l o j i k r e a k s i y o n l a r d a ser ­

best ve b a ğ l ı f r a k s i y o n l a r a r a s ı n d a k i d e n g e n i n 

teşekkülü i ç i n , reaksiyon k a r ı ş ı m ı n ı ö z e l ş a r t l a r d a 

belli s ü r e bekletmek 

Separasyon: İ m m ü n o l o j i k r e a k s i y o n l a r d a ser ­

best ve b a ğ l ı f r a k s i y o n l a r ı n , özel y ö n t e m l e r l e , b i r ­

b i r i n d e n ayrılması 
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S p e c i f i c i t y : Bir a n t i k o r ' u n kendi f o r m a s y o n u n ­

d a n s o r u m l u o l a n a n t i j e n ile s e ç i m l i o l a r a k r e a k ­

s i y o n v e r m e s i d i r . 

Competition: R e k a b e t 

C o m p e t i t i v e r e a k s i y o n : R e k a b e t p r e n s i b i n e 

d a y a n a n r e a k s i y o n 

Non-competitive reaksiyon: R e k a b e t p r e n ­

s i b i n e d a y a n m a y a n r e a k s i y o n 

Decay: Radyoaktif atomların kendiliğinden 
d e v a m l ı p a r ç a l a n m a s ı 

End-point: B i r r e a k s i y o n u n s o n n o k t a s ı 

Reproducible: T e k r a r l a m a l a r d a a y n ı s o n u c u n 

elde e d i l m e s i 

M o n o c l o n a l A n t i b o d y : Ç o k saf, i l e r i d e r e c e d e 

sepes i f i k r e a k t i f l e r d i r . B i r m o l e k ü l l ü o l d u k l a r ı n d a n 

" r e p r o d u c i b l e " s o n u ç l a r v e r i r l e r . Sab i t f i z i k s e l ve 

k i m y a s a l özellikleri v a r d ı r 

Polyclonal abtibody (conventional a n ­

t i s e r u m ) : B i r ç o k a n t i k o r u n k a r ı ş ı m ı d ı r l a r . B u a n -

t i s e r u m u n fiziksel ö z e l l i ğ i o r t a l a m a b i r ö z e l l i k t i r . 

C o n v e n t i o n a l antiserumlar h i ç b i r z a m a n t a m a m e n 

aynı ö z e l l i k l i o l a r a k e lde e d i l m e z l e r . 

IZOTOPİK (ISOTOPIC) 
YÖNTEMLER 
1960 y ı l ı n d a B e r s o n v e Y a l o w a d l ı i k i 

A m e r i k a l ı a r a ş t ı r ı c ı n ı n , d i y a b e t l i h a s t a l a r y a p ı l a n 

i n s u l i n e n j e k s i y o n l a r ı s o n u c u , b u h a s t a l a r ı n 

k a n ı n d a i n s ü l i n e spes i f i k bir a n t i k o r g e l i ş t i ğ i n i ve 

b u a n t i k o r u n r a d y o a k t i f b i r a t o m l a i ş a r e t l i i n s ü l i n i 

de b a ğ l a d ı ğ ı n ı s a p t a m a l a r ı i l e t ı b b i u y g u l a m a y a 

g i r e n " R a d i o i m m u n o a s s a y " y ö n t e m l e r i , 1960 'h 

y ı l l a r d a b ü y ü k b i r g e l i ş m e g ö s t e r m i ş ve 1970 ' l i 

y ı l l a r d a a d e t a b i r p a t l a m a g ö s t e r e r e k d o r u k n o k ­

t a s ı n a u laşmış , tıpta d i ğ e r b r a n ş l a r ı n y a n ı s ı ra . b i l ­

hassa e n d o k r i n o l o j i d e b ü y ü k b i r k u l l a n ı m a l a n ı 

b u l m u ş t u r . R I A v e b e n z e r i y ö n t e m l e r , p r o t e i n ­

l e r i n , p e p t i d l e r i n , s t c r o i d l e r i n , i l a ç l a r ı n , v i t a m i n ­

l e r i n v e d i ğ e r b a z ı b i l e ş i k l e r i n t a y i n i n d e 1960 ' l ı 

y ı l l a r d a n b e r i k u l l a n ı l a g c l m i ş t i r . 

1. R A D I O I M M U N O A S S A Y (RIA) 

" R a d i o i m m u n a s s a y " y ö n t e m i , u y g u n b i r 

r a d y o i z o t o p l a i ş a r e t l i a n t i j e n i n , i şa re ts iz a n t i j e n 

(test s o l u s y o n u n d a k i t a y i n e d i l e c e k m a d d e ) i l e k e n ­

d i l e r i n e spes i f i k a n t i k o r a b a ğ l a n m a d a r e k a b e t e 

g i r i ş t i k l e r i i m m ü n o l o j i k b i r r e a k s i y o n d u r . 

H e r h a n g i b i r b i l e ş i ğ i n R I A y ö n t e m i i l e t a y i n 

e d i l e b i l m e s i i ç i n a ş a ğ ı d a k i ş a r t l a r a u y g u n o l m a s ı 

g e r e k i r : 

— İ m m u n o j e n ö z e l l i ğ i o l m a l ı d ı r . 

— Sa f h a l d e t e m i n e d i l e b i l m e l i d i r . 

— U y g u n b i r r a d y o i z o t o p l a i ş a r e t l e n e b i l -

m e l i d i r . 

R I A t e k n i ğ i n i n p r e n s i b i şöy le ö z e t l e n e b i l i r : 

B e l l i m i k t a r d a i ş a r e t l i a n t i j e n v e s ı n ı r l ı m i k t a r d a 

s p e s i f i k a n t i k o r i ç e r e n b i r s i s t e m e , g i t t i k ç e a r t a n 

m i k t a r l a r d a i şa re ts i z a n t i j e n ( S t a n d a r d veya test 

s o l ü s y o n u ) i l ave e d i l d i ğ i n d e , b a ğ l ı f r a k s i y o n d a k i 

i ş a r e t l i a n t i j e n m i k t a r ı g i t t i k ç e a z a l m a k t a d ı r ; y a n i , 

se rbes t i şa re ts iz a n t i j e n i le b a ğ l ı i ş a r e t l i a n t i j e n 

a r a s ı n d a te rs b i r o r a n t ı y e r a l m a k t a d ı r . 

Ag* + Ab < » Ag* - Ab (işaretli antijen 
+ antikor kompleksi 
Ag 

Serbest Fraksiyon Bağ l ı Fraksiyon 
Ag-Ab ( işarets iz antijen-antikor 

kompleksi) 

Ag : Uygun bir radyoizotopla işaretlenmiş antijen (işaretli an­
tijen) 
Ag: İşaretsiz antijen (standard eğri çiziminde değişik kon-
santrasyonlardaki saf hormon preparatı. Test solüsyonunda ise 
tayin edilecek hormondur) 
Ab : İşaretli ve işaretsiz antijenlere spesifik antikor 
Ag*-Ab : İşaretli antijen-antikor kompleksi 
Ag-Ab: İşaretsiz antijen-antikor kompleksi 

Serbes t v e b a ğ h f r a k s i y o n l a r a r a s ı n d a k i 

r a d y o a k t i v i t e d a ğ ı l ı m ı , se rbes t i ş a r e t l i a n t i j e n v e 

serbest i şa re ts iz a n t i j e n l e r i n r ö l a t i f k o n s a n t r a s y o n ­

l a r ı i l e o r a n t ı l ı d ı r . B u n d a n d o l a y ı d ı r k i R I A 

y ö n t e m i i l e i şa re ts i z a n t i j e n i n s e r u m veya d i ğ e r 

b i y o l o j i k s ı v ı l a r d a k i k o n s a n t r a s y o n u t a y i n e d i l e b i l ­

m e k t e d i r . 

B i r R I A r e a k s i y o n u n u n o l u ş m a s ı i ç i n 2 

ö n e m l i ş a r t ı n y e r i n e g e t i r i l m e s i g e r e k l i d i r : B u n l a r , 

1 . K u l l a n ı l a n a n t i j e n l e r i n a y n ı k a y n a k l ı 

o l m a l a r ı g e r e k l i d i r ( s t a n d a r d o l a r a k k u l l a n ı l a n 

i şa re ts iz a n t i j e n , i ş a r e t l i a n t i j e n v e a n t i k o r e l d e 

e t m e k i ç i n k u l l a n ı l a n a n t i j e n ) . 

2 . K u l l a n ı l a n a n t i k o r s ı n ı r l ı m i k t a r d a 

o l m a l ı d ı r . B u şar t şöy le t e m i n e d i l i r : A n t i k o r m i k ­

t a r ı , v a s a t t a k i i ş a r e t l i v e i şa re ts iz a n t i j e n l e r i n 

t ü m ü n ü b a ğ l a y a c a k m i k t a r d a n d a h a a z o l a r a k 

seç i l i r . B a ş k a b i r d e y i ş l e a n t i k o r m i k t a r ı , 

k a r ı ş ı m d a k i i ş a r e t l i a n t i j e n i n t ü m ü n ü b a ğ l a y a c a k 

m i k t a r d a o l m a l ı d ı r . 
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Şekil 1 . B i r R I A çalışmasının şeması 

B i r R I A ç a l ı ş m a s ı n d a g e r e k l i m a l z e m e : 

— Ç o k saf o l a r a k h a z ı r l a n m ı ş a n t i j e n ( A g ) 

( s t a n d a r d e ğ r i ç i z i m i n d e k u l l a n ı l a c a k t ı r ) . 

— U y g u n b i r r a d y o i z o t o p l a i ş a r t l i a n t i j e n 

( A g * ) 

— B a ğ l a m a a f i n i t e s i y ü k s e k o l a n ve spes i f i k 

a n t i k o r u ( A b ) i ç e r e n a n t i s e r u m 

— T e s t s o l ü s y o n u ( h a s t a s e r u m u veya d i ğ e r 

b i y o l o j i k s ı v ı l a r ) 

B i r R I A ç a l ı ş m a s ı 4 a ş a m a d a g e r ç e k l e ş i r : 

1 . K o m p o n e n t l e r i n k a r ı ş t ı r ı l m a s ı ( A g , A g , 

A b v e T e s t s o l ü s y o n u ) 

2 . İ n k ü b a s y o n : Se rbes t ve b a ğ l ı f r a k s i y o n l a r 

a r a s ı n d a d e n g e o l u ş m a s ı i ç i n u y g u n ş a r t l a r d a b e l i r ­

l i m ü d d e t b e k l e t m e . 

3 . S e p a r a s y o n : B a ğ l ı ve se rbes t f r a k s i y o n l a r ı n 

ö z e l y ö n t e m l e r l e b i r b i r i n d e n a y r ı l m a s ı 

4 . B a ğ l ı f r a k s i y o n u n r a d y o a k t i v i t e s i n i n 

s a y ı m ı , s t a n d a r d e ğ r i n i n ç i z i m i v e h a s t a s e r u m -

l a n n d a k i h o r m o n k o n s a n t r a s y o n l a r ı n s t a n d a r d 

e ğ r i d e n o k u n m a s ı 

Ş e k i l l . ' d e R I A ç a l ı ş m a s ı n ı n ş e m a s ı v e r i l ­

m i ş t i r . 

B u g ü n d ü n y a n ı n h e r y e r i n d e ç o k y a y g ı n 

o l a r a k k u l l a n ı l m a k t a o l a n R IA y ö n t e m l e r i n i n , 

- 4 l e r i d e r e c e d e s p e s i f i k o l m a l a r ı , 

— n g v e p g s e v i y e l e r i n d e k i m a d d e l e r i d a h i 

hassas o l a r a k t e s b i t e d i l e b i l m e l e r i , 

- ~ S o n u ç l a r ı n ı n t e k r a r l a n a b i l i r o l m a s ı , 

— F a z l a s a y ı d a ç o k k ü ç ü k h a c i m l e r d e k i 

n u m u n e l e r l e ç a l ı ş a b i l m e s i g i b i a v a n t a j l a r ı n ı n 

y a n ı n d a b a z ı d e z a v a n t a j l a r ı d a v a r d ı r . B u n l a r ı n 

b a ş l ı c a l a n : 

— R a d y o i z o t o p u n p a r ç a l a n m a s ı ( d e c a y ) , 

— İ ş a r e t l i a n t i j e n l e r i n h a z ı r l a n m a s ı n d a ve 

ç a l ı ş m a l a r e s n a s ı n d a , r a d y a s y o n u n z a r a r l ı e t ­

k i l e r i n e m a r u z k a l ı n m a s ı v e b u e t k i n i n a k ü m ü l a t i f 

o l m a s ı , 

— D e ğ i ş i k t a r i h l e r d e h a z ı r l a n a n r a d y o a k t i f 

r e a k t i f l c r i n f a r k l ı l ı k l a r g ö s t e r m e s i v e m a l i y e t l e r i n i n 

y ü k s e k o l m a s ı , 

— R a d y o a k t i f a n t i j e n i n k u l l a n ı m s ü r e s i n i n e n 

f a z l a 2 ay i le s ı n ı r l ı o l m a s ı , 

— R I A ç a l ı ş m a l a r ı n ı n ç o k ö z e l v e p a h a l ı 

c i h a z l a r a v e t e c r ü b e l i e l e m a n a i h t i y a ç g ö s t e r m e s i , 

— B a ğ l ı ve se rbes t f r a k s i y o n l a r ı n 

a y r ı l m a s ı n d a , b ü t ü n ç a l ı ş m a l a r a u y g u l a n a b i l e n b i r 

a y ı r m a y ö n t e m i b u l u n m a d ı ğ ı n d a n , o t o m a s y o n 

y ö n t e m l e r i n i n g e l i ş t i r i l m e s i n e i m k a n v e r m e m e s i , 

— K ü ç ü k m o l e k ü l l ü m a d d e l e r i n ( H a p t e n ' l e r ) 

t a y i n i i ç i n R I A y ö n t e m l e r i n i n d o ğ r u d a n k u l ­

l a n ı l a m a m a s ı . 

2. C O M P E T I T I V E P R O T E İ N BINDING 
(CPB): 

C P B y ö n t e m i n i n u y g u l a m a p r e n s i b i 

R I A ' n ı n k i n d e n f a r k s ı z d ı r . F a r k l ı l ı k a n t i j e n i 

b a ğ l a y a n a j a n ı n d e ğ i ş i k o l u ş u d u r . B u y ö n t e m d e a n ­

t i j e n i b a ğ l a y a n a j a n , b u a n t i j e n i i n - v i v o o l a r a k 

taş ı yan p r o t e i n f r a k s i y o n u d u r . 

C P B y ö n t e m i n d e , R I A ' d a n f a r k l ı o l a r a k 

ç a l ı ş m a ğ a b a ş l a m a d a n ö n c e y a p ı l m a s ı g e r e k e n b i r 

n u m u n e h a z ı r l a m a sa fhas ı v a r d ı r . Ö n c e , h a s t a 

s e r u m u n d a t a y i n e d i l e c e k a n t i j e n , k e n d i s i n i i n - v i v o 

o l a r a k t a ş ı y a n p r o t e i n f r a k s i y o n u n d a n a y r ı l ı r , y a n i 

h o r m o n - p r o t e i n b a ğ ı ç ö z ü l ü r . Se rbes t h a l e g e ç e n 

a n t i j e n , i k i n c i b i r d e n e y t ü p ü n d e k i , a y n ı c ins 

p r o t e i n e b a ğ l a n m a d a i ş a r e t l i a n t i j e n i l e r e k a b e t e 

s o k u l u r . C P B y ö n t e m i ç o k k u l l a n ı l a n b i r y ö n t e m 

o l m a d ı ğ ı n d a n ü z e r i n d e d a h a faz la d u r m u y o r u z . 

Türkiye Klinikleri TIP BİLİMLERİ Dergisi Cilt 10, Sayı 5, 1990 



LÜTFİYE BİLKAY K O L O G L U 369 

Şekil 2. Bir IRMA çalışmasının şeması 

3 . I M M U N O R A D I O M E T R I C A S S A Y S 

( I R M A ) ( T W O - S I T E I M M U N O R A D I O M E T R I C 

A S S A Y ) : 

I m m u n o r a d i o m e t r i c ç a l ı ş m a l a r d a , a n t i j e n i 

k a n t i t a t i f o l a r a k t a y i n e t m e k i ç i n 2 a n t i k o r k u l ­

l a n ı l ı r . B u a n t i k o r l a r d a n b i r i k a t ı b i r y ü z e y e 

b a ğ l a n m ı ş t ı r v e r a d y o k t i f d e ğ i l d i r . B u a n t i k o r , test 

s o l ü s y o n u n d a k i a n t i j e n i n e k s t r a k s i y o n u n d a e t k i n ­

d i r . İ k i n c i a n t i k o r ise r a d y o a k t i f b i r a t o m l a i şa re t ­

l e n m i ş t i r v e k a t ı m a t r i x ' t e k i a n t i k o r a b a ğ l a n m ı ş 

o l a n a n t i j e n i n k a n t i t a t i f o l a r a k t a y i n i n d e e t k i n d i r . 

I m m u n o r a d i o m e t r i c Y ö n t e m i n T e k n i ğ i : 

İ k i t a r a f l ı ( t w o - s i t e ) r a d i o i m m u n o m e t r i c 

assay o l a r a k d a i f a d e e d i l e n I R M A y ö n t e m i 

a ş a ğ ı d a k i ç a l ı ş m a a ş a m a l a r ı m i ç e r i r : 

— S e y r e l t i l m i ş a n t i s e r u m , u y g u n b i r k a t ı f aza , 

ö r n e ğ i n test t ü p ü n ü n i ç d u v a r m a v e y a se lü loz p a r -

t i k ü l l e r i n e vs. 'ye b a ğ l a n a r a k sab i t d u r u m a g e t i r i l i r . 

K a t ı f a z a b a ğ l a n m ı ş o l a n a n t i k o r u n faz las ı y ı k a m a k 

s u r e t i y l e u z a k l a ş t ı r ı l ı r . 

— H a r e k e t s i z h a l d e k i a n t i k o r , test s o l ü s y o n u 

i l e i n k ü b a s y o n a b ı r a k ı l ı r , ( s t a n d a r d e ğ r i ç i z i m i i ç i n 

m u h t e l i f k o n s a n t r a s y o n l a r d a k i sa f a n t i j e n ç ö z e l ­

t i l e r i k u l l a n ı l ı r ) . 

— İ ç i n d e k i t a y i n e d i l e c e k a n t i j e n i n t ü m ü k a t ı 

f a z d a k i a n t i k o r a b a ğ l a n m ı ş o l a n test s o l ü s y o n u n u n 

f a z l a s ı a s p i r a s y o n v e y a d e k a n t a s y o n i l e u z a k ­

l a ş t ı r ı l ı r v e t ü p y ı k a n ı r . 

— T ü p e r a d i o i z o t o p l a i ş a r e t l e n m i ş o l a n i k i n ­

c i a n t i k o r ( A b ) i lave e d i l i r . 

— T e k r a r i n k ü b a s y o n a b ı r a k ı l ı r . 

— R e a k s i y o n a g i r m e m i ş o l a n m a t e r y a l 

t ü p t e n u z a k l a ş t ı r ı l ı r . T ü p y ı k a n ı r . 

— H a r e k e t s i z a n t i k o r t a r a f ı n d a n t u t u l m u ş 

o l a n a n t i j e n v e b u a n t i j e n e b a ğ l a n m ı ş o l a n i ş a r e t l i 

a n t i k o r u i ç e r e n t ü p ü n r a d y o a k t i v i t e s i t esb i t e d i l i r 

v e ç i z i l e n s t a n d a r t e ğ r i y a r d ı m ı i l e tes t s o l ü s y o n u n ­

d a k i a n t i j e n m i k t a r ı b u l u n u r ( Ş e k i l 2 ) . 

I R M A y ö n t e m i " n o n - c o m p e t i t i v e " y a n i , 

r e k a b e t p r e n s i b i n e d a y a n m a y a n b i r y ö n t e m d i r v e 

y u k a r ı d a k i ş e m a d a d a g ö r ü l d ü ğ ü g i b i r e a k s i y o n 

v a s a t ı n a a r t a n m i k t a r l a r d a a n t i j e n i l ave e d i l d i ğ i n d e , 

b a ğ l ı f r a k s i y o n d a o o r a n d a f a z l a r a d y o a k t i v i t e tes ­

b i t e d i l e c e k t i r . 

I R M A y ö n t e r n i n i R I A ' d a n a y ı r a n i k i ö n e m l i 

f a k t ö r v a r d ı r : 

a ) I R M A y ö n t e m i n d e t a y i n e d i l e c e k o l a n 

test s o l ü s y o n u n d a k i a n t i g e n ( s e r b e s t a n t i j e n ) , 

i ş a r e t ü a n t i k o r t a r a f ı n d a n tesb i t e d i l i r . 

b ) I R M A ç a l ı ş m a l a r ı n d a b i r r e k a b e t söz 

k o n u s u d e ğ i l d i r v e r a d y a s y o n s a y ı m ı , se rbes t a n ­

t i j e n k o n s a n t r a s y o n u i le d o ğ r u o r a n t ı l ı d ı r . 

I R M A y ö n t e m i n i n e n ö n e m l i a v a n t a j ı 

— I R M A y ö n t e m i n i n R I A ' d a n d a h a hassas, 

d o ğ r u v e s p e s i f i k o l d u ğ u y ö n ü n d e k i d ü ş ü n c e l e r 

g i d e r e k a r t m a k t a d ı r . 

— I R M A ' d a k u l l a n ı l a n i şa re ts iz v e i ş a r e t l i 

a n t i k o r l a r , a n t i j e n e o r a n l a a ş ı n m i k t a r l a r d a k u l ­

l a n ı l d ı k l a r ı n d a n , ç a l ı ş m a n ı n hassas iye t i p i p e t l e m e 
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h a t a l a r ı n d a n etkilenmez ve normal p i p c t l e m e ile 

çok i y i b i r hassasiyet elde edilebilir. Burada sadece 

hasta s e r u m l a r ı n ı p i p e t l e m e d e çok dikkatli olmak 

g e r e k i r . 

İ R M A t e k n i ğ i , iki antikoru a y n ı zamanda 
b a ğ l a y a b i l e n a n t i j e n l e r e t a t b i k e d i l e b i l i r . B u a n t i j e n ­

l e r , b a ş l ı c a p r o t e i n l e r v e m a k r o m o l e k ü l l e r d i r . 

Y ö n t e m i n hassas iye t i r e a k t i f l e r i n a ş ı r ı m i k t a r ­

l a r d a k u l l a n ı l m a s ı n a b a ğ l ı d ı r . H e r i k i a n t i k o r d a 

a ş ı r ı m i k t a r l a r d a k u l l a n ı l d ı ğ ı n d a test s o l u s y o n u n -

d a k i a n t i j e n i n t ü m ü t e s b i t e d i l e b i l e c e k t i r . T e s t has-

s a s i y e t i n d e k i tek l i m i t a s y o n f a k t ö r ü , işaretli a n t i k o r 

s o l ü s y o n u n u n r a d y o a k t i v i t e s i d i r . Ç ü n k ü , i şare ts iz 

a n t i k o r a b a ğ l a n m ı ş o l a n a n t i j e n e s a d e c e i ş a r e t l i a n ­

t i k o r b a ğ l a n a b i l d i ğ i n d e n , s p e s i f i k a k t i v i t e s i ç o k 

y ü k s e k i ş a r e t l i a n t i k o r s o l ü s y o n l a r ı k u l l a n m a k 

m e c r u b u r i y e t i v a r d ı r . 

T e o r i k o l a r a k I R M A t e k n i ğ i i l e a n t i j e n i n t e k 

b i r m o l e k ü l ü n ü b i l e k a n t i t a t i f o l a r a k t a y i n e t m e k 

m ü m k ü n d ü r ; a n c a k , i ş a r e t l i a n t i k o r u n y e t e r l i 

d e r e c e d e spes i f i k a k t i v i t e s i o l m a s ı ş a r t t ı r . P r a t i k t e 

r a d y o i z o t o p u n d e v a m l ı p a r ç a l a n m a s ı sebeb i i le b u 

hassas iye t i e l d e e t m e k z o r d u r . R a d y o a k t i f o l m a y a n 

i ş a r e t l e y i c i l e r k u l l a n ı l d ı ğ ı n d a b u hassas iyet t e o r i k 

o l a r a k k ı s m e n m ü m k ü n d ü r . R I A ç a l ı ş m a l a r ı n d a 

ise b u hassas iyet k e s i n l i k l e m ü m k ü n d e ğ i l d i r . R I A 

t e k n i ğ i , a n t i k o r u n b a ğ l a m a u ç l a r ı n ı n s a t ü r e e d i l ­

m e s i n e b a ğ l ı o l d u ğ u n d a n , ç a l ı ş m a d a e n y ü k s e k has­

sasiyet d ü ş ü k a n t i k o r k o n s a n t r a s y o n l a r ı n d a e l d e 

e d i l i r . 

I R M A ' n ı n D e z a v a n t a j l a r ı : 

I R M A s i s t e m i n d e r a d y o i z o t o p k u l l a n ı m ı n a 

b a ğ l ı o l a n b a z ı ö n e m l i d e z a v a n t a j l a r v a r d ı r . 

A n t i k o r l a r ı n s a f î a ş t ı r ı l m a l a r ı , r a d i o i z o t o p l a r l a 

i ş a r e t l e n m e l e r i v e s a k l a n m a l a r ı i ç i n spesifik i m -

m u n o a b s o r b c n t l e r e i h t i y a ç v a r d ı r . Y e t e r l i m i k t a r d a 

a n t i k o r e l d e e d e b i l m e k için f a z l a m i k t a r d a a n t i j e n 

k u l l a n ı l m a s ı ( h i p o f i z h o r m o n l a r ı n d a o l d u ğ u g i b i ) 

m e c b u r i y e t i z o r l u k l a r a r z e d e r . B u z o r l u k l a r ı n b i r 

k ı s m ı " m o n o c l o n a l " a n t i k o r t e k n i ğ i k u l l a n ı l a r a k 

g i d e r i l e b i l i r . A n t i s e r u m u n s a f l a ş t ı r ı l m a s ı i ş a r e t l e n ­

m e s i v e s a k l a n m a s ı i ç i n i m m m u n o a b s o r b e n t l e r i n 

h a z ı r l a n m a s ı , z a m a n v e a n t i j e n a ç ı s ı n d a n ç o k 

p a h a l ı y a m a l o l u r . 

" M o n o c l o n a l " a n t i k o r l a r ı n k u l l a n ı m a l a n ı n a 

f a z l a m i k t a r d a g i r m e l e r i i l e b u z o r l u k l a r ı n ö n ü n e 

g e ç i l m i ş t i r . R a d y o i z o t o p l a i ş a r e t l i s p e s i f i k a n t i k o r ­

l a r , i m m u n o a b s o r b e n t e b a ğ l a m a d a n ö n c e s ık 

a r a l ı k l a r l a h a z ı r l a n a b i l i r l e r k i , b u a n t i k o r l a r ö n 

s a f l a ş t ı r m a y a gerek g ö s t e r m e z l e r veya çok az 

g ö s t e r i r l e r . A n t i k o r l a r ı n i ş a r e t l e n m e s i n d e , k l a s i k 

r a d i o - i o d i n a s y o n y ö n t e m l e r i , ö r n e ğ i n " C h l o r a m i n c -

T " m e t o d u k u l l a n ı l a b i l i r . İ ş a r e t l i a n t i k o r l a r s ı k 

a r a l ı k l a r l a h a z ı r l a n d ı k l a r ı n d a n , r e a k t i f l e r i n b o z u l ­

m a s ı n a b a ğ l ı o l a r a k h u s u l e g e l e n p r o b l e m l e r as­

g a r i y e i n d i r i l m i ş o l u r . 

B-IZOTOPIK OLMAYAN 
(NON-ISOTOPIC) YÖNTEMLER: 
2 5 y ı l ı a ş k ı n b i r s ü r e d i r " rad ioassay" y ö n t e m ­

l e r i , k l i n i k k i m y a d a h o r m o n l a r ı n , p r o t e i n l e r i n , 

v i t a m i n l e r i n , i l a ç l a r ı n vs. t a y i n i n d e y a y g ı n o l a r a k 

k u l l a n ı l m a k t a d ı r . A n c a k , r a d i o a s s a y y ö n t e m l e r i n d e 

k u l l a n ı l a n r a d y o i z o t o p l a i ş a r e t l i a n t i j e n ( v e y a a n ­

t i k o r ) h a z ı r l a n m a s ı v e k u l l a n ı m ı n d a c i d d i r i s k l e r 

v a r d ı r . B u n l a r ı n b a ş ı n d a r a d y a s y o n u n sağ l ı ğa 

z a r a r l ı e t k i s i v e b u e t k i n i n b i r i k i c i o l m a s ı v e d i ğ e r 

d e z a v a n t a j l a r ı s e b e b i i l e 1970*11 y ı l l a r d a r a d i o a s s a y 

y ö n t e m l e r i n i n y e r i n e r a d y a s y o n s u z y ö n t e m l e r i n 

a r a n m a s ı n a b a ş l a n m ı ş t ı r . 

R a d y o a k t i f i z o t o p l a r ı n y e r i n i a l a c a k p e k çok 

a l t e r n a t i f m a d d e ü z e r i n d e a r a ş t ı r m a y a p ı l m ı ş v e 

r a d y a s y o n s u z i ş a r e t l e y i c i a l a r a k e n z i m l e r y a y g ı n 

b i r k u l l a n ı m a l a n ı b u l m u ş t u r . D a h a s o n r a " l u m i n e s ­

c e n t " v e " f l u o r e s c e n t " m a d d e l e r d e i m m u n o a s -

s a y ' l e r d e i ş a r e t l e y i c i o l a r a k k u l l a n ı l m a y a 

b a ş l a n m ı ş t ı r . 

B i r m a d d e n i n r a d y o a k t i f i ş a r e t l e y i c i y e r i n e , 

r a d y a s y o n s u z i ş a r e t l e y i c i o l a r a k k u l l a n ı l a b i l m e s i 

i ç i n b a z ı ö z e l i l k l c r i o l m a s ı g e r e k i r . B u n l a r d a n 

b a ş l ı c a l a r ı : 

— Ç a l ı ş m a n ı n s o n n o k t a s ı n ı n ( e n d p o i n t ) 

o l d u k ç a sab i t o l m a s ı , 

— İ ş a r e t l i a n t i j e n i n ( v e y a a n t i k o r u n ) 

h a z ı r l a n m a s ı n ı n k o l a y o l m a s ı , 

— M a l i y e t i n i n p a h a l ı o l m a m a s ı , 

— S a ğ l ı k i ç i n p o t a n s i y e l b i r r i s k t a ş ı m a m a s ı , 

— K u l l a n ı l a n r a d y a s y o n s u z i ş a r e t l e y i c i l e r i n 

ö l ç ü m l e r i n i n y e t e r l i hassas iye t te o l m a s ı , 

— N u m u n e d e k i d i ğ e r b i l e ş i k l e r d e n e t k i l e n ­

m e m e s i , 

— Ç a l ı ş m a s ü r e s i n i n ç o k u z u n v e ç a l ı ş m a n ı n 

ç o k k o m p l i k e o l m a m a s ı , 

— Ç o k s a y ı d a n u m u n e i l e ç a l ı ş a b i l m e s i , 

— Ö l ç ü m l e r i ç i n g e r e k l i c i h a z l a r ı n p a h a l ı o l ­

m a m a s ı v e k o l a y t e m i n e d i l e b i l m e l e r i 
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Şekil 3. Bir EIA çalışmasının şeması 

R a d y a s y o n s u z ç a l ı ş m a l a r d a k u l l a n ı l a n i şa re t ­

l e y i c i n i n c i n s i n e g ö r e b u i m m u n o a s s a y ' l e r 3 g u r u p ­

t a t o p l a n a b i l i r l e r : 

1 . E n z i m i m m u n o a s s a y ' l e r 

2 . " L u m i n e s c e n t " I m m u n o a s s a / l e r 

3 . " F l u o r e s c e n t " I m m u n o a s s a / l e r 

1. ENZİM IMMUNOASSAY'LER: 
E n z i m i m m u n o a s s a y ( E I A ) t e r i m i , tes t 

s o l ü s y o n u n d a k i ö l ç ü l e c e k m a d d e m i k t a r ı n ı n 

t a y i n i n d e , e n z i m a k t i v i t e l e r i n i n ö l ç ü m ü n e d a y a n a n 

b ü t ü n i m m u n o a s s a y ' l e r i ç i n k u l l a n ı l ı r . 

K l i n i k l a b o r a t u v a r l a r d a e n f a z l a k u l l a n ı l a n 

e n z i m i m m u n o a s s a y ' l e r 

a ) K l a s i k " C o m p e t i t i v e " e n z i m i m m u n o a s s a y 

( E I A ) r e k a b e t p r e n s i b i n e d a y a n ı r . ( R I A ' y a t e k a b ü l 

e d e r ) 

b ) I m m u n o e n z y m o m e t r i c assay ( E L I S A , 

S a n d w i c h assay) . R e k a b e t e d a y a n m a y a n b i r 

y ö n t e m d i r ( I R M A ' y a t e k a b ü l e d e r ) . 

a ) " C o m p e t i t i v e " E n z i m I m m u n o a s s a y ( E I A ) : 

E I A y ö n t e m i , e n z i m i l e i ş a r e t l i a n t i j e n i n , 

i şa re t s i z a n t i j e n i l e ( t es t s o l ü s y o n u n d a t a y i n 

e d i l e c e k m a d d e ) , k e n d i l e r i n e s p e s i f i k a n t i k o r a 

b a ğ l a n m a d a r e k a b e t e g i r d i k l e r i i m m ü n o l o j i k b i r 

y ö n t e m d i r . 

E n z i m i m m u n o a s s a y ç a l ı ş m a l a r ı n d a 3 k o m -

p o n e n t e i h t i y a ç v a r d ı r : 

— S a b i t m i k t a r d a e n z i m i l e i ş a r e t l i a n t i j e n 

— S ı n ı r l ı ve sab i t m i k t a r d a s p e s i f i k a n t i k o r , 

— İ ş a r e t s i z a n t i j e n ( s t a n d a r d e ğ r i ç i z i m i n d e 

k u l l a n ı l ı r ) v e test s o l ü s y o n u 

Ş e k i l 3 . ' de k l a s i k " c o m p e t i t i v e ' ' b i r E I A ça l ı ş ­

m a s ı g ö s t e r i l m i ş t i r . 

E I A i l e a n t i j e n t a y i n i 5 s a f h a d a g e r ç e k l e ş i r : 

1 . B ü t ü n k o m p o n e n t l e r i n k a r ı ş t ı r ı l m a s ı , 

2 . İ n k ü b a s y o n , 

3 . B a ğ l ı v e se rbes t f r a k s i y o n l a r ı n a y r ı l m a s ı , 

4 . V a s a t a e n z i m s u b s t r a t ı i l ave e d i l m e s i , 

5 . B a ğ l ı f r a k s i y o n d a k i e n z i m a k t i v i t e s i n i n 

ö l ç ü l m e s i , s t a n d a r d e ğ r i ç i z i m i v e n u m u n e d e k i a n ­

t i j e n m i k t a r ı n ı n , e ğ r i d e n o k u n m a s ı . 

R I A y ö n t e m l e r i n d e o l d u ğ u g i b i , e n z i m i m ­

m u n o a s s a y y ö n t e m l e r i n d e d e k u l l a n ı l a n s p e s i f i k a n ­

t i k o r m i k t a r ı , v a s a t t a k i t ü m i ş a r e t l i v e i şa re t s i z a n ­

t i j e n l e r i b a ğ l a y a b i l e c e k m i k t a r d a n d a h a a z 

o l m a l ı d ı r k i , a n t i j e n l e r a r a s ı n d a b i r r e k a b e t h u s u l e 

g e l s i n . R e a k s i y o n k a r ı ş ı m ı n d a i şa re t s i z a n t i j e n m i k ­

t a r ı ( t a y i n e d i l e c e k m a d d e ) a r t t ı k ç a , a n t i k o r a 

b a ğ l a n m ı ş o l a n e n z i m i l e i ş a r e t l i a n t i j e n m i k t a r ı 

a z a l m a k t a d ı r . Y a n i , se rbes t i şa re ts i z a n t i j e n i l e , 

e n z i m i l e i ş a r e t l i b a ğ l ı a n t i j e n a r a s ı n d a t e r s b i r 

o r a n t ı v a r d ı r . Se rbes t f r a k s i y o n u n b a ğ l ı f r a k s i y o n ­

d a n a y r ı l m a s ı n d a n s o n r a , t ü p e e n z i m s u b s t r a t ı i l ave 

e d i l e r e k , b a ğ l ı f r a k s i y o n d a k i e n z i m a k t i v i t e s i 

ö l ç ü l ü r . H a z ı r l a n m ı ş o l a n s t a n d a r d e ğ r i y a r d ı m ı i l e 

test s o l ü s y o n u n d a k i a n t i j e n m i k t a r ı t e s b i t e d i l i r . B u 

t ü r ç a l ı ş m a l a r d a b a ğ l ı v e serbes t f r a k s i y o n l a r ı n b i r ­

b i r i n d e n a y r ı l m a s ı n d a e n b a s i t y o l , a n t i j e n v e y a a n ­

t i k o r u n k a t ı b i r y ü z e y e b a ğ l a n m a s ı d ı r . 

b) Immunoenzymometric Assay (ELISA): 

S p e s i f i k a n t i k o r u n e n z i m i l e i ş a r e t l e n d i ğ i v e 

r e k a b e t p r e n s i b i n e d a y a n m a y a n ( n o n - c o m p e t i t i v e ) 

i m m ü n o l o j i k b i r y ö n t e m d i r . 
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Şekil 4. Bir ELISA çalışmasının şeması 

S o n y ı l l a r d a b u g u r u p y ö n t e m l e r e o l a n i l g i g i t ­

t i k ç e a r t m a k t a d ı r . " S a n d w i c h A s s a y " , " C a p t u r e 

A s s a y " v e y a " T w o - S i t e A s s a y " o l a r a k d a i s i m l e n ­

d i r i l e n b u y ö n t e m l e r i n p r e n s i b i , a ş ı r ı m i k t a r l a r d a 

r e a k t i f k u l l a n ı m ı n a d a y a n ı r . B u ç a l ı ş m a d a k u l ­

l a n ı l a n r e a k t i f l e r a r a s ı n d a b i r r e k a b e t söz k o n u s u 

o l m a d ı ğ ı n d a n , b a ğ l ı f r a k s i y o n d a ö l ç ü l e n e n z i m ak -

t i v i t e s i i l e , test s o l ü s y o n u n d a k i ö l ç ü l e c e k m a d d e 

m i k t a r ı a r a s ı n d a d o ğ r u b i r o r a n t ı v a r d ı r . I m -

m u n o e n z y m o m e t r i c ç a l ı ş m a l a r ı n t ü m ü n d e , k o l a y 

b i r s e p a r a s y o n u t e m i n i ç i n , k a t ı f a z r e a k t i f î o l a r a k 

a n t i k o r v e y a a n t i j e n k u l l a n ı l ı r . B u n d a n d o l a y ı b u 

t i p ç a l ı ş m a l a r a g e n e l l i k l e " E n z y m e L i n k e d I m ­

m u n e S o r b e n t A s s a y s " ( E L I S A ) d e n i r . 

Y u k a r ı d a k i ş e m a d a ( Ş e k i l 4 . ) i m m u n o e n -

z y m o m e t r i c assay i l e a n t i j e n t a y i n i g ö s t e r i l m i ş t i r . 

I m m u n o e n z y m o m e t r i c y ö n t e m i l e b i r a n t i j e n 

t a y i n i 5 k a d e m e d e g e r ç e k l e ş i r : 

1 . K a t ı b i r f a z a b a ğ l ı , a ş ı r ı m i k t a r d a k i 

s p e s i f i k i şa re t s i z a n t i k o r tes t s o l ü s y o n u i l e 

k a r ı ş t ı r ı l ı r . 

2 . İ n k ü b a s y o n a b ı r a k ı l ı r v e y ı k a n ı r . 

3 . E n z i m i le i ş a r e t l i s p e s i f i k a n t i k o r i l ave 

e d i l i r v e t e k r a r y ı k a n ı r . 

4 . V a s a t a e n z i m s u b s t r a t ı i l ave e d i l i r . 

5 . K a t ı f a z a b a ğ l ı o l a r a k b u l u n a n e n z i m i n a k -

t i v i t es i ö l ç ü l ü r . 

B u ç a l ı ş m a d a d a , n u m u n e l e r i n y a m s ı ra , 

i ç e r i s i n d e k i a n t i j e n m i k t a r ı b i l i n e n ç ö z e l t i l e r l e 

ç a l ı ş ı l a r a k b i r s t a n d a r d e ğ r i ç i z i l i r v e n u m u n e d e k i 

a n t i j e n m i k t a r ı b u e ğ r i d e n o k u n u r . 

B i r a n t i j e n i n i m m u n o e n z y m o m e t r i c y ö n t e m 

i l e t a y i n e d i l e b i l m e s i i ç i n , y e t e r i n c e b ü y ü k o l m a s ı 

v e i k i t a r a f ı n d a r e a k t i f a n t i j e n i k b a ğ l a m a y e r l e r i 

( a n t i j e n i k d e t e r m i n a n t ı ) b u l u n m a s ı g e r e k l i d i r . B u n ­

d a n d o l a y ı " H a p t e n " d e d i ğ i m i z k ü ç ü k m o l e k ü l l ü a n ­

t i j e n l e r b u y ö n t e m i l e t a y i n e d i l e m e z l e r . 

i m m u n o e n z y m o m e t r i c y ö n t e m l e r i n d i ğ e r 

ö n e m l i b i r k u l l a n ı m a l a m d a a n t i k o r m i k t a r ı 

ö l ç ü m l e r i d i r . Ş e k i l 5 . b ö y l e b i r ç a l ı ş m a ö z e t l e n ­

m i ş t i r . 

1 . T a y i n e d i l e c e k a n t i k o r u i h t i v a e d e n 

n u m u n e , k a t ı b i r f a z a b a ğ l a n m ı ş o l a n v e s p e s i f i k 

o l d u ğ u a n t i j e n i le k a r ı ş t ı r ı l ı r . Y ı k a n ı r . 

2 . E n z i m i le i ş a r e t l i i k i n c i a n t i k o r , a n t i ­

i m m u n o g l o b u l i n i l ave e d i l i r , y ı k a n ı r . 

3 . V a s a t a e n z i m s u b s t r a t ı i l ave e d i l i r . 

4 . B a ğ l ı f r a k s i y o n u n e n z i m a k t i v i t e s i ö l ç ü l ü r , 

h a z ı r l a n m ı ş o l a n s t a n d a r d e ğ r i d e n , n u m u n e d e k i a n ­

t i k o r m i k t a r ı o k u n u r . 

E n z i m i ş a r e t l e y i c i l e r i n k u l l a n ı l d ı ğ ı y ö n t e m ­

l e r i n a v a n t a j l a r ı : 

1 . E n z i m i l e i ş a r e t l i r e a k t i f l e r i n k u l l a n ı m 

s ü r e l e r i n i n u z u n o l m a s ı , ( E n z i m i l e i ş a r e t l i r e a k ­

t i f l e r l i y o f i l i z e h a l d e i se le r , s t e r i l ş a r t l a r d a , o d a 

ı s ı s ı n d a v e y a 4 ° C d a 1 y ı l d a n f a z l a s a k l a n a b i l i r l e r ) . 

2 . F a z l a m i k t a r d a n u m u n e i l e ç a l ı ş m a i m k a n ı 

v e r m e s i , 

3 . Ç a l ı ş m a l a r ı n k ı s a s ü r e l i o l m a s ı , 

4 . S a ğ l ı k i ç i n p o t a n s i y e l b i r r i s k t a ş ı m a m a s ı , 

5 . B a s i t v e ç o k p a h a l ı o l m a y a n c i h a z l a r l a 

ç a h ş ı l a b i l m e s i . 
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Şekil 5. İmmunoenzymometric yöntem ile antikor tayini 

2. LUMINESCENCE 
IMMUNOASSAY'LER: 
A n t i j e n veya a n t i k o r u n i ş a r e t l e n m e s i n d e 

l u m i n e s c e n c e ö z e l l i ğ i o l a n m a d d e l e r i n k u l l a n ı l d ı ğ ı 

i m m ü n o l o j i k y ö n t e m l e r d i r . İ ş a r e t l e m e d e k u l ­

l a n ı l a n m a d d e n i n c i n s i n e g ö r e : 

a ) " B i o l u m i n e s c e n t i m m u n o a s s a y " , 

b ) " C h e m i l u m i n e s c e n t i m m u n o a s s a y " , 

c ) " C h e m i l u m i n e s c e n t e n z y m e i m m u n o a s s a y " 

o l m a k ü z e r e 3 ç e ş i t t t i r . 

a ) B i o l u m i n e s c e n t i m m u n o a s s a y : 

B u y ö n t e m d e , a n t i j e n v e y a a n t i k o r b i r 

b i o l u m i n e s c e n t m a d d e i l e i ş a r e t l e n i r . E n f a z l a k u l ­

l a n ı l a n i ş a r e t l e y i c i l e r l u c i f e r o n v e l u c i f e r a s e ' d ı r . 

B i o l u m i n e s c e n t r e a k t i f l e r i n t e m i n l e r i n d e k i 

z o r l u k , f a z l a d a y a n ı k l ı o l m a m a l a r ı v e i l e r i d e r e c e d e 

s a f l a ş t ı r ı l a m a m a l a n g i b i d e z a v a n t a j l a r ı s e b e b i i l e 

R I A y ö n t e m l e r i g i b i y a y g ı n o l a r a k k u l l a n ı l m a z l a r . 

B u y ö n t e m l e r i n e n b ü y ü k a v a n t a j ı , ç a l ı ş m a l a r 

e s n a s ı n d a h u s u l e g e l e n ı ş ı ğ ı n , y ü k s e k e n e r j i l i v e 

d a y a n ı l d ı o l m a s ı d ı r . 

b ) C h e m i l u m i n e s c e n t I m m u n o a s s a y : 

B u t ü r ç a l ı ş m a l a r d a a n t i j e n v e y a a n t i k o r o k s i t ­

l e n d i ğ i n d e ı ş ı k n e ş r e d e n b i r c h e m i l u m i n e s c e n t 

m o l e k ü l i l e i ş a r e t l e n i r . I ş ı k n e ş r e d i l m e s i ç o k h ı z l ı 

o l d u ğ u n d a n ( 0 - 1 0 s n ) , o k s i d a s y o n z a m a n l a m a s ı n ı n 

ç o k i y i a y a r l a n m a s ı v e n u m u n e l e r ö l ç ü m c i h a z ı n d a 

i k e n o k s i t l e y i c i r e a k t i f i n i l aves i g e r e k m e k t e d i r . 

B u ç a l ı ş m a n ı n d e z a v a n t a j ı , ı ş ı k n e ş r i 

e s n a s m d a ç o k ç a b u k v e d i k k a t ü b i r ş e k i l d e 

o k u m a l a r ı n y a p ı l m a s ı m e c r u r i y e t i d i r . Ç ü n k ü , k r i t i k 

o k u m a z a m a n ı g e ç i r i l d i k t e n s o n r a o k u m a y a p m a k 

v e y a o k u m a l a r ı k o n t r o l e t m e k i m k a n ı y o k t u r . 

c ) C h e m i l u m i n e s c e n t E n z y m e I m m u n o a s s a y : 

B u ç a l ı ş m a l a r d a i m m ü n o l o j i k r e a k t i f b i r e n z i m i l e 

i ş a r e t l e n i r . E n f a z l a k u l l a n ı l a n e n z i m " h o r s e r a d i s h 

p e r o x i d a s e " d ı r . 

V a s a t a h i d r o j e n p e r o k s i t b e r a b e r l i ğ i n d e 

l u m i n o l / i s o l u m i n o l s u b s t r a t ı i l ave e d i l e r e k e n z i m 

a k t i v i t e s i ö l ç ü l ü r . 

3. FLUORESCENT 
IMMUNOASSAY'LER (FIA): 
F l u o r e s a n i m m u n o a s s a y y ö n t e m l e r i n d e m u h ­

t e l i f t i p f l u o r e s a n m o l e k ü l l e r i ş a r e t l e y i c i o l a r a k k u l ­

l a n ı l ı r l a r . B u g r u p t a k u l l a n ı l a n i ş a r e t l i r e a k t i f l e r 

i l e r i d e r e c e d e d a y a n ı k l ı o l u p , e l d e e d i l m e l e r i 

p a h a l ı d e ğ i l d i r . Ç a l ı ş m a n ı n s o n n o k t a s ı n ı n t e s b i t i , 

p e k ç o k l a b o r a t u v a r d a m e v c u t o l a n c i h a z l a r 

y a r d ı m ı i le y a p ı l a b i l m e k t e d i r . 

E n y a y g ı n o l a r a k k u l l a n ı l a n f l u o r e s a n i şa re t ­

l e y i c i l e r , f l u o r e s c e i n , r h o d a m i n v e u m b e l -

l i f e r o n ' l a r d ı r . F l u o r e s a n i ş a r e t l e y i c i R I A ' d a k i 

r a d y o i z o t o p u n k a r ş ı t ı d ı r v e o n u n y e r i n e k u l l a n ı l ı r . 
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S e p a r a s y o m ı t a k i b e n b a ğ l ı v e y a se rbes t f r a k s i y o n u n 

f l u o r e s a n s ı ö l ç ü l ü r . 

K a t ı - f a z y ö n t e m l e r i k o l a y c a f l u o r o i m m u n o a s -

say ' l e re t a t b i k e d i l e b i l i r . K a t ı - f a z s i s t e m i l e r i n d e k i 

y ı k a m a l a r , F I A ç a l ı ş m a l a r ı n d a , k u l l a n ı l a n p l a s t i k 

t ü p l e r d e n v e y a o r t a m d a n g e l e b i l e c e k f l u o r e s a n e t ­

k i y i m i n i m u m a i n d i r i r l e r . F a z a y ı r ı m l a r ı n d a 

m a g n e t i z e e d i l m i ş p a r t i k ü l l e r i n k u l l a n ı m ı d a 

F I A ' d a y a y g ı n o l a r a k u y g u l a n m a k t a d ı r . Ç ü n k ü 

p a r t i k ü l l e r t ü p ü n d i b i n d e t o p l a n a c a ğ ı n d a n , s ı v ı 

f a z ı n f l u o r e n a n s ı a y n ı t ü p t e d o ğ r u d a n o k u n a b i l -

m e k t e d i r . 
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