Tiroid Hastaliklarimin Tanisinda Faydalanilan Bazi
Modern Fonksiyon Testlerinin Uygulama Prensipleri
(Isotopic ve Non-isotopic Y Ontemler)

Radyoizotop atomlarin kullanildigi tim
imminolojik analiz ydéntemleri "Radio-assay'ler

(radio-ligand assay'ler) adi altinda toplanmaktadir.

Son yillarda, radyoizotoplarin klinik
laboratuvarlarda ¢ok yaygin olarak kullaniimalari
ve caligmalarin biliyik bir kisminin saghga zararl
"gamma" radyasyonu yayan izotoplarla yapilmasi,
kullanilan, radyoizotoplarla isaretli (radio-label)
antijenlerin kullanim surelerinin (shelif-life) kisa
olusu, arasgtiricilari radyasyonsuz mctodlar
gelistirmege yoéneltmistir.

Bu yazimizda, radyoizotoplarin kullanildigi
(isotopic) yontemlerin yani sira radyoaktif olmayan
maddelerin kullanildigli (non-isotopic) yodntemler-

den kisaca bahsedilecektir.

"Isotopic" Yontemlerin Klinik Laboratuvar-

larda Kullanilan Tipleri:

1. Radioimmunoassay (RIA) - "competitive"
bir yéntemdir.

2. Competitive protein binding (CPB) - "com-
petitive" bir yéntemdir.

3. Immunoradiometric assay (IRMA) - "non-
competitive” bir yéntemdir. Bu i¢ grup ydntemin
Farklilik,
baglayan ajanin degisik olmasidir. Gergekten,

calisma prensipleri aynidir. antijeni

— RIA ydéntemlerinde antijeni baglayan ajan
spesifik antikordur.

— CPB yénteminde antijeni baglayan ajan,
s6z konusu antijeni in-vivo olarak tasiyan protein
fraksiyonudur.

— IRMA yénteminde ise antijeni baglayan
ajan isaretli ve igaretsiz spesifik antikorlardir.

"Non-isotopic" Yéntemlerin Baslicalar::
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i. Enzymeimmunoassay'lcr

2. Luminescentimmunoassay'lcr

3. Fluorescent immunoassay'lerdir.

Konuya girmeden o6nce metinde kullanilacak

terminoloji iie ilgili bilgi vermeyi uygun buldum.

TERMINOLOJI

Isotopic: Radyasyonlu

Non-isotopic: Radyasyonsuz

Antigen (Antijen): Antikor olusumuna sebep
olari ve secimli olarak sadece bu antikor ile reak-
siyon veren madde

Antibody (Antikor): Canlilarda belli bir an-
tijene cevap olarak husule gelen madde

Immunojen: Antigen

Altijtnik determinant: Antijen molekilindn

antikora baglandigi1 kisim

isaretleme: Antijen veya antikora uygun bir

radyoizotop atomun, enzimin, flourcsan veya
luminesan vs. gibi maddelerin baglanmasi
Radio-label Antibody):

Radyoaktif bir atomla isaretli antijen (Radyoaktif

Antigen (veya

bir atomla igaretli antikor)

Enzyme-label: Spesifik bir enzim ile igaretli

Luininescent-label: Luminesan bir madde ile
isaretli

Fluorescent-label: Fluoresan bir madde ile
igaretli

inkiibasyon: immuinolojik reaksiyonlarda ser-
best ve bagli fraksiyonlar arasindaki dengenin
tesekkiili igin, reaksiyon karisimini dzel gartlarda
belli siire bekletmek

Separasyon: imminolojik reaksiyonlarda ser-
best ve bagl fraksiyonlarin, 6zel yontemlerle, bir-

birinden ayrilmasi

Klinikleri TIP BILIMLERI Dergisi Cilt 10, Sayt 5, 1990



LUTFIYE BILKAY KOLOGLU

Specificity: Bir antikor'un kendi formasyonun-

dan sorumlu olan antijen ile segimli olarak reak-

siyon vermesidir.

Competition: Rekabet

Competitive reaksiyon: Rekabet prensibine
dayanan reaksiyon
Non-competitive reaksiyon: Rekabet pren-

sibine dayanmayan reaksiyon

Decay: Radyoaktif atomlarin kendiliginden

devamli pargalanmasi

End-point: Birreaksiyonun son noktasi

Reproducible: Tekrarlamalarda ayni sonucun

eldeedilmesi

Monoclonal Antibody: GCok saf, ileri derecede
sepesifik reaktiflerdir. Bir molekilli olduklarindan
Sabit fiziksel ve

"reproducible" sonuglar verirler.

kimyasal o6zellikleri vardir

abtibody

Birgcok antikorun karigimidirlar.

Polyclonal (conventional an-

tiserum): Bu an-
tiserumun fiziksel 6zelligi ortalama bir 6zelliktir.
Conventional antiserumlar higbir zaman tamamen

ayni 6zellikli olarak elde edilmezler.

IZOTOPIiK (ISOTOPIC)

YONTEMLER

1960 yilinda Berson ve Yalow adh iki
Amerikali arastiricinin, diyabetli hastalar yapilan
insulin enjeksiyonlari sonucu, bu hastalarin
kaninda insiiline spesifik bir antikor gelistigini ve

bu antikorun radyoaktif bir atomla isaretli insiilini

de bagladigini saptamalari ile tibbi uygulamaya
giren "Radioimmunoassay" yéntemleri, 1960'h
yillarda biyiik bir geligsme gdéstermis ve 1970'li

yillarda adeta bir patlama gdstererek doruk nok-
tasina ulasmis, tipta diger branslarin yani sira. bil-
alani

hassa endokrinolojide biiylik bir kullanim

bulmustur. RIA ve benzeri ydntemler, protein-

vitamin-
1960'h

lerin, peptidlerin, stcroidlerin, ilaglarin,

lerin ve diger bazi bilegiklerin tayininde

yillardan beri kullanilagcimistir.

1. RADIOIMMUNOASSAY (RIA)

uygun bir

isaretsiz antijen

"Radioimmunassay” yéntemi,

radyoizotopla igsaretli antijenin,

(test solusyonundaki tayin edilecek madde) ile ken-
antikora baglanmada rekabete

dilerine spesifik

giristikleri imminolojik bir reaksiyondur.
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Herhangi bir bilesigin RIA yéntemi ile tayin

edilebilmesi igin asagidaki sartlara uygun olmasi

gerekir:

— Iimmunojen 6zelligi olmalidir.

— Saf halde temin edilebilmelidir.

— Uygun bir radyoizotopla isaretlenebil-
melidir.

RIA tekniginin prensibi sdyle 6zetlenebilir:
Belli miktarda igaretli antijen ve sinirli miktarda

spesifik antikor igeren bir sisteme, gittikge artan

miktarlarda isaretsiz antijen (Standard veya test

soliisyonu) ilave edildiginde, bagli fraksiyondaki

isaretli antijen miktari gittikge azalmaktadir; yani,

serbest isaretsiz antijen ile bagh isaretli antijen

arasinda ters bir oranti yer almaktadir.

Ag* + Ab_ » Ag*- Ab (isaretli antijen
+ antikor kompleksi
Ag

Bagli Fraksiyon
Ag-Ab (isaretsiz antijen-antikor
kompleksi)

Serbest Fraksiyon

Ag : Uygun bir radyoizotopla isaretlenmis antijen (isaretli an-
tijen)

Ag: Isaretsiz antijen (standard egri ¢iziminde degisik kon-
santrasyonlardaki saf hormon preparati. Test soliisyonunda ise
tayin edilecek hormondur)

Ab : Isaretliveisaretsiz antijenlere spesifik antikor

Ag*-Ab : Isaretli antijen-antikor kompleksi

Ag-Ab: Isaretsiz antijen-antikor kompleksi

Serbest bagh arasindaki

radyoaktivite dagilimi,

ve fraksiyonlar

serbest isaretli antijen ve
serbest isaretsiz antijenlerin rélatif konsantrasyon-
RIA

isaretsiz antijenin serum veya diger

lari ile orantilidir. Bundan dolayidir ki

yéntemi ile
biyolojik sivilardaki konsantrasyonu tayin edilebil-

mektedir.

Bir RIA

6nemli gsartin yerine getirilmesi gereklidir: Bunlar,

reaksiyonunun olusmasi igin 2

1.Kullanilan antijenlerin ayni kaynakli

olmalari gereklidir (standard olarak kullanilan

isaretsiz antijen, igaretli antijen ve antikor elde

etmek igin kullanilan antijen).

2. Kullanilan antikor sinirh miktarda

olmalidir. Bu sart sdyle temin edilir: Antikor mik-

tari, vasattaki isaretli ve isaretsiz antijenlerin

timiini baglayacak miktardan daha az olarak

bir

isaretli

segilir. Baska deyisle antikor miktari,

karisimdaki antijenin timidnid baglayacak

miktarda olmalidir.
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Sekil 1. Bir RIA ¢alismasinin semasi

Bir RIA galigmasinda gerekli malzeme:

— Gok saf olarak hazirlanmis antijen (Ag)
(standard egri giziminde kullanilacaktir).

— Uygun bir igartli
(Ag*)

— Baglama afinitesi yiilksek olan ve spesifik
antikoru (Ab) iceren antiserum

radyoizotopla antijen

— Test solisyonu (hasta serumu veya diger
biyolojik sivilar)

Bir RIA caligmas|I 4 agamada gergeklesir:

1. Komponentlerin karigtiriimasi (Ag , Ag,
Ab ve Test sollisyonu)

2. inklibasyon: Serbest ve bagli fraksiyonlar
arasinda denge olugmasi i¢in uygun sartlarda belir-
li middet bekletme.

3. Separasyon: Bagli ve serbest fraksiyonlarin

6zel ydntemlerle birbirinden ayrilmasi

TIROID HASTALIKLARININ TANISINDA FAYDALANILAN BAZI MODERN PONKSiYON TESTLERININ UYGULAMA PRENSiPLERI

4. Bagh fraksiyonun radyoaktivitesinin
sayimi, standard egrinin ¢izimi ve hasta serum-
lanndaki hormon konsantrasyonlarin standard
egriden okunmasi

Sekil 1.'"de RIA c¢alismasinin semasi veril-
mistir.

Bugiin dinyanin her yerinde ¢ok vyaygin

olarak kullanilmakta olan RIA yéntemlerinin,
-4leri derecede spesifik olmalari,

— ng ve pg seviyelerindeki maddeleri dahi

hassas olarak tesbit edilebilmeleri,

- Sonuglarinin tekrarlanabilir oimasi,

— Fazla
numunelerle
yaninda bazi
baglicalan:

— Radyoizotopun pargalanmasi (decay),

sayida ¢ok
caligabilmesi
dezavantajlari

kiicik hacimlerdeki
gibi avantajlarinin
da vardir. Bunlarin

— lsaretli antijenlerin hazirlanmasinda ve

calismalar esnasinda, radyasyonun zararli et-

kilerine maruz kalinmasi ve bu etkinin akimilatif
olmasi,

— Degisik tarihlerde hazirlanan radyoaktif
reaktiflcrin farkliliklar géostermesi ve maliyetlerinin
yiksek olmasi,

— Radyoaktif antijenin kullanim siiresinin en
fazla 2 ay ile sinirli olmasi,

— RIA cgaligmalarinin ¢ok &zel ve pahali
cihazlara ve tecriibeli elemana ihtiyag géstermesi,

— Bagh ve serbest fraksiyonlarin
ayrilmasinda, bitlin ¢alismalara uygulanabilen bir
ayirma ydntemi bulunmadigindan, otomasyon
yéntemlerinin gelistiriimesine imkan vermemesi,

— Kigiuk molekiilld maddelerin (Hapten'ler)

tayini i¢in RIA yéntemlerinin dogrudan Kkul-
lanilamamasi.

2. COMPETITIVE PROTEIN BINDING
(CPB):

CPB yédnteminin uygulama prensibi
RIA'ninkinden farksizdir. Farklilik antijeni

baglayan ajanin degigsik olusudur. Bu yéntemde an-

tijeni baglayan ajan, bu antijeni in-vivo olarak

tagiyan protein fraksiyonudur.
CPB RIA'dan farkli olarak

calismaga baglamadan &énce yapilmasi gereken bir

yénteminde,

numune hazirlama safhasi vardir. Once, hasta

serumunda tayin edilecek antijen, kendisini in-vivo
olarak tasiyan protein fraksiyonundan ayrilir, yani

hormon-protein bagi ¢oézillir. Serbest hale gegen

antijen, ikinci bir deney tiplindeki, ayni cins

proteine baglanmada isaretli antijen ile rekabete

sokulur. CPB yéntemi c¢ok kullanilan bir yéntem

olmadigindan lizerinde daha fazla durmuyoruz.
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Sekil 2. Bir IRMA c¢alismasinin semasi

3. IMMUNORADIOMETRIC ASSAYS
(IRMA) (TWO-SITE IMMUNORADIOMETRIC
ASSAY):

Immunoradiometric c¢aligsmalarda, antijeni
kantitatif olarak tayin etmek icin 2 antikor kul-
lanithir. Bu antikorlardan biri kati bir yilizeye
baglanmistir ve radyoktif degildir. Bu antikor, test
soliisyonundaki antijenin ekstraksiyonunda etkin-

dir. ikinci antikor ise radyoaktif bir atomla isaret-

369

lenmigtir ve kati matrix'teki antikora baglanmis
olan antijenin kantitatif olarak tayininde etkindir.

Immunoradiometric Yéontemin Teknigi:

iki tarafli radioimmunometric

IRMA ydéntemi

(two-site)
ifade

asagidaki gcalisma asamalarim igerir:

assay olarak da edilen

— Seyreltilmis antiserum, uygun bir kati faza,
érnegdin test tiipinidn i¢ duvarma veya seliiloz par-
tikdllerine vs.'ye baglanarak sabit duruma getirilir.
Kati faza baglanmig olan antikorun fazlasi yikamak
suretiyle uzaklagtirilir.

— Hareketsiz haldeki antikor, test soliisyonu
ile inkibasyona birakilir, (standard egri ¢izimi igin
muhtelif konsantrasyonlardaki saf antijen g¢odzel-
tileri kullanilir).

— lgindekl tayin edilecek antijenin timi kati
fazdaki antikora baglanmis olan test soliisyonunun
fazlasi aspirasyon veya dekantasyon ile uzak-
lagtirilir ve tip yikanir.

— Tilpe radioizotopla isaretlenmis olan ikin-
ci antikor (Ab ) ilave edilir.

— Tekrar inkiibasyona birakilir.

— Reaksiyona girmemisg olan materyal
tipten uzaklastirilir. TGp yikanir.
— Hareketsiz antikor tarafindan tutulmus

olan antijen ve bu antijene baglanmig olan isaretli
antikoru igeren tupin radyoaktivitesi tesbit edilir
ve ¢gizilen standart egri yardimi ile test sollisyonun-
daki antijen miktari bulunur (Sekil 2).

IRMA

rekabet prensibine dayanmayan bir yéntemdir ve

yéntemi "non-competitive" yani,
yukaridaki gsemada da goériildigd gibi reaksiyon
vasatina artan miktarlarda antijen ilave edildiginde,
bagh fraksiyonda o oranda fazla radyoaktivite tes-

bit edilecektir.

IRMA yénternini RIA'dan ayiran iki dnemli
faktdér vardir:

a) IRMA yoénteminde tayin edilecek olan
test solisyonundaki antigen (serbest antijen),
isaretll antikor tarafindan tesbit edilir.

b) IRMA c¢alismalarinda bir rekabet sé6z
konusu degildir ve radyasyon sayimi, serbest an-
tijen konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

IRMA yénteminin en énemli avantaji
— IRMA ydénteminin RIA'dan daha hassas,

dogru ve spesifik oldugu yénindeki dasiinceler
giderek artmaktadir.

— IRMA'da kullanilan
antikorlar, antijene oranla asin miktarlarda kul-

isaretsiz ve isaretli

lanildiklarindan, calismanin hassasiyeti pipetleme

Tiirkiye Klinikleri TIP BILIMLERI Dergisi Cilt 10, Say1 5, 1990
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hatalarindan etkilenmez ve normal pipctleme ile
cokiyibirhassasiyet elde edilebilir. Burada sadece
hasta serumlarini pipetlemede ¢ok dikkatli olmak
gerekir.

iRM A teknigi, iki antikoru ayni zamanda
baglayabilen antijenlere tatbik edilebilir. Bu antijen-
ler, baglica proteinler ve makro molekillerdir.

Yéntemin hassasiyeti reaktiflerin agiri miktar-
larda kullanilmasina baglidir. Her iki antikor da
asiri miktarlarda kullanildiginda test solusyonun-
daki antijenin timd tesbit edilebilecektir. Test has-
sasiyetindeki tek limitasyon faktorl, isaretli antikor
solisyonunun radyoaktivitesidir. CuUnkd, igsaretsiz
antikora baglanmis olan antijene sadece igaretli an-
tikor baglanabildiginden, spesifik aktivitesi cok
yiksek antikor kullanmak

igaretli soliisyonlari

mecruburiyeti vardir.

Teorik olarak IRMA teknigi ile antijenin tek
bir molekilint bile kantitatif olarak tayin etmek
mimkldndir; ancak, igaretli antikorun yeterli
derecede spesifik aktivitesi olmasi sarttir. Pratikte
radyoizotopun devamli parcalanmasi sebebi ile bu
hassasiyeti elde etmek zordur. Radyoaktif olmayan
isaretleyiciler kullanildiginda bu hassasiyet teorik
olarak kismen mimkindir. RIA ¢alismalarinda
ise bu hassasiyet kesinlikle miamkin degildir. RIA
teknigi, antikorun baglama uglarinin satiire edil-
mesine bagli oldugundan, galismada en yiiksek has-
sasiyet dilisik antikor konsantrasyonlarinda elde

edilir.
IRMA'nin Dezavantajlari:

IRMA sisteminde radyoizotop kullanimina
bagli olan bazi 6nemli dezavantajlar vardir.

Antikorlarin saffagtiriimalari, radioizotoplarla
isaretlenmeleri ve saklanmalari igin spesifik im-
munoabsorbcntlere ihtiyag vardir. Yeterli miktarda
antikor elde edebilmek igcin fazla miktarda antijen
kullanilmasi (hipofiz hormonlarinda oldugu gibi)
mecburiyeti zorluklar arzeder. Bu zorluklarin bir
kismi "monoclonal” antikor teknigi kullanilarak
giderilebilir. Antiserumun saflastiriimasi igaretlen-
mesi ve saklanmasi i¢gin immmunoabsorbentlerin
hazirlanmasi, zaman ve antijen agisindan ¢ok

pahaliya malolur.

"Monoclonal™ antikorlarin kullanim alanina
fazla miktarda girmeleri ile bu zorluklarin 6nine
gecilmigtir. Radyoizotopla igaretli spesifik antikor-

lar, immunoabsorbente baglamadan &énce sik

araliklarla hazirlanabilirlerki, bu antikorlar &n
saflagtirmaya gerek gbstermezler veya ¢ok az
gosterirler. Antikorlarin isaretlenmesinde, klasik
radio-iodinasyon yoéntemleri, 6rnegin "Chloraminc-
T" metodu kullanilabilir. lisaretli antikorlar sik
araliklarla hazirlandiklarindan, reaktiflerin bozul-
masina bagli olarak husule gelen problemler as-

gariye indirilmig olur.

B-IZOTOPIK OLMAYAN
(NON-ISOTOPIC) YONTEMLER:

25 yili agkin bir slredir "radioassay"” yéntem-
leri, klinik kimyada hormonlarin, proteinlerin,
vitaminlerin, ilaglarin vs. tayininde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak, radioassay yéntemlerinde
kullanilan radyoizotopla isaretli antijen (veya an-
tikor) hazirlanmasi ve kullaniminda ciddi riskler
vardir. Bunlarin basinda radyasyonun sagliga
zararll etKisi ve bu etkinin birikici olmasi ve diger
dezavantajlari sebebi ile 1970*11 yillarda radioassay
yéntemlerinin yerine radyasyonsuz yéntemlerin

aranmasina baslanmigtir.

Radyoaktif izotoplarin yerini alacak pek ¢ok
alternatif madde (zerinde arastirma yapilmig ve
radyasyonsuz isaretleyici alarak enzimler yaygin
bir kullanim alani bulmustur. Daha sonra "lumines-
cent" ve "fluorescent” maddeler de Iimmunoas-
olarak kullanilmaya

say'lerde isaretleyici

baglanmigtir.

Bir maddenin radyoaktif isaretleyici yerine,
radyasyonsuz igaretleyici olarak kullanilabilmesi
icin bazi d6zelilklcri olmasi gerekir. Bunlardan

baslicalari:

— Galigsmanin son noktasinin (end point)
oldukga sabit olmasi,

— lsaretli antijenin (veya antikorun)
hazirlanmasinin kolay olmasi,

— Maliyetinin pahall olmamasi,

— Saglk icin potansiyel bir risk tagimamasi,

— Kullanilan radyasyonsuz igaretleyicilerin
élcimlerinin yeterli hassasiyette olmasi,

— Numunedeki diger bilesiklerden etkilen-
memesi,

— Galisma siresinin ¢gok uzun ve cgaligsmanin
¢cok komplike olmamasi,

— Gok sayida numune ile galigabilmesi,

— Olgimler igin gerekli cihazlarin pahall ol-

mamasi ve kolay temin edilebilmeleri

Tiirkiye Klinikleri TIP BILIMLERI Dergisi Cilt 10, Sayt 5, 1990
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tgarstsiz antijen
(Std.veys Numune)

=

+

Sinirlas miktarda
apssifik antikor

Enzim ile igeretli
antijen

> >
Z>/

Isaretsiz antijen-antiker
kompleksi

Enzim ils igaretli aptijen-
antikor kompleksi

Sekil 3. Bir EIA calismasinin semasi
Radyasyonsuz c¢aligsmalarda kullanilan isaret-
leyicinin cinsine gére bu immunoassay'ler 3 gurup-

ta toplanabilirler:

1. Enzim immunoassay'ler
2. "Luminescent" Immunoassaller

3. "Fluorescent" Immunoassaller

1. ENZIM IMMUNOASSAY'LER:

Enzim immunoassay (EIA) terimi, test

solliisyonundaki olgilecek madde miktarinin
tayininde, enzim aktivitelerinin él¢glimiine dayanan

bitiin immunoassay'ler igin kullanilir.

Klinik laboratuvarlarda en fazla kullanilan

enzim immunoassay'ler

a) Klasik "Competitive" enzim immunoassay
(EIA) rekabet prensibine dayanir. (RIA'ya tekabil
eder)

(ELISA,
dayanmayan bir

b) Immunoenzymometric assay
assay). Rekabete
yontemdir (IRMA'ya tekabiil eder).

Sandwich

a) "Competitive" Enzim Immunoassay (EIA):

EIA yontemi, enzim ile isaretli antijenin,
isaretsiz antijen ile (test soliisyonunda tayin
edilecek madde), kendilerine spesifik antikora
baglanmada rekabete girdikleri imminolojik bir

yoéntemdir.

Enzim immunoassay c¢aligsmalarinda 3 kom-

ponente ihtiyag vardir:

— Sabit miktarda enzim ile igaretli antijen

— Sinirh ve sabit miktarda spesifik antikor,

— lsaretsiz antijen (standard egri g¢iziminde
kullanilir) ve test soliisyonu

Sekil 3.'de klasik "competitive' bir EIA ¢alis-

masi gosterilmistir.

EIA ile antijen tayini 5 safhada gergeklesir:

Bitin komponentlerin karigtiriimasi,
inkiibasyon,
Bagli ve serbest fraksiyonlarin ayrilmasi,

A WON

Vasata enzim substrati ilave edilmesi,
5. Bagh fraksiyondaki enzim aktivitesinin
Olgililmesi, standard egri gizimi ve numunedeki an-

tijen miktarinin, egriden okunmasi.

RIA yontemlerinde oldugu gibi, enzim im-
munoassay yontemlerinde de kullanilan spesifik an-
tikor miktari, vasattaki tim isaretli ve igaretsiz an-
tijenleri baglayabilecek miktardan daha az
olmalidir ki, antijenler arasinda bir rekabet husule
gelsin. Reaksiyon karisiminda isaretsiz antijen mik-
tari  (tayin edilecek madde) arttikga, antikora
baglanmis olan enzim ile isaretli antijen miktari
azalmaktadir. Yani, serbest isaretsiz antijen ile,
enzim ile igaretli bagh antijen arasinda ters bir
oranti vardir. Serbest fraksiyonun bagh fraksiyon-
dan ayrilmasindan sonra, tipe enzim substrati ilave
edilerek, bagh fraksiyondaki enzim aktivitesi
oélgilar. Hazirlanmis olan standard egri yardimi ile
test solisyonundaki antijen miktari tesbit edilir. Bu
tir caligmalarda baglh ve serbest fraksiyonlarin bir-
birinden ayrilmasinda en basit yol, antijen veya an-

tikorun kati bir yiizeye baglanmasidir.

b) Immunoenzymometric Assay (ELISA):
Spesifik antikorun enzim ile isaretlendigi ve

rekabet prensibine dayanmayan (non-competitive)

imminolojik bir yéontemdir.
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+ @

Kata-Faz antikor

< ®+35

Katy~Faz antikora
bagly antijen

Antijen (Std. veya Numune)

Enzim ile isaretli spesifik antikor

Kati fara bafh igaretsiz antikor-antijen-enzim ile igaretli
antikor kompleksi

(Enzim ile igaretli antikor, katt faza munumedeki antijen
vasitast ile baglanmigtir)

Sekil 4. Bir ELISA ¢alismasinin semasi

Son yillarda bu gurup yontemlere olan ilgi git-
tikce artmaktadir. "Sandwich Assay", "Capture
Assay" veya "Two-Site Assay" olarak da isimlen-
dirilen bu ydntemlerin prensibi, agiri miktarlarda
reaktif kullanimina dayanir. Bu g¢alismada kul-
lanilan reaktifler arasinda bir rekabet s6z konusu
olmadigindan, bagl fraksiyonda dlglilen enzim ak-
tivitesi ile, test soliisyonundaki o&lgliilecek madde
miktari arasinda dogru bir oranti vardir. Im-
munoenzymometric c¢aligsmalarin tiaminde, kolay
bir separasyonu temin igin, kati faz reaktifi olarak
antikor veya antijen kullanilir. Bundan dolayl bu
tip caligmalara denellikle "Enzyme Linked Im-
mune Sorbent Assays" (ELISA) denir.

Yukaridaki semada (S$ekil 4.) immunoen-
zymometric assay ile antijen tayini gésterilmigtir.

Immunoenzymometric yéntem ile bir antijen
tayini 5 kademede gergeklesir:

1. Kati bir faza bagh, asiri miktardaki
spesifik igsaretsiz antikor test sollisyonu ile
karigtirilir.

2. inkibasyona birakilir ve yikanir.

3. Enzim ile isaretli spesifik antikor ilave
edilir ve tekrar yikanir.

4. Vasata enzim substrati ilave edilir.

5. Kati faza bagli olarak bulunan enzimin ak-
tivitesi élguldr.

Bu c¢aligmada da, numunelerin yam sira,
icerisindeki antijen miktari bilinen c¢o6zeltilerle
caligilarak bir standard egri gizilir ve numunedeki
antijen miktari bu egriden okunur.

Bir antijenin immunoenzymometric yéntem
ile tayin edilebilmesi igin, yeterince biliyik olmasi
ve iki tarafinda reaktif antijenik baglama yerleri
(antijenik determinanti) bulunmasi gereklidir. Bun-
dan dolayl "Hapten" dedigimiz kiiglik molekilld an-
tijenler bu yéntem ile tayin edilemezler.

immunoenzymometric yéntemlerin diger
6nemli bir kullanim alam da antikor miktari
6lgimleridir. $ekil 5. bdyle bir galisma o&zetlen-
mistir.

1. Tayin edilecek antikoru ihtiva eden
numune, kati bir faza baglanmis olan ve spesifik
oldugu antijen ile karigtirtlir. Yikanir.

2. Enzim ile igaretli ikinci antikor, anti-
immunoglobulin ilave edilir, yikanir.

3. Vasata enzim substrati ilave edilir.

4. Bagh fraksiyonun enzim aktivitesi dlgilur,
hazirlanmig olan standard egriden, numunedeki an-
tikor miktari okunur.

Enzim igaretleyicilerin kullanildigr yéntem-

lerin avantajlari:

1. Enzim ile isaretli reaktiflerin kullanim
strelerinin uzun olmasi, (Enzim ile isaretli reak-
tifler liyofilize halde iseler, steril sartlarda, oda
Isisinda veya 4°C da 1 yildan fazla saklanabilirler).

2. Fazla miktarda numune ile galisma imkani
vermesi,

3. Galigsmalarin kisa sireli olmasi,

4. Saghik i¢in potansiyel bir risk tagimamasi,

5. Basit ve ¢ok pahali olmayan cihazlarla

cahsilabilmesi.
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=

Kati-fag
antijen T

"
Kata-faz anti- i

Jjene bagla
antikor

=N

Antikor (Std. veya Numune)

Enzim ile igaretli IT. Antikor

Kati-faz antigen-Antikor-cnzim ile isaretfi II. antikor
kompleksi

{Enzim ile igaretli ikinci Antikor, kati-faza, numunedeki
antikor vasitas: ile baglanoigtir)

Sekil 5. immunoenzymometric yontem ile antikor tayini

2. LUMINESCENCE
IMMUNOASSAY'LER:

Antijen veya antikorun isaretlenmesinde
luminescence 6zelligi olan maddelerin kullanildig:
isaretlemede  kul-

imminolojik ydontemlerdir.

lanilan maddenin cinsine gére:
a) "Bioluminescent immunoassay”,
b) "Chemiluminescent immunoassay",
c) "Chemiluminescent enzyme immunoassay"”

olmak lizere 3 gesitttir.

a) Bioluminescent immunoassay:

Bu ydéntemde, antijen veya antikor bir
bioluminescent madde ile igsaretlenir. En fazla kul-

lanilan igaretleyiciler luciferon ve luciferase'dir.

Bioluminescent reaktiflerin teminlerindeki
zorluk, fazla dayanikli olmamalari ve ileri derecede
saflagstirirlamamalan gibi dezavantajlari sebebi ile
RIA ydontemleri gibi yaygin olarak kullanilmazlar.
Bu yéntemlerin en biayldk avantaji, caligmalar
esnasinda husule gelen 1s1gin, yiiksek enerjili ve

dayanildi olmasidir.

b) Chemiluminescent Immunoassay:

Bu tiir galigmalarda antijen veya antikor oksit-
lendiginde 1stk nesreden bir chemiluminescent
molekiil ile igaretlenir. Igik negredilmesi g¢ok hizh
oldugundan (0-10 sn), oksidasyon zamanlamasinin

¢ok iyi ayarlanmasi ve numuneler &lgliim cihazinda
iken oksitleyici reaktifin ilavesi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin dezavantaji, 151k nesri
esnasmda ¢ok ¢abuk ve dikkati bir sekilde
okumalarin yapilmasi mecruriyetidir. Ginki, kritik
okuma zamani gegirildikten sonra okuma yapmak

veya okumalari kontrol etmek imkani yoktur.

c) Chemiluminescent Enzyme Immunoassay:
Bu ¢aligsmalarda imminolojik reaktif bir enzim ile
isaretlenir. En fazla kullanilan enzim "horseradish
peroxidase" dir.

Vasata hidrojen peroksit beraberliginde
luminol/isoluminol substrati ilave edilerek enzim

aktivitesi dlgalir.

3. FLUORESCENT
IMMUNOASSAY'LER (FIA):

Fluoresan immunoassay ydontemlerinde muh-
telif tip fluoresan molekiiller isaretleyici olarak kul-
lanilirlar. Bu grupta kullanilan isaretli reaktifler
ileri derecede dayanikli olup, elde edilmeleri
pahali degildir. Galismanin son noktasinin tesbiti,
mevcut olan cihazlar

pek g¢ok laboratuvarda

yardimi ile yapilabilmektedir.

En yaygin olarak kullanilan fluoresan isaret-

umbel-
RIA'daki
radyoizotopun kargitidir ve onun yerine kullanilir.

leyiciler, fluorescein, rhodamin ve

liferon'lardir. Fluoresan igaretleyici
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Separasyomi takiben baglh veya serbest fraksiyonun
fluoresansi élgilir.

Kati-faz yéntemleri kolayca fluoroimmunoas-
say'lere tatbik edilebilir. Kati-faz sistemilerindeki
yikamalar, FIA g¢aligmalarinda, kullanilan plastik

tiplerden veya ortamdan gelebilecek fluoresan et-

kiyi minimuma indirirler. Faz ayirimlarinda

magnetize edilmig partikillerin kullanimi da

FIA'da yaygin olarak uygulanmaktadir. Gdnki
partikiiller tiiplin dibinde toplanacagindan, sivi
fazin fluorenansi ayni tipte dogrudan okunabil-

mektedir.
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