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Immunokimyasal yontem nedir?

Antijen-antikor etkilesimine dayali analiz yontemlerine
immiinokimyasal yontemler denir.

Bu yontemlerle 6rnek materyal icerisinde 6zgiil antikor veya
ozgil antijen (veya hapten) saptanabilir.
Antikorlarin antijenlere miikemmel baglanma ozelligi ile yiiksek

spesifite ve affinitede olmasi, cesitli yontemler tarafindan
maddelerin belirlenmesi ve 6lciimiinii saglar .

Immiinoassay yontemler ¢ok duyarli yontemlerdir (0,1 pg/ml'den
daha diistiik miktardaki analit tespit edilebilmektedir)

Bu deneyler; bir¢ok ilacin, biyolojik maddelerin (hormonlar,
immiinglobiilinler, komplementler, lipoproteinler, akut faz
proteinleri ) enfeksiyoz ajanlarin antikorlara konak cevabinin
varligini saptamak ve miktarini belirlemek icin kullanilir,

Bu yontemlerin bir cogu otomatize edilmistir
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Imminokimyasal Tanimlamalar

Antijen(Ag): Organizma i¢in yabanci olan ve organizmaya
girdiginde immiin yanit olusturan (antikor olusumuna
neden olan) bir protein veya genellikle protein olan tasiyiciya
bagli bir maddedir (Antikorla reaksiyona girebilen
proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler, lipitler, dogal
veya sentetik herhangi bir maddedir).

Hapten : Kendi basina immiin yanit olusturmayan fakat bir
immiinolojik tastyici ile birlestigi zaman antikor yanitini uyaran
kimyasal belirleyicilerdir.

Antikor(Ab): Dogal veya sentetik antijenlere spesifik olarak
baglanabilen immiinglobinlerdir.

Immiinglobin G (IgG) kullanilan en yaygin
immunokimyasal reaktiftir.



Epitop (antijenik determinant): Antijenin tizerinde
bulunan ve komplementer antikoru baglayan ozel
bolgeye denir.

Paratop: Antikorun uizerinde bulunan ve antijen
tuzerindeki epitop ile birlesen bolgeye denir.

Affinite: Antikorun baglanma yeri (paratop) ve antijen
tizerindeki ona uyan epitopun etkilesiminin gacudir.
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Avidite: Antijenle ile antikor arasindaki baglanmanin giictinu
ifade eder ve antikor tizerindeki biitiin bireysel baglanma
yerleri baglanma affinitelerinin toplamini kapsar.

Spesifite: Antikorun sadece kendisine 6zgl antijenle
baglanmasidir. Antikorun spesifite 0zelligi onun reaktif
olarak kullanilip kullanilamayacagini belirler.

Cross Reaktivite (capraz baglanma): Antikorun benzer baska
antijenlerle reaksiyona girebilmesine denir. Spesifiteyi
distirdiigtinden istenen bir 6zellik degildir.
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‘Antikorlar

Insanlarda 5 sinif

immiinoglobulin
bulunmaktadir V
IgA dimer, Ig M

pentamer, digerleri
monomer yapidadir. V %g @
[g(, en yaygin

kullanilan

immiunokimyasal Immiinoglobulinler, organizmanin

reaktiftir. bagisiklik sistemi tarafindan; kendisine ait
olmayan organik yapilara karsi (antijen)
gelistirilen glikoprotein yapisindaki
molekullerdir.




/IgG’nin yapisl

IgG, iki uzun agir (heavy, H) ve iki kisa hafif
(light, L) polipeptit zincirler bulunduran ANTIEN ~N

heterodimer yapida glikoproteindir BAGLANA
Zincirleraras distilfit baglar ¢ift zincirleri bir NH, NH,

arada tutar ve simetrik bir molekiil olusturur. NH, NH,

> Fab

Her zincirin aminoterminal tarafta kalan iki
parca birbirine esit olup 6zgiil antijenle HAE
birlesme ozelligine sahiptir. Bu parcalara, ZINCIR
(degisebilir aminoasit dizisine sahiptir) DISULFIT
antijen baglayan kisim (fragment of antigen BAGLARI | 1
binding, Fab) denir ve belirli bir antikora karsi

antijenin ozgulligiini belirler. AGIR ZINCIR—
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>Fc

Diger kisim sabittir, kristalize olabilir
(fragment of crystalysing, Fc). HOOC COOH

Agir ve hafif zincirlerin sekilde beyaz gosterilen kisimlari farkli genler tarafindan yonetilir
bu nedenle degiskendir (Variable, V), ve siyah gosterilen kisimlari tek gen tarafindan
yonetilir ve sabittir (Constant, C)



Antijen-antikor birlesmesinin ozellikleri

* Antijen-antikor birlesmesi spesifik bir olaydir. Fakat birbirine benzeyen
gruplar arasinda da birlesme olabilir. Buna ¢apraz reaksiyon ad: verilir.

Antijen-antikor birlesmesi

Antijen
Antijen baglama
bolgesi

Antijenler

Antikor




Antijen-antikor birlesmesi kimyasal bir olaydir.

Bu birlesmede nonkovalent (kovalent olmayan) baglar
rol oynar:

e Hidrofobik etkilesimler
e Iyonik baglanma

Hydrophobic
interactions

o Hydrogen
H bonding

Antijen ve antikor molekiilti tam olarak reaksiyona
girer ve birlesen molekiiller parcalanmazlar

van der waal forces

lonic bonding

e Hidrojen bagi
e Vander Waals kuvvetleri
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Antijen-antikor birlesmesi Ab + Ag == abAg
reversibl (dontistimlii) bir syt
olaydir. [AB] [Ag]

Antijen ve antikor multivalan

(cok degerlikli) olduklarindan YYY i .'.'o. Firs Stage 3.\(.?

: i i G @
ve reaksiyon icin biitiin YYY o S .YOOY
valanslarin doymasi sart anibody  Amtigen Agsme.au?/
5 S Aeire Second Stage

olmadigindan degisik oranlarda

birlesir
Antijen ve antikor birden fazla epitop ve et e
paratop tastyabilir. Antijen tizerindeki e T e

o o o occur with monovalent antibodies or haptens.
efektif epitop sayisi onun valansini verir.
. o . . . - «— Non-functional

Antikor tizerindeki efektif paratop sayisi S . A

Monowvalent o

da antikorun valansini verir. et

Haptens are monovalent



Antijen-antikor birlesmesinde
° pH,
e Tuz konsantrasyonu ve

e Isinin etkisi vardir.
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Imminokimyasal tekniklerin siniflandiriimas

Isaret gerektirmeyen immiinoassay
e Presipitasyon immunoassay Assay = Ol¢tim
e Partikiil immiinoassay (Agliitinasyon testi)

Isaretli immiinoassay: Olciim icin radyoaktif
izotoplarin, enzimlerin ve liiminesans yayan maddelerin
(isaretlerin) kullanildigi yontemlerdir.

e Radioimmunoassay(RIA)

e Enzim immunoassay(EIA)

e Floresan immunoassay (FIA)

e Kemiliiminesans immunoassay

e Elektrokemiliiminesans immunoassay
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ISARET GEREKTIRMEYEN
IMMUNOASSAY




Iaret gerektirmeyen immiuinoassay

e Presipitasyon immunoassay
e Partikiil immiinoassay (Agliitinasyon testi)
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Presipitasyon

Antijenler antikorlarla reaksiyona girerek immun
kompleksleri olustururlar.

Suda ¢ozlinen bir antijen ile spesifik antikorun
karistirilmastyla suda ¢oziinmeyen genis antijen-antikor
komplekslerinin meydana gelmesine presipitasyon
(cokme) ve olusan cokeltiye presipitat denir.

Presipitat bir likit fazda (ttipte) veya jelde olusturulabilir .

Presipitasyon soltisyonda ve tiipte yapildiginda
presipitasyon testi, agar jelde yapildiginda jel
presipitasyon testi olarak adlandirilir.
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Antijen-Antikor kompleksi

Antijen antikor baglanmasi statik degildir. Uc evrede ilerleyen bir
denge reaksiyonudur.

K1 k2
Ag s Ab : AgnAb: AgaAb p (ki>>>k2)
k-1 k-2

— n: Her molekiildeki epitop sayisi
— a,b: kompleksteki Ag ve Ab molekiilii sayisi

1.Evre: Baglangic [Multivalan (¢ok degerlikli) bir Ag ile bivalan (iki
degerlikli) bir Ab'nin hizla birlesmesi]

2.Evre: Kompleksin biiylimesi (daha yavastir).

3.Evre: Presipitat olusumu (kritik biiytikliige ulasan kompleksin
¢okmesi).

Bu reaksiyonlarin hizi elektrolit konsantrasyonu, pH, sicaklik ile
birlikte Ag ve Ab tipi ve Ab baglanma affinitesine baglhdir.



‘Antijen-Antikor kompleksi

Immiin kompleksin biiyiikliigii, tizerindeki epitop sayis1 ve
bu epitoplara baglanan antikor sayisiyla orantili olarak artar.

Antijen-antikor birlesmesi birbirine denk sayilarda
olabilecegi gibi, biri fazla da olabilir.



resipitasyona dayali deneylerde

Ag ve Ab konsantrasyonu onemlidir

Esitlik

Antijen veya antikordan Eediicor
herhangi biri ¢ok fazla
oldugunda kiiciik ve
enellikle solubl (c6ztinen)
compleksler meycfana gelir

Biiyiik ve suda ¢oziinmeyen
kompleksler (presipitat
antijen-antikor oranlari
optimal (ikisinin
konsantrasyonu birbirine
esit veya yakin iken)
oldugunda meydana gelir.

Antijen
fazlahgi :é fazlahgi

A
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Olusan presipitat miktari

Eklenen antijen miktari




J

* Abve Ag oranlarina gore presipitasyon
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Antikor
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Coziinmiis kompleksler

Coziunmemis kompleksler
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Cozinmus kompleksler

Antikor fazlahg

Biitiin antijenik bolgeler
antikorlarla kaplanmistir
ve kafes olusumu inhibe
edilmistir.

Esitlik bolgesi

(Optimal oran)

Her bir antijen molekiilii
basina 2 veya 3 antikor
molekiili oldugu zaman
maksimum kafes
formasyonu olusur ve
boylece maksimum
presipitasyon olusur,

Antijen tazlahg

Btiin antikor bolgeleri
antijenlerle doyurulmustur.
Ucliler (2 antijen+1 antikor)
partikiillerce elde edilmis
maksimum baviikltktedir.
Cokelti olusmaz.



Presipitasyon immunoassay

A. Kalitatif presipitasyon yontemler
1. Pasif jel difiizyon
>.  Immiinoelektroforez
3. Immiinofiksasyon
4. Western blot

B. Kantitatif presipitasyon yontemler
1. Radyal immiinodiftizyon
2. Elektroimmiinodifiizyon

3. Nefelometrik ve tiirbidimetrik immiinoassay
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KALITATIF PRESIPITASYON
YONTEMLER




Jelde presipitasyonda (immiinodifiizyon),
presipitasyon reaksiyonlar1 antijen ve antikor
molekiillerinin birbirine dogru yayilabildigi agar veya
agaroz jel gibi yar kat1 ortamlarda yapilir.

Boyle bir ortamda birbirine dogru yayilan antijen ve
antikor optimal oranda bulunduklar1 bolgelerde

karsilastiklarinda bir presipitasyon cizgisi veya bandi
olusturarak cokerler.



2 temel pasif diftizyon vardir: Tek veya iki reaktant icin jelde
gradient olusturulur.

1. Single (tekli) immiin difiizyon; Sadece bir tek reaktant
icin konsantrasyon gradientinin olusturuldugu yontemdir.

Genellikle antikor katilarak olusturulmus agar icine bir
antijenin difizyonuna dayanur.

Bu ilkeye dayanan kantitatif uygulama Radyal immiin
diftizyondur. (RID)

2. Double (ciftli) immiin diftizyon : Konsantrasyon
gradienti hem Ag hemde Ab icin olusturulur.”Ouchterlony’
teknigi olarak bilinir.

)



Ciftli immiunodifiizyonda (Ouchterlony metodu),
solubl antijen ve antikor molekulleri agar plagi
tzerinde acilmis karsi cukurlara konur. Antijen ve
antikor bu cukurlardan birbirlerine dogru agar
icerisinde yayilirlar ve optimal konsantrasyonlarda
karsilastiklarinda bir presipitasyon bandi veya cizgisi
olusur.

Plaga dokiilmiis agarin ortasina bir ve cevresine birkac
cukur acilir; ortadaki cukura antiserum ve cevredeki
cukurlara antijenler konur.
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Double dimension double diffusion {(Ouchterliony)

Bu teknik, pratikte iki veya dentical Antigen are different
daha fazla test materyalinin
dogrudan kargilagtirilmasina
izin verir:

Bu testte ayni seruma karsi hartigaean
teste tabi tutulan bircok
antijenin birbirine

yaklnhgl ortaya Crossreactive Antigens are different
¢ikarilabilir.

Test ornegindeki antijenin,
benzer capraz reaksiyon
verip vermedigini -
saptamak icin kullanilan
direkt ve basit bir
yontemdir.

Antiserum

Agar plates

Antiserum




Protein elektroforezi + antijen antikor etkilesiminin
kombinasyonu olan bir tekniktir.

Ag karisimlari, antiserum spesifitelerinin degerlendirilmesi
ve gamapatilerin degerlendirilmesinde kullanilir.

Once agaroz jel ortamda orneklere elektroforez uygulanr.

Sonra ilgili proteine karsi antiserumlar orneklere paralel ve
yakin bolmelere konur .

+4 C de 27-72 saat inkiibe edilir. Ayrilan ornekteki antijenin
ve bolmedeki antikorun es zamanli diftizyonu, presipitasyon
arklarinin olusmasina neden olur.

Her protein icin bunlarin sekil ve pozisyonlar farklidir.



immiinelektroforez sisteminde agar, ince bir tabaka
halinde lama yayilir ve agarda ¢ukur acilir. Daha sonra bu
cukura antijen eklenir ve lam bir elektrik alanina konur.
Antijen molekiilleri bu elektrik alaninda hareket eder ve
spesifik pH'da elektrik ytiklerinin farkli olmasi sebebiyle
birbirlerinden ayrilirlar.

Elektroforezden sonra agardan hareket yoniine paralel
olacak sekilde bantlar kesilip ¢ikarilir ve yerlerine
antiserumlar doldurulur. Antiserumun yayilmasi icin bir
stire beklenir. Uygun antijen antikorla karsilastiginda
presipitasyon bandi olusur.
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Agar icinde biri Ag digeri Ab soliisyonu ile doldurulacak iki
paralel kuyu acilr.

Abve Ag'nin birbirine karsi daha hizli hareket etmesi icin
jele elektrik akimi uygulanur.

Ag ve Ab birbirleri ile karsilastiklar1 yerde ¢oktiirme/¢cokelme
hatt1 (bant) olustururlar.

BOS, kan ve idrarda bakteriyel Ag'lerin saptanmasinda
kullanilir.



Z1t yonli immiuinoelektroforez, cabuk yapilan cift yonli jel
diftizyon deneyidir.

Patojenin hizli bir sekilde tespit edilmesi gereken
durumlarda kullanilan kalitatif bir metottur.

Hazirlanip lama yayilan agarin iki ucuna iki cukur acilir.
(Cukurun birine antijen, digerine antiserum konur.
Antikorun bulundugu taraf pozitif kutba, antijenin
bulundugu taraf ise negatif kutba baglanir. Negatif ytikli
olan antijen antiseruma dogru, antikor ise
elektroendozmozla antijene dogru hareket eder ve
karsilastiklar1 yerde bir presipitasyon bandi olusur.



* Ilgili antijenin (6rnegin
menejit) ve bilinmeyen
antijenin antikorunun uygun

ANTIBODY pH'daki cozeltisi ayarlanir

(antijen ve antikor z1t ytikli

olacak sekilde). (siklikla

Zone of precipitin pH=8,2’de bakteriyel

ecraandosmasis

WELL

farmation

antijenler negatif yukld,
immiunglobiilinler pozitif

SAMPLE yukludiir)

IANTIGEN, . % 5 3
WELL * Agve Ab agar jel tizerindeki

kuyucuklara tatbik edilir ve
electrophoretic alkim uygulanir.

migration

Eger patojenik antijen var ise
presipitat bandi olusur.




Proteinlere agar jel de elektroforez uygulanir.

Ardindan ayrilan proteinleri ?6ktiirmek icin, jel izerine
direkt olarak antiserum uygulanir.

Jelde immiin ¢cokeltiler olusur ve diger buitiin cokmemis
proteinler jel yikanarak uzaklastirilir

Daha sonra jel, proteinleri belirlemek i¢in boyanir.



Bu teknikte elektroforez ile ayrilan proteinler,
blotlama olarak adlandirilan islem ile nitroseliloz
membrana transfer edilir.

Protein membran uzerinde fikse edildikten sonra,
isaretli antikor kullanilarak saptanir.

Antijen O0lcimlerinde, jelde 500 ng/mL kadar
distik, enzim isaretli antikorun kemiliminesans
ozelligi yayilan 1s181n film tizerinde saptanmasiyla
100 pg’a kadar olciim yapilabilir.



KANTITATIF PRESIPITASYON
YONTEMLER




RID (Mancini metodu), genellikle konsantrasyon
gradientinin tek reaktant icin olusturuldugu pasif
diftizyon yontemidir.

Ag -Ab etkilesimi (presipitat olusumu) Ag kuyusunun
etrafinda iyi belirlenmis bir halka olusumu ile kendini
goStertir.



Radyal immiinodifiizyonda bir antijen i¢in
monospesifik antikor agarla karistirilir ve bir tabaka
olusturacak sekilde bir plaga dokuliir. Daha sonra
agarda cukurlar (kuyular) agilir ve acilan cukurlara
numune (6l¢tilecek antijen soliisyonu) konur.

Ag kuyudan jel icine dogru diftize olur (Ag ¢cukurdan
agarin icerisine yayilir) ve bir presipat olustugunda
cukurun cevresinde bir halka meydana gelir.



Mancini, halkanin ¢apinin karesi ile cukurdaki antijenin

konsantrasyonu arasinda dogru orantinin oldugunu
belirlemistir.

Standart egri hazirlayarak kantitatif 6lcam yapilir.
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RID gibi tek bir konsantrasyon gradienti olusturulur, ancak
farkli olarak jele antijeni ytrtitmek icin elektrik akimi
uygulanr.

Elektriksel alan uygulandiginda rokete benzer sekilde
presipitasyon bandlar olusur

RID'nin tersine tek yonli bir goc¢ ve daha yiiksek sensitivite
vardir.



Roket immiinoelektroforezde, antikor iceren ve pH'1
antikorun hareketsiz antijenin negatif ytiklii olmasini
saglayacak sekilde ayarlanmis agarda acilan cukurlara
antijen iceren numune eklenir.

Elektriksel alan uygulandiginda rokete benzer
sekilde presipitasyon bandlar olusur.



* Roket seklindeki
presipitasyon bandlarinin
yuksekligi eklenen antijen

konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.

e Standart egri hazirlayarak
kantitatif lcam yapililir.




(Coziinmeyen Ag-Ab komleksinin gelen 1s181 sagmasi
esasina dayanan tekniklerdir.

Sacilma miktar1 Ag-Ab komleksinin miktariyla
orantilidir.
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Partikul immunoassay
(Aglltinasyon testi)




Agliitinasyon; Bir partikiile yapisik antijenin spesifik
antikoruyla birlesmesi sonucu stispansiyon icerisinde
kiimelesmenin olmasidir

Aglitinasyon testleri, Antijen kaph partikiillerin spesifik
antikoruyla karsilastiginda cokelmis kiimeler (agliitinat)
olusturmalari esasina dayanur.

Ag partikiliin dogal bileseni olabildigi gibi(direk
agliitinasyon), kimyasal olarak da partikiile baglanmis
olabilir (indirek agliitinasyon)

Agliitinasyon testlerinde IgM (multivalan), IgG'den 750
kat daha etkilidir.
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Aglitinasyon testlerinde genellikle 3 tip partikiil
kullanilmaktadir:

e Eritrositler
e Bakteri hiicreleri
 Lateks partikiiller (Ag kimyasal olarak baglanir)

Hemaglutinasyon testleri (HA): Partikiil olarak
eritrositlerin kullanildigi agliitinasyon testlerine denir.

Kan gruplarinin saptanmast

Kan transfiizyonlarinda

Babalik tayini

Doku ve organ aktariminda ve

Bircok bilimsel arastirmada kullanilan testlerdir.



* Hemagliitinasyon, kan grubumuzun
belirlenmesinde kullanilan en basit tekniktir.

e Eritrositlerin yuizeyindeki antijenler, ortamda bulunan 6zgiil
antikorlarla birlesecek olursa, gozle goriilebilecek kiimeler (agliitinat)
olusturarak ¢okerler

ABO Sistemi

Kan Grubu A Grubu B Grubu AB Grubu 0 Grubu
(Genotip) (AA - AO) (BB - BO)

Alyuvar-
daki
proteinier

| Sadece A antikoru Sade eB anhkoru ve B antikoru Antikor yok

Kan
swusmdakl
antikorlar | Q IRIOR YOX ‘}

Sadece B antikoru | Sadece A antikoru A ve B antikoru
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——+ HA reaksiyonu, bir infeksiyona karsi viicutta
olusan antikorlarin belirlenmesinde kullanilan
onemli bir testtir.

Teste, kullanilacak alyuvarlar tannik asitle muamele
edildikten sonra antijenik substratlarla direk muamele
edilerek, bu maddelerin alyuvarlarin ylizeyine adsorbe
olmasi saglanur.

Bu sekilde hazirlanan alyuvar siispansiyonu, testin
karakterine gore belli oranda diltie edilerek kullanilir.

K anltikoriar
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— ¢ Testin yapilis1 kisaca soyledir:
Stupheli serumlar iki katli olarak sulandirilarak
tiplere 0.25 ml miktarinda konulur.

Bunlarin tizerlerine de antijenle kaplanmis alyuvar
soliisyonundan ilave edilir.

Ttpler iyice karistirildiktan sonra reaksiyon oda
1sinda 3-4 saat sonra gozle degerlendirilir.

a. Tuplerde HA'nin gorilmesi kanda antikorlarin
varligini ortaya koymaktadir (pozitif reaksiyon).

b. Tuplerde HA yoksa, kanda da antikor bulunmuyor
demektir (negatif reaksiyon).

Testte negatif ve pozitif serum kontrolleri de
kullanilir.



ISARETLI IMMUNOKIMYASAL
YONTEMLER




Isaretli immiinoassay: Olciim icin radyoaktif
izotoplarin, enzimlerin ve liminesans yayan
maddelerin (isaretlerin) kullanildigi yontemlerdir.

1. Radioimmunoassay (RIA)

>.  Enzim immunoassay(EIA)

3. Floresan immunoassay (FIA)

4. Kemiliiminesans immunoassay
5

Elektrokemiliiminesans immunoassay



. mminokimyasal olctimlerin daha duyarli ve 6zgil bir sekilde
olmasi icin isaretli Ab ve Ag kullanilmaktadir.

T bl i s S
. _ o 10-1 zotopik-olmayan immundlcuamler
cin isaretleyiciler

isaretleyici Ornek

Kemiluminesan Akridinyum ester, akridinyum
sulfonamid, isoliminol

Kofaktor Adenozin trifosfat, flavin adenin
dinukleotit

Enzim Alkalen fosfataz, deniz bakteriyal
lusiferaz, B-galaktozidaz, ates bocegi
lGsiferaz, glukoz oksidaz, glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz, “horseradish”
peroksidaz, lizozim, malat
dehidrogenaz, mikroperoksidaz,
ureaz, ksantin oksidaz

Florofor Europium selat, floresein, fikoeritrin,
terbiyum selat

Serbest radikal Nitroksit

inhibitor Metotreksat

Metal Altin, selenyum, gumius ¢cozeltisi

Partikal Bakteriyofaj, eritrosit, lateks boncuk,
lipozom

Polinukleotit DNA

Substrat Galaktozil ~-umbeliferon

D ]




[saretlenmis immiinokimyasal 6lciimler, genel olarak
1. Yarigmali (kompetitif) veya yarismasiz (nonkompetitif) ve
>. Heterojen veya homojen olarak siniflandirilabilir.
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Yarismali (kompetitif) reaksiyon : Analit (isaretsiz Ag)
ve igaretli antijen (Ag*) antikor tizerindeki baglanma
yeri 1¢in yarisir.

Biitiin reaktifler es zamanli veya ardisik olarak
karistirilir.

Es zamanli kompetitif 6lciim (one-step
immiinoassay): Isaretli Ag* ve isaretsiz Ag dahil tiim
bilesenler reaksiyon ortamina ayni anda konur . Ag*
ve Ag; Ab icin yarisir.

Ab + Ag + Ag* — AgAb + Ag*Ab

Bu kosullar altinda elde edilen sinyal, Ag (analit)
konsantrasyonu ile ters orantilidir.



Ardisik kompetitif 6lciim (Two-step immiinoassay :-
Once isaretsiz Ag asir1 Ab ile karistirthr ve baglanmanin
‘dengeye ulasmas1 beklenir.

[saretli Ag* ardisik olarak eklenir, 2. Asamada dengeye
ulagmasi beklenir.

Seperasyon (ayirma) isleminden sonra bagli isaret belirlenir
ve isaretsiz Ag konsantrasyonunun hesaplanmasinda
kullanilir.

Ag+Ab K AgAb+Ab
EE

AgAb + Ab +Ag* —— AgAb + Ag*Ab + Ag*

Eger ki>> k-1 ise bu yontem es zamanlidan daha sensitiftir.

Kompetitif prensip; T4, T3, FT4, FT3, E2, Progesteron,
Testosteron, Kortizol, Folat, Vitamin Bi2 analizlerinde
uygulanmaktadir.



o

Yarigmasiz (nonkompetitif) immiinol¢iim;

Once Ab kat1 bir faza (tiip, boncuk, mikrowell) adsorbe edilir veya
kovalent olarak baglanir.

Sonra Ag (analit) eklenir ve Ab tarafindan yakalanmasi beklenir.

Daha sonra diger reaksiyon bilesenleri yikanarak ortamdan
uzaklastirilir ve asir1 miktarda isaretli Ab* eklenir.

Ikinci Ab* bagli Ag tizerinde ikinci ve farkl bir epitop ile
reaksiyona girer.

Baglanmayan (artan, fazlalik) Ab* 'yi uzaklastirmak icin tekrar
yikama yapilir. Bagh isaretci saptanur.

Elde edilen sinyal Ag konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Yarigsmali tekniklerden daha sensitiftir.
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Heterojen ve homojen immunokimyasal olcimler

Heterojen ol¢iimler: Serbest igsaretli antijeni (Ag*)
bagli isaretli antijenden (AbAg*) ayirmak icin fiziksel
ayirma teknikleri gerekir.

Homojen ol¢iimler: Serbest isaretli antijeni (Ag*)
bagli isaretli antijenden (AbAg*) ayirmak icin fiziksel
ayirma teknikleri gerekli degildir.
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eterojen Olctimlerde en cok kullanilan fiziksel ayirma

teknikleri (serbest Ag*’i bagli antijenden (Ab-Ag*) ayirmak
icin kullanilir):

Tablo 10-2 immiinélciimler icin ayirma

yontemleri

Adsorpsiyon
Aktif komr, Florisil, pudra

Coktiirme
Polimer ¢coktiirme: polietilen glikol

Cozucu veya tuzla ¢oktirme; etanol, dioksan, (NH,)250,
Protein A veya cift (ikinci) antikor coktirme

Kati-Faz Antikor

Cozinmeyen bir matrikse (6rnegin plastik boncuk, plastik
tip veya mikro kuyucuklarin i¢ ytizleri ve manyetik
boncuk) kovalent olarak baglanmis veya adsorbe edil-

mis antikorlar veya baglayici proteinler (6rnegin; protein
A, biotin-avidin ve biotin streptavidin)
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Isaretli Immiindlcim
~ Ornekleri
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1. Radyoimmiinoassay (RIA)

Biyolojik sivilardaki antijen veya antikorlarin tespitinde isaret
olarak radyoizotoplar1 (**5, 3'I ve trityum) kullanan bir
immiunolojik tekniktir.

RIA, 1959'da Yalow ve Berson tarafindan gelistirilmistir.

RIA yontemi 6rnekte bulunan sabit miktarda radyoaktif
isaretli Ag* ve isaretsiz Ag’'in (analit) sinirli sayidaki spesifik
antikor baglama bolgesi icin yaristig1 kompetitif baglanma
reaksiyonudur.



/ —

Bagli veya serbest radyoaktif isaretli Ag* daha sonra
radyoizotopun radyoaktivitesi olciilmeden once
birbirinden ayrilmalidir (heterojen 6l¢tim).

Ab’ye bagli olan radyoaktif isaretli Ag* % si test
ornegindeki analit (isaretsiz Ag) konsantrasyonu
arttikca diser.

Dolayisiyla test 6rnegindeki analit (Ag)
konsantrasyonu bagli fonksiyondaki radyoaktivite
miktari ile ters orantilidir.

Isaretleyici ve radyoaktif Ag ve Ab dayaniksizligi,
radyoaktivite giivenligi, otomatize cihazlarin olmayisi
nedeniyle kullanimi azaldi.



>. Enzim Immiimolciim(EIA)

Immiinolojik reaksiyonu saptamak ve ol¢cmek icin enzimlerin
katalitik ozellikleri kullanilir.

En cok Alkalen fosfataz, Horseradish peroksidaz, glukoz-6-P
DH, p— galaktozidaz enzimleri kullanilr.
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EIA'de 6nce enzim isaretli Ag* ve Ab* liganda baglanir

Enzim substrati1 eklenir.

Substrattaki azalma veya tirtindeki artma olctilerek Ag-Ab
reaksiyonu tespiti ve miktarlanmasi yapilir.
EIA ornekleri:

e Enzim-bagli-immiinsorbent 6lcim(ELISA),

e Enzim-multiple-immiindl¢cim(EMIT),

e Klonlanmis-enzim dono6r immiinél¢im(CEDIA)
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ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Klinik analizlerde yaygin olarak kullanilan heterojen bir EIA
teknigidir.

Reaksiyon komponentlerinden biri kati faz ytizeyine baglanir.
Olciilecek Ag'yi iceren numune eklenir.

Kat1 faz antikoru ile baglanmasi icin bir siire inkiibe edilir.
Kat1 faz yikanar.

Enzim isaretli antikor (Ab*) eklenir. Ab-Ag-Ab* sandvic
kompleksi olusur.

Ortamdaki bagli olmayan fazla Ab* yikama ile uzaklastirilir.

Enzim substrati eklenir. Enzim, eklenen substrati, tirine
dontsturr.



* Uriin miktar1 6rnekteki Ag
(analit) miktar ile dogru
orantilidir.

* Solid faza Ag konularak

Ab tayinide yapilabilir
(virtslere karsi,
parazitlere kars1 Ab
saptamak i¢in yaygin
kullanilir).

Sample Antigen . -
-2
ubstféte

W

iImmunometric ELISA Format for
Large Molecules
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~ EMIT (Enzym multiple immiimél¢iim teknigi)
Homojen bir EIA teknigidir. Ayirma islemi gerektirmedigi
icin, uygulamasi kolay bir olctimdr.
EMIT tekniginde; ilag, hormon veya metabolit gibi bir analite
kars1 Ab, substratla birlikte hasta serumuna eklenir.

Ab ve analit Ag (Ab-Ag)baglanur.

Analitin enzim konjugat1 (Ag-enzim, aktif form) ikinci
reaktif olarak eklenir.

Enzim analit konjugati, ortamda kalan Ab fazlasi ile birlesip
Ab-Ag-enzim (inaktif form) kompleksi olusturur. Fazlalik
Abunun Ag-enzim konjugati ile baglanmasi, enzim
aktivitesini azaltir.

Sinyal analit konsantrasyonu ile orantilidir.
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—CEDIA (Klonlanmis enzim donér\immUnoélgUm)

Homojen bir EIA teknigidir.

Genetik miuhendisligin teknikleri kullanilarak
gelistirilmistir.

CEDIA'da enzimlerin inaktif fragmentleri (parcalar1)

cogaltilir ( bu fragmentler birlestiginde aktif tetramer
olusur)

Daha sonra bunlardan enzim donor-Ag konjugati
hazirlanir. (Bu durumda enzim hala aktiflegebilir.)

Ab'un Ag-enzim konjugatina baglanmasi ile enzim
fragmanlar1 birbirine baglanamaz ve aktif enzim olusamaz.

Bu prensipten faydalanilarak 6l¢tim yapilir.
Enzim aktivitesi numunedeki Ag ile dogru orantilidir.
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 Immiinolojik reaksiyonlar1 saptamak ve 6l¢cmek icin isaret
floresans molekiil kullanilir.

EERER] Floresan isareleicierin Ozellker

Florofor Eksitasyon{nm| Emisyon (nm)
Florosein izEliyosiyanaI 492 320
Europium (B-naftoil trifloroaseton) 30 390, 613
Lusifer San VS 430 540
Fikobiliprotein 530-620 360-660
Rodamin B izotiyosiyanat 550 il

Umbelliferon 380 450



Kemiltiminesans, kimyasal reaksiyon sirasinda olusan 1s1k
yayilimidir.

[saretleyici olarak kemiliiminesans maddeler (izoluminol,
akridinyum esterleri) kullanilir.

Akridinyum esterleri; Ab ve haptenleri isaretlemek icin
kullanilabilen yiiksek spesifik aktiviteye sahip
isaretleyicilerdir(8oo zeptomol saptama siniri).
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Elektrokemiliiminesans; Isaretleyici olarak rutenyum (II)
tris (bipridil) gibi elektrokemiliiminesans molekiillerin
kullanildigr immiin 6l¢tim tipidir.

Bu tip 6l¢timlerde rutenyum II tris (bipiridil) elektrot
yuzeyindeki tripropilamin ile elektrokemiliiminesans
reaksiyona girer. (620 nm)

Bu isaretleyici ile kat1 faz olarak manyetik bilyeler
kullanilarak 6l¢tim hiicresi icinde 6l¢tim yapilir.

Bilyeler elektrot ylizeyinde tutulmus ve bagli olmayan
isaretleyici yitkama cozeltisi ile hiicreden uzaklastirilir.

Bilyelere bagli isaretleyici elektrokemiliiminesans reaksiyona
girer ve 1s1k yayilimi ol¢tlir






