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IMMUNOLOJIK YONTEMLER VE ZAMAN AYIRIMLI
FLUORESANS TEKNIGI

IMMUNOASSAYS AND TIME - RESOLVED FLUORIMETRY

Huriye KARSILAYAN *

SUMMARY

Immunological methods have been widely used in clinical chemistry because of their
sensitivity, specificity and practicability. Methods used for counting have been determined
by the labels bound to immunoreactants. Radioisotopically labeled antigens and antibodies
were widely applied in this field. Although radicisolopic methods extremely sensitive and
quite precise, alternative methods used enzymes, luminescent compounds, {luorescent pro-
bes as labels have been introduced. In recent years, the development of time - resolved fluo-
rescence detection method by the use of Lanthanide chelates as labels in immunoassays
has opened new possibilities given more sensitive results for the determination of biological
substances.

OZET

Immunolojik yontemier, duyarly, spesifik ve pratik olmalan nedeniyle klinik kimya-
sinda yaygin olarak kullanilir. S6z1 gegen metodlar imminreaktife baglanan isaretleyici
maddeler tarafindan belirlenir. Bu alanda radyoizotoplarla igsaretli antijen ve antikerlar
yaygin olarak uygulanmsgtir. Ancak fazlasiyla duyarh radyocizotopik yéntemlerin olumsuz
yanlar da vardir. Bu nedenle enzimler, liminesans ve fluoresans veren maddelerin isaret-
leyici olarak kullamildify alternatif yontemler gelistirilmistir. Son yillarda, isaretleyici ola-
rak lantanid ¢elatlarimin kullaniimass ile birlikte zaman ayinmh {luoresans slgiim sekiinin
gelistirilmesi, biyolojik madde tayininde daha hassas sonug veren yeni olasihiklara yol ag-
mstar.

GIRIS

Glntmizde immunolojik yoéntemler ¢ok disitk konsantrasyonlar-
da biyolojik aktif madde tayinlerinde yaygin olarak kullamimaktadir.
Spesifik, duyarh ve pratik olan bu yéntemler hormon, mikroorganizma,

antikor, enzim, ila¢ gibi maddelerin tayini ile klinik kimyasinda yer al-
maktadirlar ( 1-2).
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Antikor ve antijenlerin birbirlerine baglanarak konjugatlar olusg-
turmasina dayanan immunclojik yéntemler ile ilgili ¢alismalar oldukea
eski tarihlere kadar uzanmaktadir. Gézlenebilir antikor - antijen konju-
gat ¢okeltilerinin olugmasi 1897 'de Krause tarafindan verilmistir. 1929
da Haidelberger ve 1945 te Kendall ¢oktiirme esashi antijen ve antikor ta-
yin yontemleri geligtirmiglerdir. Yirminei yiizyil baslarinda kirmizi kan
hicreleri ile antikor veya antijenlerin isaretlendigi uygulamalar konu ol-
mustur. Bu iglemi esas alan ve 1945 te Coombs tarafindan gelistirilen
Hemaglunasyon yéntemleri uzun siire uygulanmstar (3).

Belirli maddeler ile antijen veya antikorlarin isaretlenmesi ve bun-
larin 6zelliklerine bagh olarak élgiim tekniklerinin gelistirilmesiyle bir-
likte immunolojik yontemlerin énemi artmastir. Radyoizotop isaretleyici
kullanarak 1960 ta Yalow ve Berson insilin tayini, Ekins tircksin tayini
igin gelistirdikleri yéntemlerle bu alanda énciilitk etmiglerdir. (4 - 5).

Uygulamada uzun siire yer alan radyoizotop isaretleyiciler 10 -12 _
1015 M kensantrasyonda madde tayinine olanak saglamiglardir. Ancak
bunlarin yaymladiklar iginlarm calisan personelin sagh@ini olumsuz et-
kilemesi, artiklarinm gevreye zarar vermeyecek sekilde depolanma gere-
gi, yanilanma omiirlerine bagh olarak kitlerinin kullanilma sirelerinin
kisith olmasi alternatif yontemleri gelistirilmesine sebep olmustur. Bas-
hica enzimler, metal iyonlar: ve fluoresans veren maddeler yeni yéntem-
lerde isaretleyici olarak kullamilmislardir (6 - 8).

Immunolojik yéntemlerde isaretleyici maddelerin kullanilmasiyla
birlikte, reaksiyon ortaminda olusan antijen - antikor konjugatlarimin bir
kat1 madde yiizeyine absorpsiyonla baglanmast konu olmustur. Kat:
madde clarak polimer maddelerden yapilan tiipler, ktireler ve mikrotit-
rasyon hicreleri uygulamada yer almistir. Reaksiyon sonrasinda baglan-
madan kalan antijen, antikor veya isaretleyici madde fazlas: santrifiij ya
da yikama islemi ile ortamdan uzaklastiriimaktadir (29).

Smmiflandirma

Immunolojik yontemler, antijen ve antikorun reaksiyon ortaminda-
ki miktarlarinin oranina, isaretleyici madde tiiriine ve bunlarin sunduk-
lar slgiim sekline bagh olarak cesitli gruplara aynilabilir. Kallanilan an-
tikorun oranina gore iki grupta inceleme yapihr.

1. Sinarls reaktif yontemi
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Reaksiyon ortaminda smirh miktar antikor ve antijen fazlas: yer
almaktadir. Antijenlerin antikorlara baglanmak tzere yarigmasiyla ger-
¢eklesen reaksiyon dengeye ulastiginda, serbest kalan antijenler uzak-
lastinilir (gekil 1).

Islemde standartlara veya ¢rneklere, belirli ve ayni miktar isaretli
antijen ilave edilir. Dogal olarak, ortamda antijen miktarinin artmasiyla,
antikorlara baglanan isaretli antijen - antikor konjugat miktarini esas
alan élgiim sonuglar, baglanan antijen miktarinin baglanma orammni
yansitacaktir. Bu nedenle, uygulanan yontemle okunan degerler, srnek-
teki antijen miktanyla ters orantili olacaktir ( sekil 2 ). Kullamlan isa-
retleyici tiiriine gére bu yontemler RIA, EIA ve FIA kisaltilmis ifadeleri
ile bilinmektedirle=* {3 - 9).
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Antilen konsantrasyon

Sekil ~ 1 : Antikor konsantrasyonu Sekil - 2 : Sinurh reaktif yonteminde
sabit alinan immunolojik yéntem- slgit egrisi

lerde kansantrasyona bagh olarak

serbest kalan antijen miktarinin

artmasy

2. Fazla reaktif yontemi

Fluoresans veren madde ile isaretlenen antikor kullaniimasiyla
birlikte yontemin uygulanmasi 1941 yilina kadar uzamr. {1).

* RIA : Radiocimmuncassay
EIA : Enzyme Immunoassay

FIA : Fluoroimmunoassay
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Ancak yaygin uygulama, 1968 de Miles ve Hales tarafindan radycizotop
kullamlan yéntemin verilmesi ile baglamistir ( 10).

Islemde antikorun fazlas: kullanilarak antijenin tamaminin reak-
siyona girmesi saglanir ( sekil 3). Reaksiyon dengeye ulastiginda bagh ol-
mayan antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Isaretli antikor yardimiyla
alinan &§lgiim sonuglarmin érnekteki antijen konsantrasyonu ile dogru
orantilt oldugu gériliir (sekil 4). Kisaca IRMA, ELISA, IFMA seklinde
ifade edilen yontemler bu grupta yer almaktadir* (3, 9).

8
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oo 5 Antijen konsantrasyonu

Sekil - 3: Antikor fazlas kullamlan Sekil ~4 ¢ Fazla reaktil yonteminde
immunolojik yontemlerde antijenin slgii egrisi.
tamaminin baglanmast.

Ek olarak, birden fazla antijenik tayin yeri bulunan biyolojik mad-
de analizlerinde, iki tarafli yontem ya da sandvig yéntemi adiyla bilinen
iglem uygulamr ( Sekil 5). Burada, kat1 madde yiizeyine baglanan anti-
kora, sirasiyla antijen ve isaretli antikor baglanmir (9).

Sinirh reaktif yontemi pratik olmas: nedeniyle tercih edilir. Fazla
reaktif yonteminde ise reaksiyon siiresi kisahrken, duyarhlhik ve hassasi-
yet artar ( 3 - 9).

* IRMA : Immunoradiometric assay
ELISA : Enzyme - labelied Immunometric assay

IFMA : Immunofluorometric assay

it s e
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1. Antikor (fazla) isaretleyici madde

] /

Antijen Isaretli antikor

Sekil - & : Tki tarafli immunolojik yéntem

Alternatif yontemler

Radyoizotoplarin zararh etkileri, immunolojik yontemlerde isaret-
lemede belirli zellikte baska maddelerin kullaniimasini getirmistir. En-
zimlerle isaretleme ve sonugta renkli bilesikler ya da liminesans veren
maddeler olusmasindan yararlanan yéntemler gelistirilmigtir (11-13).
Bashca kullamlan diger grup, uyarilmis durumdan temel hale geri do-
nerken 151k veren liiminesans maddeler olmustur. Uyanc: kaynaga gore
radyoliiminesans, biyoliiminesans v.b. adlandirilan yontemlerden kemi-
liiminesans daha yaygin uygulanmigtir (9, 14 - 18).

Isik enerjisi absorplayarak uyarilan molekiillerin verdigi emisyon
fotoliiminesans olarak adlandimlmaktadir. Molekiiller uyanlmisg singlet
halden temel singlet seviyeye donerek fluoresans, énce triplet hale sonra
temel duruma donerek fosforesans yaymlarlar. Fark enerjinin radyasyo-
na neden olmadan, érnegin 151 enerjisine doniigsmesi de konu olmaktadir.
Fluoresans veren maddelerden 6ncelikle fluoreseln, rodamin, umbelife-
ron ve tiirevlerinin immunolojik yontemlerde kullanilan isaretleyiciler
arasinda yer aldigam belirttikten sonra, ¢zelliklerini tartismak ve yapi-
lan cahismalar dogrultusunda gelismeleri vermek dogru olacaktir (19).

Fluoresans 1s181n enerjisi absorplanandan biraz diisiik ve dalga bo-
yu daha uzun olur. Bu ézellik, absoplanan ve yaymnlanan 1g1k spektrum-
larinin maksimum pikleri arasindaki uzakligh veren Stokes shift ile ka-
rakterize edilir. Isaretlemede kullanilan fluoresans maddelerin, stokes
shiftinin 50 nm den biiyiik olmas1 da istenir. Ayrica bu maddelerin molar
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absorbansinin ve yayinlanan 1s1§in siddetinin absorplananinkine oranim
veren kuantum veriminin yiiksek olmasi gereklidir. fsaretleme immun
reaktifin reaksiyon yeteneginde ve fluoresansin siddetinde azalmaya se-
bep olmamahidir,

Fluoresans, maddelerin bulundugu ortamin PH degerinden, polari-
tesinden, ¢oziinmis oksijenden ve sicakliktan etkilenir. Ayrica biyolojik
drneklerde tayini yapilan madde ile birlikte fazla miktarda protein ve
kolloidal tanecik bulunmas: sagilmaya sebep olur, Yaymlanan fluoresan-
sm ortamdaki maddeler tarafindan absorplanmas: da mimkiindir, Ek
olarak serum protinlerinin 320 - 350 nm, NADH ve biluribinin 430 - 470
nm dalga boyunda fluoresans verdikleri bilinmektedir. Isaretleyici mad-
delerin verdigi fluoresanisin 500 nm den biiyik dalga boyunda olmas: ge-
rektigini belirtirken, érnekte yer alan fluoresans veren maddelerin girisi-
me yol achigh, buna bagh olarak duyarhihijin 109 - 10712 M
konsantrasyen ile simrlandigh ifade edilmelidir (1 - 2, 19- 21).

Biyolojik ¢rneklerde bulunan yabaner maddelerden gelen fluore-
sansin zayif giddette ve kisa omiirlit oldugu bilinmektedir. O halde, im-
munolojik yontemlerde isaretleyiciden gelen fluoresansm siddetli ve 6zel-
likle uzun 6mirli olmasiyla, girigim azaltdabilir ya da yokedilebilir. Bu
dogrultuda yapilan incelemeler birden fazla maddenin tayinine olanak
saglayan ya da biyolojik drneklerde yalmzca isavetleyiciden gelen fluore-
sansin 8lgiilmesini miimkiin kilan zaman ayinmh fluoresans tekniginin
gelismesine yol agmistir.

Bu yeni yontem, azot ya da argon - iyon lazer uyancalar kullana-
rak dncelikle fluoresans veren organik molekiilerde denenmistir (22 -
24). Zaman aymmh fosforesans yontemi de aym amagla incelenmistir
(25). Ancak uzun émirli fluoresans veren lantanid ¢elatlarmin uygula-
mada yer almas: ile birlikte zaman ayirimh fluoresans slgtim gekli snem
kazanmig ve immunolojik yéntemlerde yaygin uygulama alani bulmustur
(26, 27).
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Landanid ¢elatlar: ve zaman ayrrimh fluoresans dlglim
sekli

Isaretlemede kullamlan Th ( II1), Sm (IID) ve dzellikle Eu ( III) ge-
latinin ligand: UV igini absorplayarak uyarilir. Singlet halden triplet ha-
le ve daha sonra vibrasyonal rezonans olusumu ile lantanid iyonunun 4f
seviyelerine enerji gecisi meydana gelir ( 29). Béylece iyonik fluoresansin
siddetinde birkag kat artma ile birlikte, flucresans verme stiresi 1000us
kadar uzun olan emisyon elde edilir { sekil 6 ) ( 20, 30),
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Sekil - 6 : Lantanid ¢elatinda enerji seviyeleri ve gegigleri.

Islemde, isaretlemede lantanid celati kullamlan érnekler kisa siire
UV 1gmns veren ksenon lambanin etkisinde birakilir. Uyariimadan belirli
siire sonra 6l¢iim yapilarak, yani zaman ayinmh fluoresans teknigi uy-
gulanarak, girisime neden olan 50ns gibi kisa dmiirli emisyonun etkisi
tiimiyle giderilmis olur ( sekil 7).
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Fluoresans siddeti
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Sekil - T: Zaman ayirmh lluoresans sl¢im tekniginde emisyonun degerlendiril-

mesi.

Lantanid ¢elatinin fluoresans vermesi yaminda kararh olmasi, su-
da ¢oziinmesi, immun reaktifin reaksiyon verme yetenegini azaltmamas
gibi tzellikleri de olmas: istenir. Belirtilen iyonlarn clusum sabiti logk>
15 olan kararh kompleksleri, kompleksonlar ve tiirevleri ile elde edilir.
Ancak bu celatlarda UV 1gimi ile kuvvetli uyariima ve iyonunu 4f seviye-
lerine enerji gegisi meydana gelmez. Bu nedenle ilk uygulamalarda
komplekson ve fluoresans veren ligandin birlikte bulundugu karisik li-
gandli kompleksler kullanitmistir. Daha sonraki uygulamalarda, énce
lantanid ¢elat: nétral ortamda immun reaktife baglanmir. Reaktif fazlas:
uzaklagtinldiktan sonra ortama fluoresans veren ligand fazlas: ilave edi-
lir. Bu asamada genellikle kullanihn B - diketonlar, asidik ortamda
kompleksonlardan ayrilan lantanid iyonlarina siiratle baglanir. Ancak
her bir lantanid iyonun 6 koordinasyon basamagina 3 adet B - diketon

- molekiili baglanir. Koordinasyonun su molekiilleri ile tamamlanmas:
fluoresans siddetinde azalmaya neden olur. Bunu énlemek icin ortama
TOPO ve misel olugturan Triton x - 100 gibi yiizey aktif maddeler de ila-
ve edilir Ln 3+ ( B- diketon) 3 ( TOPO) 9.3 formiilii ile verilen kompleks
misellerin igine ahinarak suyun clumsuz etkisi de giderilmis olur (29 -
41).

Lantanid iyonlarimin kompleksondan ayrihp diger liganda baglan-
mas1 igleminden 6nceki uygulamalarda immun reaktife bagh olmayan
maddelerin ortamdan mutlaka uzaklastirilmasi gerekirdi. Bu amacla




HURIYE KARSILAYAN 89

halen kullanilan, polistiren, polipropilen veya polivinilkarbonat ile vapi-
lan plastik kaplarin yiizeyi genellikle poliklonal yapida antikorlar ile
kaplanir. Fiziksel adsorpsiyonla kati faza baglanan antikorun fazlas:
uzaklagtimldiktan sonra standartlar ve érnekler ilave edilir. Segilen uy-
gulama tiiriine bagh olarak aymi zamanda ilave edilen isaretli antijen ile
srneklerde bulunanin yarisarak plastik iizerinde sabitlesmis antikorlara
baglanmas saglanabilir. Diger uygulamada tayin edilen maddenin tama-
minmmn bu antikorlara baglanmasindan sonra ortama lantanid celat: ile
isaretlenmis se¢imli antikor katihir. Belirli bekleme siiresi sonrasinda
baglanmadan kalan maddeler uzaklastinlir. Ortama yizey aktif madde
ve flucresans veren ligand fazlasi eklenir. 5 dakika gibi kisa siire sonra
zaman ayirimh fluoresans él¢tim teknigi ile degerler slgilir (30, 38 - 51).

SONUC

Immunolojik ysntemlerin ézellikleri bashca kullanilan antikorlarin
se¢imliligine, drnekte bulunan yabanci maddelerin etkilerine, en uygun
uygulama tiirii ve kogullarinin belirlenmesine, isaretleyici madde tiirii ve
bunun belirledigi 6l¢tim teknigine baghdir (1, 6). Radyoizotoplarin kulla-
nilmast ile birlikte biyolojik érneklerde bir ¢ok maddenin duyarh tayinle-
11 igin yontemler gelistirilmistir. Ancak bunlarin zararh etkileri belirli
ozellikleri olan bagka maddelerin isaretlemede yer almasi konusunda
aragtirmalan yogunlagtinilmigtir. Uzun omiirli (100-1000us), biiyik sto-
kes shifti olan (> 250 nm) ve genis dalga boyu arahigmda ( 250 - 360 nm)
uyarilabilen lantanid ¢elatlarimin (1) sagladigi zaman ayinmh fluoresans
dlgim tekniginin kullamlmasiyla, gelistirilen duyarli ve hassas yontem-
ler uygulamada yer almistar.
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