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IMMUNOLOJIK YONTEMLERLE HORMON TAYINLERI VE
ZAMAN AYIRIML!I FLUORESANS

DETERMINATION OF HORMONES BY
IMMUNOASSAYS AND TIME - RESOLVED
FLUORESCENCE

Huriye KARSILAYAN*

SUMMARY

Immunoassays based on the formation of antibodyhormone conjugates have been
widely used in clinical chemistry for the determination of hormoenes. In this field radioim-
munoassays have been extensively applied since 1960. Although extremely sensitive and
quite precise, these assays have several drawbacks. In recent years, alternative methods
used enzymes, chemiluminescent and fluorescent sustances as labels have been developed.
By the use of Eulabelled antibody or hormone, and time - resolved fluorescence measure-
ment, new possibilities towards more. sensitive immunoassays have been opened.

OZET

Kliniklerde hormon tayinlerinde yaygin olarak uygulanan immunclojik yéntemler
antikor - hormon konjugatlar olugumunu esas almaktadir. Bu alanda, radyocizotopik yin-
temler 1960 yilindan beri kapsamly olarak uygulanmaktadir. Fazlasiyla hassas ve dogru so-
nug vermesine kargin bunlarmn bazi clumsuz yanlari da vardir. Son yillarda isarctleyeci ola-
rak enzimlerin, kemiliminesans ve fluoresans veren maddelerin kullamldign alternatif
yontemler geligtirilmistir. Eu - isaretli antikor veya hormon kullanilmas: ve zaman ayrimbh
fluoresans dlgtim sekli, daha hassas immunolojik yontemler igin yeni olasihklar yaratmig-

tir.
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GIRIS

Biyolojik drneklerde hormon tayinlerinde uygulanan immunolojik
yontemler antijen ve antikorun birbirine baglanarak konjugat olusturma
reaksiyonunu esas almaktadir. Islemde yer alan antijen veya antikor be-

lirli maddelerle isaretlenmektedir. Uygulanan él¢iim sekli bu maddelerin
ozelliklerine gore belirlenmektedir ( 1, 2).

Kliniklerde yaygin uygulama, radyoizotop isaretli antijen kullana-
rak 1960 yilinda Yalow ve Berson'un insiilin tayini, Ekins'in tiroksin ta-
yini igin duyarh yontemler geligtirmesiyle birlikte baslamigtir. Gini-
miizde de kullamlan 10 -12 — 10 -15 M konsantrasyonda madde tayinine
olanak saglayan radyoizotopik yontemler, insan saghigina zarar verme,
atiklarin 6zel olarak depolanma geregi gibi olumsuz dzelliklere sahiptir-
ler. Aynica radyoizotoplanin yarilanma émiirlerine bagh olarak, hazirla-
nan kitler belirli siire kullanmilabilmektedir. Uygulamada en yaygin ver
alan, vy 15 yayinlayan 1257 radyoizotopunun 80 giinlitk kisa yarilanma
émriine sahip olmas: yaninda, biiviik atom hacmi nedeniyle immun reak-
tifin reaksiyon ilgisini azaltmasi da konu olmaktadir. Geligtirilen alter-
natif yontemlerde bashca enzimler, kemiliiminesans veya fluoresans ve-
ren maddeler isaretleyici olarak kullanilmistar.

Fluoresans veren rodamin, fluoresein, umbelliferon gibi organik
maddelerin isaretlemede kullamldigh yontemlerin duyarlign 10 9_ 10 -12
M ile simirh kalmaktadir. Bunun sebebi, drneklerde girisime neden olan,
fluoresans veren serum proteinleri, NADH, bilurubin gibi maddelerin
varhg ve kolloidal taneciklerden, kiivet ylizeyinden ileri gelen sagilma-

dir (1-6).
{saretlemede lantanid celatlar:

Lantanid grubu elementlerinden 6zellikle Oropyumun iig¢ degerli
iyonlarinin §- diketonlar ile olugturdugu celatlar 1000us gibi uzun omir-
1 fluorensans vermektedirler. Kompleksin ligandi UV 1s1n1 absorpsiyonu
ile uyarilmis singlet hale gecer. Bu singlet seviyeden triplet seviyeye ve
vibrasyonal rezonans olusumuyla iyonun 4f seviyelerine enerji gecisi
olur. Sonucta iyonik fluoresansin siddetinde birkag kat artma ile birlikte
¢elatin uzun 6murli emisyonu gergeklesir ( 7-9).

Immunolojik yéntemlerle hormon tayinlerinde ﬁygun antikor ya da
hormona 6nce Eu(IIl) iyonunun kompleksonlarla olusturdugu ¢elat bag-
lanar. Kararhlik sabiti yiksek olan ancak fluoresans vermeyen bu ¢elatla
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igaretli biyolojik maddenin, polistiren kaplarn yiizeyine fiziksel absorp-
siyonla tespit edilmig antikor ya da antikor - hormon konjugatlarina bag-
lanmasindan sonra reaktif fazlas: yikama ile uzaklastinihr. Hareketsiz
kat1 protein faza TOPO ve Triston X - 100 yiizey aktif maddelerini iceren
asidik ¢ozelti ile muamele edilir. Bu ortamda Eu ( III) iyonu komplekson-
dan ayrilarak Ln3+( B - diketon )3 (TOPO )g_g formiili ile verilen ¢elatr
olugturur. Meydana gelen gelat ¢ézeltide Triton X - 100 tarafindan olus-
turulan misellerin igine yerlesir ( 7,9, 10).

Bes dakika gibi kisa siirede meydana gelen ligand degisim iglemi
sonrasinda, 200pl hacimda polistiren kaplarda bulunan érnekler kisa sii-
re UV iginina maruz birakihr. Uyarilmadan belirli siire sonra él¢iim ya-
pilarak, yani zaman ayirimhi fluoresans 6lgiim teknigi uygulanarak, giri-
sime neden olan kisa 6miirli fluoresansin etkisi yok edilir.

Fluoresons siddeti

cr

A

Sekil - 1 : Zaman ayinmh fluoresans élgtim yontemi

|
t{ms)

Immunolojik yontemle hormon tayinleri

Hormanlar genel olarak peptid ve steroid hormonlar: olmak iizere
iki gruba aynlirlar. Peptid hormonlar iki farkh peptid zincirinin ( a ve B
) biraraya gelmesiyle olugurlar. TSH, FSH, LH, hCG gibi kisaltilms ifa-
delerle verilen bu hormonlarin o zincirleri hepsinde ayni1 olup immunolo-
ik ve biyolojik fark B zincirlerinden ileri gelir.

Ostrojen, testesteron gibi steroid hormonlar: kolesteroliin farklh en-
zimlerle reaksiyonu sonucu meydana gelirler. Peptid hormonlarinda
farkh olarak kanda tasiyic1 proteine baglanarak dolagirlar (12).
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Hormonlarn serum srneklerinde veya hormon parcalanma driinle-
rinin idrar srneklerinde (14) tayini igin kullanilan, zaman ayirimh fluo-
resans tekniginin yer aldig smmmunolojik yontemler baglica iki grupta

toplanir (1).
1. Suurle reaktif yontemi
mmunolojik yontemlerin geligmesiyle birlikte, genellik-

Alternatif 1 .
tikor - antijen konjugatlarimn baglanmasiyla

le polisitiren yiizeyine an
kati faz olugturularak ayirma uygulamast da baglamistar.

Zaman aywimb Auoresans teknigi ile glgim yapilan sinirh reaktif
yonteminde 200 ki hacmi olan polistiren hitcrelerin ylizeyi Gnce poliklo-
nal antikor ile kaplani™- Baglanamayan antikorlar yikama ile uzaklasti-
nldiktan sonra steroid hormont bulunduran standart veya monoklonal
antikor, birlikte notral <ulu ortama ilave edilir. Ornekte bulunan ve isa-
retlenmis olan hormonlarin, bu 2 antikora baglanmak iizere yarigma re-
aksiyonu gergeklesir. Reaktif fazlast uygun tampon gozelti ile yrkanarak
uzaklagtirihp, kat1 biyOlOJ'ik madde yiizeyi B- diketon, TOPO ve Triton X -
100 bulunduran asidik gozelti ile muamele edilir. ( Sekil 2). Ligand degi-
§im reaksiyonunun gergekie$m95i i¢in kisa siire beklenir ve fluoresans 8l-

pelirlenir. Kullanilan standartlarla elde edilen

¢iimti ile hormon miktar |
dleii egrisi, hormon miktarmi artmas: ile azalan ozellikte olur ( 13, 14 -

16).

8. Fazla reaktif yiintemi

Genellikle peptid hormonlarmin tayin edildigi bu yéntemde Solis-
tiren hiicrelerin yﬁzeyi uygun poliklonal veya monoklonal anti},mr -
kaplanir. Serbest kalan antikor uzaklastirildiktan sonra hiicrelere Sum
gizeltide standartiar Ve srmekler ilave edilir. Hormonun tamaminmn B
Zinciri ile polimer yﬁzeyindeki antikora baglanmas: gerceklesir, Yikama

n sonra aym tampon ¢0zelt icinde isaretlenmis se¢imli monok-

lonal antikorun hormonufl & Jincirine baglanmas: saglamr. (Sekil 3). 1
yéntemde oldugu gibi reaktif fazlast uzaklastirip uzun smirli ﬂuoresz.ms‘
veren ligand eldesi saplanarak slgme gergeklestirilir. Bu yéntemde lgii
egrisi hormon miktannin artmasi ile artan ozellikte olur (17 - 21). (

igleminde
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Sekil - 2 : Fazla reaktif yontemi ile hormon tayini
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Sekil - 3: Sinirh reaktif yontemi ile hormon tayini
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idiometrik yontem

tayinlerinde sinirhi reaktif yontemleri fazla duyarh degil-
Horme? tif yontemiyle daha hassas tayin yapilabilmekte ancak bu
dir. Fazla reak? esteron gibi kiigiik molekiillid hormonlara uygulanama-
da gstrojer, px:(-)iiyotipik antikor kullanarak éstrojen tayini igin geligtiri-
;nakidlr'ej;l;uyéntem kiigtik molekiilli maddelerin hassas tayinlerini
en idiom
saplamaktadir-
« - temde polisitiren hiicreh?rin viizeyi monoklonal anti - éstro-
Bu %’o.n atikor ile kaplanir. Ostrojenin tamaminin bu antikora
Jen idiyotlplk i sonra, bos kalan baglanma yerleri B - tiir monoklonal
baglanm'a s{nft‘ antikor ile bloke edilir. 1. antikorda Gstrojenin yerlestigi
anti - idloupl« jsaretli monoklonal anti - idiotipik antikor baglanir ( Se-
bolgelere tu; sajntemlerde oldugu gibi igaretleyici maddenin sagladifn
kil - 4. 1.ve & 3 i ile islem tamamlamir (22 - 24).

fluoresansin O1¢H™
'.‘ a
P L L Eu
g lLod heol
i I i
e
il -4 Tdiyometrik yéntemle hormon tayini
ekl - 4+
a: hormon

rit monoklonal anti - idiyotipik antikor

Bl

Bt} onoklonal anti - idiyotiptk antikor
[ Rt

SONUG
on t,ayinlerinde kullanilan immunolojik yéntemlerin 6zellikle-
pe jlanlan antikorlarin se¢imliligine ve isaretleyici maddeye
i ba§hc‘a ke n Blgiim sekline baghdir. Daha segimli antikorlarin tretil-
gére'besl;l:;‘:ml maddelerden ileri gelen girisim etkilerinin azaltilmas:
mesi v

k edilmesiyle birlikte, daha duyarh yéntemlerin gelistirilmesi
veya yo

saglanabilir
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