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Temel 1lkeler

Immiinolojik teknikler, antijen-antikor etkilesmesine
dayanan analiz yontemleridir.

Bu yontemlerde bilinen bir antijen oldugunda ornek
materyal 1cerisinde 0zgiil antikor veya bilinen bir antikor
oldugunda ornek materyal i¢erisinde 0zgtil antijen
saptanabilir. Ayrica ornek materyal i¢gerisindeki 6zgul
antijen veya antikor miktarlar1 niceliksel testlerle
saptanabilir.




Antijjen-antikor birlesmesinin
ozellikler: 1

-Antijjen-antikor birlesmesi spesifik bir olaydir. Fakat
birbirine benzeyen gruplar arasinda da birlesme olabilir.
Buna capraz reaksiyon adi verilir.

-Antyjen-antikor birlesmesi kimyasal bir olaydir. Bu
birlesmede kovalent olmayan baglar rol oynar.

-Antijjen ve antikor molekiilii tam olarak reaksiyona girer
ve birlesen molekiiller par¢calanmazlar.

van der Waal forces

lonic bonding




Antijjen-antikor birlesmesinin
ozellikler1 2

-Antijen-antikor birlesmesi
reversibl bir olaydir.

-Antijen ve antikor
multivalan olduklarindan ve
reaksiyon 1¢in butiin
valanslarin doymasi sart
olmadigindan degisik
oranlarda birlesir.
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Antijen-antikor
birlesmesinde
pH, tuz
konsantrasyonu
ve 1smin da
etkis1 vardir.



Immiinolojik teknikler 1
Kalitatif yontemler
-Presipitasyon

-Ring test1 (halka deney1)

-Tlpte sulandirma yontemi
-Jelde presipitasyon (immunodifiizyon)
-Radyal immiinodifiizyon
-Cift yonlii immiuinodifiizyon
-Immiinoelektroforez
-Flokiilasyon
-Agliutinasyon
-Kompleman fiksasyon testi



[mmiinolojik teknikler 2

« Kanftitatif yontemler
-Turbidimetrik ve nefelometrik ol¢cuimler
-Isaretlenmis immiinokimyasal dl¢iimler
-Radioimmunoassay (RIA)
-Enzyme immunoassay (EIA)




Presipitasyon 1

Suda ¢Oziinen bir antijen 1le spesifik antikorun
karistirilmasiyla suda ¢oziinmeyen genis antijen-antikor
komplekslerinin meydana gelmesine presipitasyon ve
cOkeltiye presipat denir.

Bu test soliisyonda ve tiipte yapildiginda presipitasyon
testi, agar jelde yapildiginda jel presipitasyon testi olarak

adlandirilir.




Presipitasyon 2
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Presipitasyon 3

Ring testi, s1v1 ortamda yapilan presipitasyonun en
basit formudur. Ince tiiplere konulan sabit miktardaki
antikor soliisyonu tlizerine bir tabaka olusturacak sekilde
artan oranlarda antijen eklenir. Eger temas yerinde halka
seklinde bir presipat olusursa deney pozitifdir.
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Presipitasyon 4

Tiipte sulandirma yontemi, optimal antijen-antikor
oranini arastirmak i¢in tiipte yapilan en eski yontemdir.
Bir sira tiipe konulan belli miktardaki antikorun tizerine
degisen miktarlarda suda ¢oziiniir antijen eklemesi
yapilir. Uygun antijen ve antikorun bulunmasi halinde
azdan baslayarak gittik¢e artan ve sonra azalarak
kaybolan bir bulaniklik gériiliir. 11k tiiplerde antikor
fazlalig1, son tupte 1se antijen fazlaligi vardir;
bulanikligin en fazla oldugu tiipte 1se antijen-antikor
orani birbirine denktir.
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Presipitasyon S

Jelde presipitasyonda (1immiinodifiizyon),
presipitasyon reaksiyonlar: antijen ve antikor
molekiillerinin birbirine dogru yayilabildigi jel veya
yar1 kat1 ortamlarda yapilir. Boyle bir ortamda birbirine
dogru yayilan antijen ve antikor optimal oranda
bulunduklar1 bolgelerde karsilastiklarinda bir
presipitasyon ¢izgisi veya bandi olusturarak ¢okerler.
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Presipitasyon 6
Jelde presipitasyon (immunodifiizyon) islemi cesitli
sekillerde yapilmaktadir:
-Radyal immiinodiflizyon (Mancini metodu)
-Cift yonlii immiinodifiizyon (Ouchterlony metodu)
-Immunoelektroforez
-Z1t yonli immiunoelektroforez

-Laurell (Roket) immiinoelektroforez
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Presipitasyon 7

Radyal immiinodifiizyonda (Mancini metodu), bir
antijen 1¢in monospesifik antikor agarla karistirilir ve
bir tabaka olusturacak sekilde bir plaga dokiiliir. Daha
sonra agarda ¢ukurlar agilir ve acilan ¢ukurlara
Olciilecek antijen soliisyonu konur. Antijen gukurdan
agarin 1¢erisine yayilir ve bir presipat olustugunda
cukurun ¢evresinde bir halka veya hale meydana gelir.
Mancini, halkanin ¢apinin karesi 1le ¢ukurdaki antijenin
konsantrasyonu arasinda dogru orantinin oldugunu
belirlemistir. Standart egri hazirlayarak kantitatif
olcitm de yapilabilir.
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Presipitasyon 8

Cift yonli immunodifiizyonda (Ouchterlony
metodu), solubl antijen ve antikor molekiiller1 agar
plagi tizerinde ac¢ilmis karsi ¢ukurlara konur. Antijen ve
antikor bu ¢ukurlardan birbirlerine dogru agar igerisinde
yayilirlar ve optimal konsantrasyonlarda
karsilastiklarinda bir presipitasyon bandi veya ¢izgisi
olusur. Bu testte ayn1 seruma karsi teste tabi tutulan
bir¢ok antijenin birbirine yakinligi da ortaya
cikarilabilir.

Plaga dokiilmiis agarin ortasina bir ve ¢evresine birkac
cukur ac¢ilir; ortadaki ¢ukura antiserum ve cevredeki
cukurlara antijenler konur. 17
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Presipitasyon 9

Immunoelektroforez, cift yonlii jel difiizyonunun
hizlandirilmis sekilde yapilan modifikasyonudur. Bu
sistemde agar, ince bir tabaka halinde lama yayilir ve
agarda ¢ukur acilir. Daha sonra bu ¢ukura antijen
eklenir ve lam bir elektrik alanina konur. Antijen
molekiilleri bu elektrik alaninda hareket eder ve spesifik
pH’da elektrik yiiklerinin farkli olmasi sebebiyle
birbirlerinden ayrilirlar.

Elektroforezden sonra agardan hareket yontine paralel
olacak sekilde bantlar kesilip ¢ikarilir ve yerlerine
antiserumlar doldurulur. Antiserumun yayilmasi i¢in bir
stire beklenir. Uygun antijen antikorla karsilastiginda
presipitasyon bandi olusur. 19






Presipitasyon 10

Zat yonlu immiinoelektroforez, cabuk yapilan ¢ift
yonlii jel diflizyon deneyidir. Hazirlanip lama yayilan
agarin 1ki ucuna 1ki ¢ukur acilir. Cukurun birine antijen,
digerine antiserum konur. Antikorun bulundugu taraf
pozitif kutba, antijenin bulundugu taraf i1se negatif kutba
baglanir. Negatif yiiklii olan antijen antiseruma dogru,
antikor 1se elektroendozmozla antijene dogru hareket
eder ve karsilastiklar1 yerde bir presipitasyon bandi
olusur.
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Presipitasyon 11

Laurell (Roket) immiinoelektroforezde, antikor i¢ceren
ve pH’1 antikorun hareketsiz antijenin negatif yuklu
olmasini saglayacak sekilde ayarlanmis agarda a¢ilan
cukurlara degisen konsantrasyonlarda antijen veya
degisik antiyjenler eklenir. Elektriksel alan
uygulandiginda rokete benzer sekilde presipitasyon
bandlar1 olusur.

Olusan presipitasyon bandlarmin ytliksekligi eklenen
antijen konsantrasyonu ile dogru orantihidir. Standart
egri hazirlayarak kantitatif olciim de yapilabilir.
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Flokulasyon 1

Flokiilasyon, toksin

(antyjen) ve antitoksin Y’ < .Yd_j?
(antikor) arasindaki N4 .YY
reaksiyonla tiipte yaygin =~ e e 20
bir bulanikligin

meydana gelmesidir.
Flokiilasyonda denge
bolgesi ¢ok dardir; bu
bolge disinda prozon ve
post zon olaylari
gorultr.

Mo aggregation

Antitody
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Flokulasyon 2

Flokiilasyon testinde toksin (antijen) ve antitoksinden
(antikor) biri sabit tutulurken diger1 sulandirilarak buna
eklenir ve karisim 52°C’de tutulur. Tiipler sik sik kontrol
edilir ve 1lk bulaniklik gortilen tiip flokiilasyon titresini
VErTr.

Toksinin miktar1 L, (floktulasyon sinir1 birimi) cinsinden
ifade edilir. Bir L, birimi, bir birim antitoksini en ¢abuk
flokiile eden toksin miktaridir.
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Aglutinasyon 1

Partikiler yapidaki antijenin 6zgil antikor 1le birlesmesi
sonucu olusan reaksiyona “agliitinasyon reaksiyonu”
denir.

Aglitinasyon reaksiyonunda rol oynayan antijenler,
bakter1 huicresi, eritrosit gibi partikiiler 6zelliktedir.

A antigen —»

B antigen <— Rh antigen 7



Aglutinasyon 2
Agliitinasyonun meydana gelmesi 1¢in bazi sartlar

gerekir:

-Ortamda elektrolitler olmalidir. Bu nedenle agliitinasyon
testler1 serum fizyolojikle yapilir.

-pH’1n notral veya notrale yakin olmasi gerekir.

-Isinin onemi vardir; agliitinasyon optimal 1s1 derecesinde
yapilmalidir.

-Iyi bir agliitinasyon elde etmek i¢in antijenin tuzlu suda

1y1 stispanse olmasi gerekir.
28



Aglutinasyon 3

Agliitinasyon testleri icin, bazi ¢Oziiniir antijenler inert
yapidaki lateks, polystren veya bentonit gibi partikiiler
hale getirilmis tasiyici maddeler tizerine baglanirlar. Bazi
antijenler taze veya formalin ile 1slem gormiis eritrosit
ylzeyine direkt olarak baglanabilmektedir.

S1vi ortamda karistirilan partikiiler yapidaki antijen 1le
0zgll antikorun (agliitinan antikor) homojen gortiniimii
zamanla c¢iplak gozle goriilebilen kiimelesme haline
dontsiir.

Partikiiler antijen olarak eritrositin kullanildig:

aglutinasyon testlerine hemagliitinasyon testleri denir.
29



Aglutinasyon 4
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Kompleman fiksasyon test1 1

Antijen—antikor birlesmesinin komplemani uyarmasina
dayanarak gelistirilen 1k1 basamakli testtir.

-Ozgiil antikor varlig1 arastirilan serum drneginin tiiplerde
2 oraninda azalan ser1 diliisyonlar: yapilir.

-Serum diltisyonu yapilmis tiiplerin her birine esit miktarda
antijen eklenir. Eklenen antijenle serum ornegindeki
antikor (var 1se) birleserek immiin kompleks olusur. Belirli
bir titreden sonra immiin kompleks olusmaz veya yeterli
diizeyde olusmaz.
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Kompleman fiksasyon test1 2

-Serum titrasyonu yapilmis ve antijen eklenmis olan
tiiplerin her birine esit miktarda kompleman eklenir.
Eklenen kompleman immiin kompleks olusmus tiiplerde
aktive olur ve tiiketilir (antijjen-antikor kompleksine
baglanir). Belirli bir tiipten sonra diliisyon nedeniyle
serumdaki antikor miktarinin azalmasina bagli olarak
cklenen kompleman tiiketilemez.

-Biitun tuplere indikator hiicreler (anti-eritrosit antikor
kapl: eritrositler) eklenir. Immiin kompleks aracilig ile
tiiplere eklenen kompleman tiiketilmis ise eklenen indikator
hiicrelerde par¢calanma olmaz zamanla tiiptin dibine
cokerler. 3



Kompleman fiksasyon testi 3

-Tuplerde antijen-antikor kompleksi araciligi ile
tilketilmemis kompleman kalmais 1se kalan aktif kompleman
miktari 1le 1liskili olarak indikator hiicrelerin tamaminda
veya bir kisminda lizis (hemoliz) olur.

-Hemoliz olan 1lk tiipten bir Onceki tiipteki serum
titrasyonu antikor miktarimi tanimlamak 1¢in kullanilir.
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[mmiinotiirbidimetrik ve
immunonefelometrik olcumler 1

Antijen-antikor baglanmasi ile olusan 1mmiin kompleks
stispansiyonunu i¢eren kiivete gonderilen monokromatik
15181 hem absorbe edilmesi hem de defleksiyona
(sapmaya) ugratilmasi ozelliginden yararlanilan
Olctimlerdir.

Tirbidimetrik yontemde, immiin kompleks tarafindan
absorbe edilen 1s1k miktar1 spektrofotometrik olarak
olctulir.
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Immiinotiirbidimetrik ve
immunonefelometrik olcumler 2

Nefelometrik yontemde, immiin kompleksler tarafindan
defleksiyona ugratilan 151k miktar: orijinal 151k kaynagina
belirli agilarda yerlestirilmis olan dedektorler ile ol¢iiliir.

Hem tiirbidimetrik yontemde hem nefelometrik yontemde
absorbe edilen veya defleksiyona ugratilan 1s1k miktari,
s1vi ortamdaki immiin kompleks miktari 1le dogru
orantilidir.

Standart egri hazirlayarak antijen veya antikorun
kantitatif olciimii yapilir.
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[saretlenmis immiinokimyasal
olcumler 1

[saretlenmis immiinokimyasal dlciimler, genel olarak
kompetitif veya nonkompetitif ve heterojen veya
homojen olarak siniflandirilabilir.
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[saretlenmis immiinokimyasal
olcumler 2

Kompetitif reaksiyonlar, genellikle 1isaretlenmis antijen
kullanir ve asir1 antijen varliginda antijen olgtimii 1¢in
yapilir. Bir adimda uygulanan yontemde biitiin reaktifler
ayni zamanda karistirilir, 1ki adimda uygulanan yontemde
belli zaman sirasiyla karistirilir. Analit ve 1saretlenmis
analit, antikor lizerindeki baglanma yeri 1¢in yarisirlar.

GOMPETITIVE (Ernited reagent)
Simullensous
Ab + Ay + AQ-L == AbcAg « AbcAg-L
(res) (bound)
Spquenlial

K
Eizp1 AD+Ag —‘;. AbiAg + AbD

. 39
Sies 2 ADiAg + Ab £ Ag-L == AbAg + AlmAg-L + Ap-L



[saretlenmis immiinokimyasal
olcumler 3

Nonkompetitif ol¢cuimler, genellikle 1saretlenmis bir
antikor kullanilarak ve asir1 antikor varliginda antijen
Olgiimii 1¢1n yapilir. Plastik bir tane veya test tiipii gib1 bir
solid faza bagli antikor ve ¢Ozeltide 1saretlenmis antikor
iceren 1kinci faz vardir.

E-.ﬁ: el }-;h:ﬁt; it s ?ﬁ ApcAgAb-L
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[saretlenmis immiinokimyasal
olcumler 4

Heterojen olciimlerde, serbest isaretli antijeni (Ag")
bagli isaretli antijenden (AbAg") ayirmak i¢in fiziksel
ayirma teknikler1 gerekir.

Homojen ol¢iimlerde, serbest isaretli antijeni (Ag”) bagh
isaretli antijenden (AbAg") ayirmak i¢in fiziksel ayirma
teknikler1 gerekli degildir; antikor baglanmasiyla
antijenin 1saretinin aktivitesi modiile edilir ve
modiilasyonun buyukligu olciilen antikor veya antijen
konsantrasyonu 1le orantilidir.
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[saretlenmis immiinokimyasal
olcumler 5

Radyoimmiinoassay (RIA), Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ve Time-resolved
fluorescence immunoassay, heterojen immiinokimyasal
Olclim teknikleridirler.

Fluorescence polarization immunoassay (FPIA), Enzyme-
multiplied immunoassay (EMIT) ve cloned enzyme donor
immunoassay (CEDIA), homojen immiinokimyasal
olciim teknikleridirler.
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Heterojen, nonkompetitiv,
1saretlenmis antikorlu
immunokimyasal teknikler 1

Bu tekniklerin i1lk basamaginda bir solid fazda
immobilize edilmis antikorlar kullanilir.

Antikorlar, polystyrene oot
microtiter plate, latex veya [ j
ferromagnetik partikiillerde : R L5

immobilize edilebilirler. %‘i{’f}
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Heterojen, nonkompetitiv,
1saretlenmis antikorlu
immunokimyasal teknikler 2

Ikinci basamakta, immobilize antikorla serum drneginde
Olgiilmek 1stenen antijen baglanir; antikor-antijen
kompleksi olusur.

Yikama ile antikor-antijen [‘ E_} i -T

kompleksi disindaki maddeler i s o ,;.'
':::;:'5:-2. -I.... .

ortamdan uzaklastirilir. 11}%; :;}j:,,
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Heterojen, nonkompetitiv,
1saretlenmis antikorlu
immunokimyasal teknikler 3

Uciincii basamakta, isaretlenmis ikinci bir antikor” solid
fazda immobilize antikora baglanmis olan antijene
(antikor-antijen kompleksine) baglanarak sandwich formu
(antikor-antijen-antikor”) olusturur.

e _ae_ o wa_ss_a
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1
"

o i
o & :..E_
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Yikama ile antikor-antijen-

antikor® kompleksi disindaki W .-5';'; H
T - T L
maddeler ortamdan uzaklagtirilir. *ﬁ:!'*-n-.':::;',g;}’f
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Heterojen, nonkompetitiv,
1saretlenmis antikorlu
immunokimyasal teknikler 4

Dordiincli basamakta, isaretlenmis ikinci antikor un
isareti enzim ise, uygun kofaktorle birlikte substrat
eklenir ve olusan tirtiniin miktar1 renk (ELISA’da),
fluorescence (FIA’da) veya 1s1k (chemiluminescence
immunoassay’de) olarak olcitiliir.

Bu basamakta olusan iiriiniin R I i
miktari, test ornegindeki HF R

antijenin konsantrasyonu ile %
dogru orantilidir. et 46



Heterojen, nonkompetitiv,
1saretlenmis antikorlu
immunokimyasal teknikler 5

Serumda bulunan allerjen antijene 0zgiil antikorlarin
(spesifik IgE antikoru) olciilmesi 1¢in gelistirilen RAST
testinde solid fazda immobilize test antijenleri ve enzimle
1saretlenmis anti-immunoglobulinler kullanilmaktadir.

N S Lt S ™ e e ™o e e o]
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Heterojen, kompetitiv, 1saretlenmais
antikorlu immunokimyasal

teknikler 1

Bu tekniklerin i1lk basamaginda bir solid fazda
immobilize edilmis antikorlar kullanilir.

Antikorlar, polystyrene
microtiter plate, latex veya
ferromagnetik partikiillerde
immobilize edilebilirler.
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Heterojen, kompetitiv, 1saretlenmais

antikorlu immunokimyasal
teknikler 2

Ikinci basamakta, immobilize antikorla baglanmak i¢in
serum Orneginde Ol¢iilmek 1stenen antijen ve 1saretl
antijen” yarisir; antikor-antijen ve antikor-antijen®
kompleksler1 olusur.

Yikama ile antikor-antijen ve
antikor-antijen” kompleksleri
disindaki maddeler ortamdan
uzaklastirilir.
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Heterojen, kompetitiv, 1saretlenmais
antikorlu immunokimyasal

teknikler 3

Uciincii basamakta, isaretlenmis antijennin isareti enzim
ise, uygun kofaktorle birlikte substrat eklenir ve olusan
urtiniin miktar1 renk (ELISA’da), fluorescence (FIA’da)

veya 151k (chemiluminescence immunoassay’de) olarak
olciliir.

Bu basamakta olusan iiriiniin

miktari, test ornegindeki 'l;m;“--qg

antijenin konsantrasyonu ile \rr ;f,
o Dl

ters orantilidr. e
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Radioimmunoassay 1

Radyoimmunoassay’de temel mekanizma, radyoizotop
bir madde 1le 1saretl antijen veya antikor araciligi ile
karsilig1 olan (6zgul oldugu) antikor veya antijenin
varligin1 ve miktarini saptamaktir. En fazla kullanilan
madde radyoaktif iyottur (121 veya 131).

Kompetisyon mekanizmasina dayali (RIA) ve sandwich
yontemi seklinde (IRMA) uygulanabilir.

Bu yontemle pikomolar konsantrasyonlarda hormonlar,
plazma proteinleri, koagulasyon faktorleri ve 1izoenzimler
Olctilebilir.
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Radioimmunoassay 2

Kompetisyon mekanizmasina dayalh RIA yonteminde;

-Serumda varlig1 arastirilan antijene 6zgiil antikor kati
faza (plastik veya polistren tliplin 1¢ ylizey1) baglanmastir.

-Tlp 1¢erisine serum Ornegi ve radyoizotop 1ile 1saretl

antijen (antijen”) eklenir.

1

-Inkiibasyon siiresince, varsa serumdaki ve eklenen
radyoizotop isaretli antijenler antikorlara baglanmak
yarigirlar; antikor-antijen ve antikor-antijen”

kompleksler1 olusur.

M

1cin
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Radioimmunoassay 3

-Inkiibasyondan sonra yikama ile ¢ozeltideki antikor-
antijen ve antikor-antijen® kompleksleri disindaki

maddeler ortamdan uzaklastirilir. | I

-Ol¢iim tiipiindeki antikor-antijen” kompleksinin
radyoaktivitesi bir gamma sayaci kullanilarak olg¢tlir.

-Serum Orneginde aranan antijen azsa gamma sayacinda
yuksek diizeyde okuma elde edilir; serum orneginde
aranan antijen fazlaysa gamma sayacinda diisiik diizeyde
okuma elde edilir. Standart inhibisyon egrisi
kullanilarak miktar tayini yapilir.
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Radioimmunoassay 4

Sandwich yontemine dayalh IRMA
(immunoradiometric assay) yonteminde;

-Serumda varligi arastirilan antijene 6zgiil antikor kati
faza (plastik veya polistren tliplin 1¢ ylizey1) baglanmastir.

-Tlp 1cerisine serum Ornegi eklenir ve bir stire beklenir
(inkube edilir).

-Inkiibasyon siiresince, varsa serumdaki antijenler
antikorlara baglanirlar; antikor-antijen kompleksi olusur.

- Inkiibasyondan sonra yikama ile antikor-antijen

kompleksi disindaki maddeler ortamdan uzaklastirilir.



Radioimmunoassay 5

-Yikama 1slem1 sonrasi tiipe ayni antijene 0zgil ve
radyoizotop isaretli antikor (antikor™) eklenerek inkiibe
edilir.

-Inkiibasyon siiresince radyoizotop isaretli antikor, kat
fazdaki antikor araciligi ile tutulmus olan antijene
baglanir; antikor-antijen-antikor™ kompleksi olusur.

- Inkiibasyondan sonra yikama ile ¢ozeltideki antikor-
antijen-antikor” kompleksi disindaki maddeler ortamdan

uzaklastirilir. |
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Radioimmunoassay 6

-Olciim tiipiindeki antikor-antijen-antikor" .
kompleksinin radyoaktivitesi bir gamma sayaci | é |
kullanilarak olciiliir.

-Gamma sayacinda okunan deger, serum ornegindeki
antijjen miktar ile iliskilidir. Standart egri kullanilarak
miktar tayini yapilir.

IRMA (immunoradiometric assay) yontemi, RIA’ya gore
daha hizli ve daha duyarlidir; serum proteinleri, faktor
VI1II, ferritin, tiroksin baglayici globulin, CEA,AFP, IgE,
PSA, TSH, prolaktin, GH, hCG gibi hormonlarin
ol¢cimiinde kullanilir.
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Radioimmunoassay 7

Radioallergosorbant test (RAST), radioimmunoassay
yontemiyle yapilan testlerden biridir. Bu test 1le serumda
allerjen antijene ozgiil IgE antikoru aranir.

Radioimmunosorbant test (RIST), kompetisyon esasina
dayal1 olarak yapilan RIA testlerinden biridir. Bu test 1le
total IgE olculiir.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 1

ELISA yontemi, 6zgll antijen-antikor baglanmasinin
antikorlara alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz
g1b1 bir enzim baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli
urtinlere dontustiiriilmesi suretiyle gosterilmesi esasina
dayali immiinokimyasal 0lgiim teknigidir.

ELISA yonteminde 6zgil antikor kullanilarak ornekteki
antijenin miktarini, 0zgil antijen kullanarak ornekteki
antikorun miktarini olcebiliriz.

ELISA yontemi, ¢esith sekillerde uygulanabilir.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 2

Kompetitif olcumde;

-Ol¢iim tiipiinde bir kat:1 destek iizerine bir antijen veya
antikor adsorbe edilmistir (immobilize antijen veya
antikor).

-Olciim tiipiine serum (isaretsiz ligand icerir) ve reaktif
(enzim isaretli ligand™ icerir) pipetlenir.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 3

-Kisa 1nkiibasyon stiresince immobilize antijen veya
antikora baglanmak i¢in 1saretsiz ligand 1le enzim 1sareth
ligand™ yarisirlar; antijen (veya antikor)-isaretsiz ligand
ve antijen (veya antikor)-enzim isaretli ligand”
kompleksleri olusur.

-Yikama ile antijen (veya antikor)-isaretsiz ligand ve
antijen (veya antikor)-enzim isaretli ligand”
kompleksler1 disindaki tirtinler ortamdan uzaklastirilir.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 4

-Enzimin substrati ortama eklenir.

-Renkli tirtin olusumu end-point veya kinetik ol¢timle
1zlenerek olculiir.

-Renkli tirtin olusumu, 1saretsiz ligandin (serumdaki antijen
veya antikor) konsantrasyonu ile ters orantilidir.

-Standart grafikten konsantrasyon belirlenir.
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Kompetitif ELISA yontemi, siklikla antikor 6l¢timiinde
kullanilmaktadir; bu durumda ol¢iim tiipliniin i¢ duvari
antijen ile kaphdir.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 5

Nonkompotetif ol¢ciimde (sandwich yontemi);

-Polistren olc¢tim tiiplerinin 1¢ duvarina antijen i¢in spesifik
antikorlar fazla miktarda adsorbe edilmistir (immobilize
antikorlar).

-Olciim tiipiine 6rnek pipetlenir.

-Inkiibasyon siiresince drnekteki antijenlerin hepsi
immobilize antikorlar tarafindan baglanirlar; antikor-

antijen kompleksler1 olusur.
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Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 6

-Yikama ile antikor-antijen kompleksler1 disindaki
maddeler ortamdan uzaklastirilir.

-Olciim tiipiine reaktif (enzim isaretli antikor” icerir)
pipetlenir.

-Ikinci inkiibasyon siiresince primer antikor-antijen-
enzim isaretli antikor® kompleksi olusur.

-Yikama ile primer antikor-antijen- enzim isaretli
antikor” kompleksi disindaki maddeler ortamdan

uzaklastirilir. .



Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) 7

-Enzimin substrati ortama eklenir.

-Renkli tirtin olusumu end-point veya kinetik ol¢timle
1zlenerek olculiir.

-Renkli tirtin olusumu, 1saretsiz ligandin (serumdaki antijen
veya antikor) konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

-Standart grafikten konsantrasyon belirlenir.
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ELISA’da kullanilan antijen ve antikorlar steril
kosullarda yillarca saklanabilir. ELISA, faktor VIII
ile 1lgil1 antyjenler, CEA, AFP, hCG gib1 timor
belirtecler1 ve IgG, IgM gibi antikorlarin

Olctimiinde kullanilir. 66



Fluoroommunoassay (FIA)

Fluoroimmunoassay (FIA) yontemler, 6zgiil antijen-
antikor baglanmasinin gosterilmesinde bazi1 maddelerin
fluoresans Ozelliklerinden yararlanilan immunokimyasal
Olciim teknikleridirler.

Time-resolved fluorescence immunoassay ve
Fluorescence polarization immunoassay (FPIA) gibi
cesitll fluorormmunoassay yontemler vardir.
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Fluorescence polarization immunoassay (FPIA)
homojen bir teknik oldugu halde Time-resolved
fluorescence immunoassay heterojen tekniktir.



Fluorescein isothiocyanate
I_(FITE]
Pr'"“"!l Antibody i hntlbudg (secondary)

Fluorecein Isothiocyanate (FITC)
Adsorbs at 490 to 495 nm and emits at 517 nm
{(green light)
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Abbott Axsym System’de, fluorescence polarization
immunoassay (FPIA) yontemi ve microparticle enzyme

immunoassay (M|

EIA) yontemi 1le analiz yapilmaktadir.
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Chemiluminescent immunoassay

Chemiluminescent immunoassay (CL), 6zgil antijen-
antikor baglanmasinin gosterilmesinde bazi maddelerin
kimyasal tepkimeden saglanan enerji 1le uyarilmasiyla
luminesans 0zelligi gostermesinden yararlanilan
immunokimyasal 6l¢tim teknigidir.

Elektroluminesans veya elektrokemiluminesans
(ECL) tekniginde liiminesans 0zelligi i¢in gerekli enerji
elektrot tepkimesinden saglanmaktadir.
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Kompetitif ve nonkompetitif ECL uygulamalar: olabilir.
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Ruthenium (II)-tris (bipyridyl) kompleksi [Ru(bpy),>*] ve
tripropylamine (TPA), ECL tekniginde luminesans isaret
icin kullanilmaktadir.
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Elecsys 2010 immunoassay system’de ECL yontemi 1le
analiz yapilmaktadir.

Kompetitif prensip; T4, T3, FT4, FT3, E2, Progesteron,
Testosteron, DHEA-S, Kortizol, Folat, Vitamin B,
analizlerinde uygulanmaktadir.

Sandwich prensip; TSH, FSH, LH, B-hCG, Prolaktin,
Total PSA, Free PSA, Insiilin, PTH, AFP, CEA, CA 19-
9, CA 125-5, CA 15-3 analizlerinde uygulanmaktadir.
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