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OZET

Bu tez kapsaminda, diabetes mellitus’un (DM) tanisi ve tedavisinde altin parametre olarak
nitelendirilen, hemoglobin Alc (HbAlc), i¢cin Zaman Gecikmeli Floroimmmiinoassay (TR-FIA)
teknigine dayanan yeni bir immiinoassay yontemi gelistirildi. Bu amagcla, ilk olarak 4,4"-
Bis(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro-1,3-dioksiheksil)-o-terpenil-4'-siilfonil kloriir (BHHCT) ligandinin Eu(III)
kompleksi olusturuldu ve bu kompleksin ¢aligmalarda etiket olarak kullamimu test edildi. Calismanin
ikinci kisminda, antikor miktarlari, antikor-antijen etkilesim siireleri, Eu(Ill) etiket seyreltme orani
gibi ¢alisma kosullar1 optimize edildi ve uygun immiinoassay prosediirii olusturuldu. Optimize edilen
kosullarda hazirlanan immunoassay prosediirii ile HbA 1c molekiilii i¢in ¢aligma araliklar1 0,05-9200
ng/mL ve % 0-25 olarak belirlendi. Bunun yaninda yontemin inter asaay ve intra assay
tekrarlanabilirligi ¢alisildi ve yontemin oldukga tekrarlanabilir oldugu sonucuna varildi. Tezin son
kisminda ise, hazirlanan immiinoassay prosediiriiniin analitik uygulanabilirligi kan numunelerinde %
HbAlc tayini yapilarak arastirildi. Elde edilen sonuglar referans bir yontem olan ELISA ile elde

edilenlerle karsilastirildi ve % BSS ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Eu(Ill) etiket, Hemoglobin Alc, Zaman Gecikmeli

Floroimmmiinoassay
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SUMMARY

In this thesis, a new assay method based on Time Resolved Fluoroimmunoassay (TR-FIA)
for hemoglobin Alc (HbAlc), known as a gold parameter in the diagnosis and treatment of diabetes
mellitus (DM) was developed. For this purpose, firstly, the Eu (III) complex of 4,4'-Bis(4,4,5,5,6,6,6-
heptafluoro-1,3-dioxyhexyl)-o-terphenyl-4'-sulfonyl chloride (BHHCT) ligand was formed and the
complex was tested for use as a label in studies. In the second part of the study, working conditions
such as antibody amounts, antibody-antigen interaction times, and dilution ratio of Eu (III) label were
optimized and appropriate immunoassay procedure was established. The lineer range was from 0.05 to
9200 ng/mL and 0 to 25% for the HbAlc via the immunoassay procedure prepared in the optimized
conditions. In addition, inter assay and intra assay reproducibility were studied and the method was
highly reproducible. At the end of the study, the analytical application of the prepared immunoassay
procedure was investigated by performing % HbAlc assay on blood samples. The obtained results
were compared with those obtained by ELISA, a reference method, and the % RSD and % recovery

values were calculated.

Key Words: Diabetes mellitus, Eu(IIl) label, Hemoglobin Alc, Time Resolved Fluoroimmunoassay
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1. GIRIS VE AMAC

Seker hastaligi olarak bilinen Diabetes mellitus (DM), giinden giine artan evrensel bir
saglik problemidir. Bununla birlikte, DM, insiilin hormonunun kismen veya tamamen eksik
olmasina bagh olarak gelisen, kan glukozunun yiiksekligi (hiperglisemi) ile karakterize edilen
kronik sendromlar grubudur. Insiilin eksikliginin yam sira, insiiline kars1 gelisen direng, DM
gelisiminde rol oynamakta ve karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasini da etkilemektedir.
DM vakalarmin ¢ogu 2 gruba ayrilabilir;

-Tip 1 (insiiline bagimli DM )

-Tip 2 (insiiline bagimli olmayan DM) (Harvey ve Ferrier, 2007).

Toplumun %5-10’unda goriilen ve hastalarin %80’inden fazlasinin 40 yas iistii oldugu
tip 2 DM’de, insiilin salgis1 normal veya normalden fazla oldugu halde, glukozun organizmaya
alimmas1 sonucu artan plazma glukoz diizeylerine insiilin cevabinda azalma olmaktadir. Kontrol
altina alinmamis ve yiiksek seyreden kan sekeri uzun vadede ¢esitli komplikasyonlarin ortaya
ctkmasma yol acmaktadir. Tip 2 diyabet ile birlikte obezite, kalp-damar hastaliklari, bobrek
yetmezligi ile sonuglanan nefropati, sinir sistemi hastaligi noropati, korliige kadar gétiiren
retinopati ve ayak iilserleri gibi uzun vade komplikasyonlari sonucu felg, gangren veya koroner

hastaliklarin meydana gelmesi riskini artirmaktadir (Halifeoglu vd., 2005).

Agir sonuglar dogurabilecek bu hastaligin takibinin yapilmasi gerekmektedir.
Giiniimiizde DM takibinde, rutin olarak, aclik kan sekeri ve 2. saat sonundaki kan sekeri
seviyeleri izlenir. Ancak bu yaklasimda belirlenen kan glukoz seviyeleri, giinlik
dalgalanmalardan, diyetten ve stres gibi kosullardan etkilenebilen bir glukoz seviyesini yansitir.
Bunun i¢in giinliik dalgalanmalardan etkilenmeyecek bir baska parametreye ihtiya¢c duyulmus
ve Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) onerisiyle, DM tanisi i¢in bir glikozillenmis hemoglobin

tiirevi olan hemoglobin Alc (HbAlc) laboratuvar testlerine eklenmistir (Fernandeza vd., 2015).

DM tami ve izlenmesinde altin standart olarak tanimlanan hemoglobin Alc (HbAlc)
molekiilii, kanda oksijeni tasimakla gorevli olan hemoglobin molekiiliiniin bir tiirevidir ve
hemoglobin molekiiliine glukozun baglanmasiyla olusmaktadir. HbAlc seviyesinin
belirlenmesi, 8-12 haftalik siire icindeki glisemik indeksi yansittir ve giinliik dalgalanmalardan
etkilenmez. Bu yilizden DM teshisinde, izlenmesinde ve tedavi siirecinde kullanilabilir. HbAlc
molekiiliiniin tayini i¢in elektroforez, yiliksek basingli sivi kromatografisi, iyon degisimli

kromatografi, boronat afinite kromatografisi, stvi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (LC-



MSMS), florimetri, kalorimetri ve immiinoassay gibi bir dizi yontem mevcuttur (Westra vd.,

2013, Pundir ve Chawla, 2014).

Antikor-antijen molekiilleri arasindaki spesifik etkilesimler {izerine temellenen
immunoassay (immiinodl¢lim) yontemi, antijen molekiillerinin giivenilir ve hizli bir sekilde
Ol¢lilmesini saglayan analitik bir yontemdir. Yontemde kullanilan antikor ve antijen molekiilleri
kendi basina tayin edilebilir olmadiklarindan, 6l¢iimde bazi etiketlerin kullanilmas1 gerekir. Bu
etiketler arasinda radyoizotoplar, enzimler ve floresans Ozellik gosteren etiketler siklikla

kullanilanlardir (Yakovleva ve Emneus 2008).

Immiinoassay yontemlerinde geleneksel olarak kullanilan floresans etiketlerle
karsilagilan en Onemli problem zemin girisim etkisidir. Bunun onlemenin bir yolu, zaman
gecikmeli florosenas mantigim kullanarak floresans etiketin uyarim ve emisyon dalga boylar
arasinda bir bosluk olusturmaktir. Bu yaklagim, lantalit komplekslerinin 6zellikle de Eu(III)
komplekslerinin etiket olarak kullamldigi Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-FIA)
tekniginin temelini olusturur. Eu(Ill) komplekslerinin en 6nemli avantajlari, uzun Stokes
kaymasi, uzun floresans omrii, dar ve keskin bir emisyon bant1 gdéstermeleri olarak sayilabilir

(Yan vd., 2005; Darwish vd., 2006; Jiang vd., 2010).

Bu tez ¢aligmasinda, diinya ¢apinda bir saglik problemi olan DM hastaliginin tanmisinda
kullanilan bir parametre olan HbAlc tayini i¢in TR-FIA teknigine dayanan yeni bir
immiinoassay yontemi gelistirilmesi amaclanmaktadir. Bunun i¢in ilk olarak ticari olarak temin
edilen 4,4"-Bis(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro-1,3-dioksiheksil)-o-terpenil-4'-siilfonilkloriir (BHHCT)
ligandinin Eu(Ill) kompleksi olusturuldu ve etiket olarak kullanildi. Yapilan literatiir
arastirmalari 15181nda, HbAlc biyomolekiiliinii 6l¢cmede, bu tez calismasinda hazirlanan Eu(III)
kompleksinin etiket olarak kullanildig1 calismalara rastlanilmamistir. Bu baglamda yapilan
calisma tamamen orijinal bir c¢aligmadir. Hazirlanan immunoassay prosediirii optimize
edildikten sonra HbAlc i¢in ¢aligma aralig1 belirlendi. Calismanin son kisminda ise yontemin
gercek numunelerde HbAlc’nin tayini i¢in kullanilabilirligi test edildi ve sonuglar ELISA

yoOntemi ile elde edilenlerle karsilagtirildi.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. immiinite

Canlilarin yabanci olan maddelere (antijenlere) karsi gosterdigi reaksiyonlara immiin
cevap adi verilir. Yani immiinite, mikroorganizmalardan ve =zararli kimyasallardan
korunabilmek i¢in var olan mevcut immiin sistem kapasitesidir. Baslica goérevleri asagida

siralanmistir (Abbas ve Lichtman, 2003);

e Viriisler ve bakterilere kars1 viicudu savunur,

e Yipranmus hiicreleri ya da hastalik sonucu olusmus doku artiklarini ortadan kaldirir,

e Anormal veya mutant hiicreleri taniylp imha etmesiyle kansere karsi birincil
savunma mekanizmasi gelistirir,

e  Yabanci hiicreleri reddetmesi sebebiyle organ nakline izin vermeyebilir,

e Normalde zararsiz olan maddelere tepki verebilir, alerjiler en belirgin 6rnegidir.

Immiinite, spesifik (kazanilms) ve spesifik olmayan (dogal) immiinite olarak ikiye
ayrilmaktadir. Spesifik olmayan immiinite, herhangi bir 6zel tanima mekanizmasi olmaksizin
biitlin zararhlara karsi savunma olusturmaktadir ve bu olay yabanci maddeler viicuda girmeden
once baglatilir. Ayrica bu mekanizma, zarar gormiis dokulari, yaralari ve yara sonrasi olusan
artiklar1 temizler. Spesifik immiin cevap ise digerinin aksine lenfositler araciligi sebebiyle
yiiksek oranda secicidir. Bu hiicreler, viicuda giren yabanci antijenleri tamimak i¢in dizayn
edilmig yapilardir (Wang ve Zhang, 2017). Spesifik immiinite bir antijenik unsur, dogal
bagisikliktan kagtiginda ve organizma buna karsi antikor iiretmeye basladiginda tetiklenir.
Spesifik antijenik unsurlart ya da bu unsurlarla enfekte olmus hiicreleri hatirlamasi gibi
gorevleri mevcuttur. Spesifik immiinite; secicilik, cesitlilik, hafiza ve kendine tolerans gibi

ozelliklere sahiptir (Kiligturgay, 1994; Hughes, 1976).

2.1.1. Antijen (Ag)

Organizmaya girdiginde kendisine kars1 bir bagigik yanit olusmasina yol acan ve aldig1
cevap sonucunda olusan {iriin ile spesifik olarak birlesebilen maddelere antijen denir. ‘Ag’
seklinde gosterilirler ve immiinojen olarak da adlandirilirlar. Bir maddenin antijenik 6zellik

gosterebilmesi i¢in bazi niteliklere sahip olmasi gerekir (Guyton ve Hall, 2006):

Yabancilik Bir madde, girdigi organizmanin yapisina yabanci ise antijenik Ozellik

gosterebilir. Kimyasal bir bilesigin yabanciligindan s6z edilirken, molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi



kastedilmektedir. Ciinkii her canli yasamini ve neslini siirdiirebilmek i¢in kendi viicut
maddelerini sentezler ve bu maddeler hemen her canlida protein, yag, karbonhidrat, niikleik asit
denilen ayni1 temel maddelerden olusmustur. Bu temel maddelerin ince yapisi ise her canlida
aymdir. Ornegin protein her canhda amino asit dizilerinden olusur, lipitler yag asitleri
zincirlerinden olusur. Ancak bu temel maddelerin {i¢ boyutlu molekiil yapilar1 canli tiirleri
arasinda onemli farkliliklar gosterir. Bunu bir 6rnekle agiklayacak olursak; kobay ve tavsanda
cesitli proteinler sentezlenir. Her ikisi de protein olmasina ragmen, kobay proteini tavsan igin
yabanci bir maddedir ve tavsana verilecek olursa, kobay proteinine karsi 6zgiil bir bagisik yanit
meydana gelir. Burada iki tiire ait proteinler arasindaki fark, proteinleri olusturan amino
asitlerin dizilisleri, li¢ boyutlu olarak duruslari ve elektron yiikleri bakimindan gdsterdikleri
farkliliktan ileri gelmektedir. Farkliliklarin temeli canlilarin ayri genetik yapilarda olmasina
dayanmaktadir. iki canli evrimsel akrabalik yoniinden birbirinden ne kadar uzaksa o kadar iyi
antijenik Ozellik gosterirler. Akrabalik ne kadar yakinsa antijen ozelligi zayiflar. Ancak
bagisiklik mekanizmasi bozulursa, canli iginde kendine karsi da bagisik yanit olusur ve bu

durum hastalikla sonuglanir (otoimmiin hastaliklar).

ii.  Molekiil biiyiikliigii Bir maddenin iyi bir antijen olabilmesi i¢in molekiil agirliginin biiytik
olmas1 gerekir. Genellikle molekiil agirligi 10 kDa’dan daha biiyiik olan maddeler iyi
antijenlerdir. En kuvvetli antijenlik gosterenler ise molekiil agirligit 100 kDa’dan fazla olan
protein molekiilleridir. Ancak bu kurala uymayan maddeler de vardir. Glukagon, 3,6 kDa
molekiil agirliginda olmasina ragmen oldukca iyi antijenite gosterir. Diger yandan molekiil

agirligi 51 kDa olan dektron iyi antijen 6zelligi gdstermez.

iii. ~ Kompleks kimyasal yap: Bir molekiil ne kadar karigik yap1 gosterirse antijenitesi o kadar
artar. Ornegin tek bir cesit amino asitten sentezlenen sentetik polipeptid zincirleri, molekiil
agrirliklart biiyilik de olsa iyi antijenik 6zellik gostermezler. Eger iki veya ii¢ ¢esit amino asitten

olusturulmussa, biraz daha aktif olabilirler.

iv.  Molekiiliin yapisal sertligi Bir maddenin lenfositler tarafindan antijen olarak taninabilmesi
icin degismez bir yapr gostermesi gerekir. Lipid ve jelatin gibi belirli bir sertligi olmayan

molekiiller bu nedenle iyi antijenite gosteremezler.

v.  Coziinebilirlik ve metabolize edilebilme Antijenik maddenin, girdigi organizmada

¢oziinebilmesi ve metabolize edilebilmesi giiciinii etkiler. Ornegin, keratin gibi hidrolitik
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enzimlere dayaniklt olup metabolize edilemeyen, pargalanamayan maddeler antijenik
degildirler. Benzer sekilde naylon, teflon, polistiren ve poliakrilamid gibi maddeler
makromolekiil olmasina karsin metabolize edilemezler ve antijen 6zellik gdstermezler. Bunlara
kars1 bagisik yanit olusmaz ve bdylelikle doku igine yerlestirilen protezlerin ¢ogu bu maddeden

yapilmugtir.

Emilim ve atilim hizi Antijenik maddenin immiin sistemi uyarabilecek bir siire organizmada
kalabilmesi antijenitesini etkiler. Genellikle yavas emilen ve organizmadan yavas atilan
maddelerin immiin sistemle etkilesimi daha iyi oldugundan antijeniteleri de daha giicliidiir.

Emilim ve atilim hiz1 yiiksek olan antijenler iyi antijenik 6zellik gdstermemektedirler.

Elektrik Yiikii 1yi bir antijenik madde elektrik yiikii tasimalidir. Ciinkii elektrik yiiklii
gruplar molekiile, sulu ortamda ¢6ziinebilirlik kazandirarak cevre ile daha iyi temas
etmelerini dolayistyla immiin sistem hiicrelerine daha kolay girmelerini saglayan hidrofilik

nitelik kazandirirlar.

Diger Ozellikler Genetik yapy, tiir ve yas gibi faktorler antijenin verildigi canliya ait olan bu
ozellikler maddenin antijen 6zelligini etkiler. Bir salginda kisilerin hastalig1 hafif veya agir
gecirmeleri de bagisik yanitin giicli ile yakindan ilgilidir (Yegen, 1990; Giilmezoglu ve
Ergiiven, 1994; Guyton ve Hall, 2006).

Antijenlerin Yapilar

Antijen, girdigi organizmada immiin yanit olusturup ilgili antikor ile spesifik olarak
birlesir. Bu iki biyomolekiiliin birlesmesi kimyasal bir temele dayanir; ancak antijenlerin
tamami birlesmeye katilmaz. Antijenin yiizeyinde bulunan ve kendisi i¢in spesifik olan
antikorlarla birlesmenin saglandig1 kimyasal uclar bulunur, bu gruplar determinant grup veya
epitop olarak adlandirilir. Antijen yiizeyinde farkli kimyasal yapida bir¢ok epitop bulunabilir ve
boylece tek bir antijen birden fazla antijen gibi davranabilir. Yani farkli yapida olan herbir
epitop kendine has antikorla birlesebilir. Tiirler arasindaki bu birlesme hali anahtar kilit
uyumuna benzetilebilir. Uyum ne kadar fazlaysa baglarm giicli de o dl¢iide artacagindan dolay1
birlesme daha saglam olacaktir. Ancak bunun diisiik enerjili ve zayif baglardan olusan birlesme
oldugu umutulmamalidir, baglanma kimyasal olarak gerceklesmemektedir (Guyton ve Hall,

2006; Benjamini vd., 1996).



Antijen Cesitleri ve Hapten

Kimyasal bilesiklerden proteinler en iyi antijen 6zelligi gosteren kimyasal bilesiklerdir.
Bunun yaninda polisakkaritler gibi yliksek molekiill agirligina sahip bazi karbonhidratlar
antijenik 6zellik gosterirler ve saf polisakkarit antijenlere kars1 IgM sinifi antikorlar sentezlenir.
Ancak mono ve disakkarit gibi kii¢iik molekiiller antijen 6zelliginde degildir; bunlar hapten
ozelligi gosterirler. Lipitler tek baglarina antijen gibi davranmamalarina ragmen lipoprotein ve
lipopolisakkarit formlar1 antijen 6zellik gosterir. Niikleik asitlerin sadece niikleoprotein formlari
antijen Ozelligi gosterir. Kiiclik molekiil agirlikli ve basit kimyasal formda olmalarina ragmen
pek cok ilag ve kimyasal maddeye karsi immiin yanit olusmaktadir. Bu olay canli viicudunda
proteinlerin yahut bazi kan hiicrelerinin yilizeyine yapismalari ile gergeklesir.

Diisiik molekiil agirlikli ve basit kimyasal yapida bazi maddeler gergekte antijen
olmamalarima ragmen tastyict bir proteine baglandiklarinda antijen niteligi kazanirlar ve
kendileri igin sentezlenen antikor ile birlesebilirler. Bu maddelere hapten denir ve antijendeki
epitoplar gibi davranirlar. Gergeklesen baglanmada spesifik olan haptendir ve antikorlar tasiyici
protein yerine hapten i¢in olusurlar. Bu antikorlar tasiyict molekiil olmadigi zaman da sadece
hapten ile birlesebilir. Ayrica bazi ilaglarda organizmaya girdiklerinde, hapten gibi davranarak
tasiyict bir molekiile tutunup antijenik uyarima neden olabilirler (Guyton ve Hall, 2006;

Benjamini vd., 1996; Kiligturgay, 1994).
2.1.2. Antikorlar (Ab)

Antikorlar ya da diger bir degisle immiinoglobiilinler (Ig), plazma hiicre lenfositleri
tarafindan yabanci bir maddeye (antijen) tepki olarak iiretilirler ve immiin sistem tarafindan
yabanci molekiillerin taninmasinda ve pargalanmasinda kullanilirlar. Immiinoglobulinler serum
proteinlerinin elektroforezlenmesi sonucunda, genellikle gamma globiilin kisminda yer
almalarina ragmen beta globiilin ve alfa globiilin kisimlarmda da bulunurlar. Immiinolojik
etkinlikleri sebebiyle Diinya Saghik Orgiiti’niin de kabuliiyle immiinoglobiilinler olarak
bilinmektedir. Genellikle Y sekilli glikoprotein yapisinda olan molekiillerdir. Total plazmanin
% 20’sini olusturmakla birlikte, kanda viicut sivilarinda, insanda ve diger omurgalilarda
bulunurlar. Plazmada yahut kanda pihtilasma olursa serumda yer alirlar. Belirli bir antijene kars1
antikor bulunan serum, antiserum olarak adlandirilir. Monoklonal ve poliklonal olarak ayrilirlar.
Monoklonal antikorlar sadece bir epitopa karsi reaksiyon gosterirken, poliklonal antikorlar her
bir epitop ¢esidi i¢in farkli reaksiyon gosterir (Yakovleva ve Emneus 2008).

Immiinoglobiilinler, fiziksel kimyasal ve immunolojik 6zelliklerine ve gorevlerine gore
farkli olmalarina ragmen, temelde aynidirlar. Bahsedilen farkliliklar molekiil agirligi,

molekiiliin karbonhidrat miktari, elektroforez hizlari, aminoasit yapilar1 ve yapida bulunan agir



polipeptid zinciri gibi faktorlere dayanmaktadir. Bu sebeple birbirinden farkli bes

immunoglobulin yapisindan bahsedilmektedir:

-Immiinoglobiilin G (Ig G)
-Immiinoglobiilin A (Ig A)
-Immiinoglobiilin M (Ig M)
-Immiinoglobiilin D (Ig D)
-Immiinoglobiilin E (Ig E) (Roit vd., 1998; Geisberger vd., 2006).

Antikorlarin Molekiiler Yapilar

Biitiin immiinoglobiilinler bir takim yapisal 6zelliklere sahiptir. Her biri yaklagik 25
kDa molekiil agirliginda olan iki hafif polipeptit zinciri ve yine her biri 50 kDa olan iki agir
polipeptid zincirine sahiptirler. Dort polipeptid zinciri disiilfiir baglar1 ve kovalent olmayan
etkilesimlerle bir arada tutulur. Ig molekiiliindeki hafif zincirler merkezi bir simetri ekseni olan
Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda bulunurken agir zincirler hem kol hem de gévde
de bulunurlar. Hafif ve agir zincirlerde her polipeptid zincirinde oldugu gibi NH, ile sonlanan
amino terminal u¢ ve —COOH ile sonlanan bir karboksi terminal u¢ bulunur. Antijenlerin
baglandigi kisim Y harfinin kollarinin u¢larinda bulunan amino terminal u¢lardir. Bu zincirlerin
amino terminal uca yakin olan kisimlarindaki amino asit dizilimi degisiklik gosterebildigi i¢in
bu bolgeler degisken bolge olarak adlandirilir. Bu kisim antijene uyumlu olacak nitelikte
sentezlenir. Peptit zincirinin geri kalan kismi amino asit diziliminde farkliliklar gézlenmedigi

icin sabit bolge ad1 verilir (Sekil 2.1) (Benjamini vd., 1996).

Antijen baglama bélgeleri

Agir zincirin Agr zincirin
degisken bolgesi sabit bolgesi
Hafif zincirin Hafif zincirin
degisken bolgesi sabit bolgesi
Hafif zincir
Agar zincir Disiilfiir kopriileri

Sekil 2.1. Antikorun yapist.



Ig molekiiliinii olusturan polipeptid zincirlerinde, disiilfiir baglar1 ile tutulan kivrim
seklindeki yapilara domen denir. Ig’lerin bircok fonksiyonu domenlerle iliskilidir. Hem hafif
hem de agir zincirler amino asit sekansindaki degisiklige bagh olarak sabit (C) ve hareketli (V)
domenler olarak ikiye ayrilirlar. Hafif zincirlerde tek bir sabit domen (Cr) ve tek bir degisken
(VL) domen bulunur. Agir zincirlerde ise tek hareketli domen (Vy) bulunurken sabit domen
sayist (Cyl, Cyx2, Cyx3) tctiir. Degisken domenler her iki zincir tipi i¢inde antijen-antikor
baglanma etkilesimleri agisindan en onemli bolgelerdir. Antikorun, antijenin baglanacagi
bolgeye olan 0zgiilliigii, amino asit dizisinin bir fonksiyonudur. Vi ve Vy domenlerinde
hiperdegisken olarak bilinen farkli alt bolgeler bulunmaktadir. Her bir hafif ve agir zincirde ticer
tane vardir, bunlar belirleyici bolgeler olarak bilinen alti hiperdegisken dongiiyle antijen
baglama bolgesini olustururlar. Bu bolgedeki c¢esitlilik, yliksek afiniteli antikorlarin hemen
hemen her antijene kars: iiretilmesine olanak tanir. Temel molekiiler bir yapidan 10° 6zgiil
antikor {retilebilecegi tahmin edilmektedir, olasi bir ¢apraz reaktivite olmasina ragmen, antikor
yalnizca tek bir antijeni tamyacaktir. Bir antikor (Ab) ile antijen (Ag) arasindaki baglanma

afinitesi genel olarak bir denge ifadesi ile tanimlanir:

Ab + Age——>Ab — Ag
g Ab—Ag]
[Ab].[Ag]
Esitlikte verilen K degeri 10° ile 10> L mol™ araligindadir. Sadece yiiksek bir K degeri (
>10°L mol™) veren antikorlar diisiik capraz reaktivite sergileyecektir. Bu 6zelliklerin sayesinde,
immiinoassay dizayninda bir¢ok antikor ideal biyolojik tanima bileseni haline gelir (Fowler vd.,

2008).

Antikorlarin Izotipleri

i. Immiinoglobiilin G (Ig G) normal insan serumundaki immiinoglobiilinlerin biiyiik bir
boliimiinii olusturur. Y harfi seklinde 150 kDa agirliginda monomer yapisindadir. En 6nemli
ozelligi plesenta yoluyla anneden fetiise gecebilen tek immiinoglobiilin olmasidir ve bu sayede
dogal pasif bagisiklik saglanir (Kiligturgay, 1994).

ii.  Immiinoglobiilin M (Ig M) en biiyiikk immiinoglobiilin olmasi sebebiyle makroglobulin
olarak da bilinirler ama bu 6zelligi sebebiyle damardan gecemezler. Pentamer yapisinda olup

molekiil agirligt 900 kDa olan 5 temel birimden olusur. Plesentadan gegememelerine ragmen



dogumdan itibaren sentezlenmeye baglarlar. Diger onemli bir 6zelligi ise her tiirlii antijenik
uyarim i¢in bagisiklik sisteminde daima ilk sentezlenen Ig olmasidir (Geisberger vd., 2006).

iii.  Immiinoglobiilin A (Ig A) genel yapist itibariyle Ig G ile benzerlik gdsterse de yapisal olarak
sadece monomer degil dimer formlar1 da bulunmaktadir. En ¢ok bulunan Ig olarak
bilinmektedir. Solunum, sindirim, genital sistem salgilari ile tiikriik, gézyasi ve siitte bulunmasi
sebebiyle ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan enzimleri etkisiz hale getirmesi ve
anne sitii araciligi ile bebekte pasif bagisiklig1 saglamasi baglica gorevlerindendir (Kiligturgay,
1994).

iv.  Immiinoglobiilin E (Ig E) kanda en diisiik derisimde bulunan, molekiil agirlig1 190 kDa olan
monomer yapili bir immiinoglobiilindir. Uretim ve salmimi, lenfoid dokulardaki plazma
hiicreleri tarafindan gergeklesir. Diger Ig’ler ile karsilastirildiginda 1s1ya hassasiyet gosterirler.
En 6nemli 6zelligi 6zel reseptor bulunduran mast hiicrelerine ve bazofillere baglanabilmesi ile
stoplazmalarindaki graniilleri bosaltmalaridir. Bu sayede aciga ¢ikan maddeler alerjik
reaksiyonlari ortaya cikarir (Geisberger vd., 2006).

v.  Immiinoglobiilin D (Ig D) B lenfositlerin iizerinde antijen olarak yerlesen, molekiil agirlig
180 kDa olan monomer yapisindaki bir immiinoglobiilindir. Is1 ve enzimlere duyarli oldugu

icin kolayca pargalanir ve serumda saptanamaz (Giilmezoglu, 1994; Fowler vd., 2008).

Antikorlarin Fonksiyonlart

i.  Antijene Baglanma Antikorlarm en temel gorevi antijenlere baglanmaktir, antikor
izotiplerinin hepsinde (Ig G, Ig A, Ig D, Ig E, Ig M) bu kapasite mevcuttur. Bu sayede
antjen-antikor immiinokompleks olusturarak fagasitozla dolasimdan kaldirilmalarini
saglarlar.

ii.  Antikora bagli hiicre sitotoksitesi Hiicre Oldiirme kapasitesi olarak da bilinir. Ig
izotiplerinden sadece Ig G’de bu 6zellik mevcuttur.

iii.  Opsonizasyon Viicuda giren yabanci maddelerin lezzetli hale getirilmesi olayidir, amag
makrofajlarin fagositozunu kolaylastirmaktir.

iv.  Plasental Transport Tek bir izotip (Ig G) plesentay1 gecerek anneden bebege aktarilir, amag
maternal immiiniteyi bebege aktarabilmektir.

V. Tamamlayict Yolak Ig G ile Ig M, bir antijene baglandiginda pek cok kan proteinini igeren
biyokimyasal bir kaskat baslatir. Bu olay patojenlerin 6ldiiriilmesini saglar.

vi.  Olgun B Hiicre Reseptorleri 1g D ve Ig M monomerlerinin olgun B hiicre yilizeyindeki
antijen reseptorleri gibi hizmet edebilmesidir.

vii.  Hafiza B Hiicre ReseptérleriIg G, Ig A, Ig E antikorlari, bu reseptorler gibi davranabilirler.
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Mast Hiicresinin Degraniilasyonu Bir alerjen iki ya da daha fazla Ig G antikorlarina
baglanirsa (mast hiicre yiizeyine) degranilasyonu aktive eder, bu durumda graniiller ve
hormonal medyatdrler salinmasiyla alerjik reaksiyon olusturulur (Yakovlewa ve Emneus,

2008; Fowler vd., 2008; Geisberger vd., 2006).

2.2. Immiinoassay

Immiinoassay, kanda yer alan protein veya 6zel bir kimyasal maddenin tayini icin,
antikorun 6zgiilliigiinii kullanarak, yapilan dlgiimlerin genel adidir. Immiinoassay ¢aligmalari
genellikle, klinik laboratuvarlar, aragtirma laboratuvarlari veya sanayi laboratuvarlarinda tayini
istenilen tiirlin Ol¢limiinde kullanilirlar. Yapilmasi istenilen &lglim, kati bir fazin (kuyucuk,
manyetik partikiil, boncuk vb.,) tlizerine antikor kaplanmasiyla gerceklesir. Kaplamada
kullanilacak antikor, baglanmanin gerceklesebilmesi i¢in tayin edilmek istenilen tiire Ozgii
olmak zorundadir. Immiinoassay yonteminin amaci ¢ogunlukla antikor ile antijen arasindaki
baglanmanin ve baglanmis yahut baglanmamis antijen arasindaki farkliligin arastirilmasidir.
Biitlin immiinoassaylerin en belirgin 6zelligi, ilgili antijen ile kompleks olusturma yetenegine
sahip spesifik antikorlarin kullanilmasidir. Antikorlar, memelilerde antijen olarak adlandirilan
yabanci maddelerin varhigia kars1 cevap olarak sentezlenirler. Antikor, spesifik antijenine 10% —
10" L M olan ortalama afinite sabiti (antikor-antijen baglanmasi ve ayrilmas i¢in hiz sabitleri
arasindaki oran) ile karakterize edilen yiiksek bir ilgiyle baglanma yetenegi gosterir (Dickson

vd., 1995; Gerald vd., 2004; Yakovleva ve Emneus 2008) (Sekil 2.2).

Antikor/ .
—I {:: _— Oisim
\ Q Etlketlenmls

antikor
Antijen

Sekil 2.2. immiinoassay yonteminin genel gosterimi.

Antikor-antijen etkilesiminin kullanilmasi ilk kez 1959 yilinda R. S. Yalow ve S.A.
Berson tarafindan, insiilin hormonunun radyoimmiinoassay (RIA) yontemi ile tayin edilmesiyle

gosterilmistir. Daha sonra R.P. Ekins tiroksin i¢in benzer bir RIA yontemi 6nermis ve bu iki
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katki yeni bir analitik yontem olan immunoassay ydnteminin &niinii agmistir. iImmiinoassay
yontemleri, hastaliklarin tanisi, terapotik ilag¢ analizleri, ila¢ tasarimi ve ilag endistrisindeki
farmokinetik ve biyoesdegerlik ¢aligmalar1 ve ¢evre analizleri gibi alanlarda genis oranda
kullanilmaya baslanmistir. Bu alanlardaki analizler genellikle diisiik molekiil agirlikli ilaglarin,
farmasétik O6nemi olan biyomolekiillerin, hormonlarin, toksinlerin, enfeksiyon ajanlarmin,
timor isaretleyicilerin, diger bazi proteinlerinin ve metabolitlerin serumdan ve diger biyolojik
stvilardan ¢ok diisiik derisimli nicel tayini i¢in kullanilabildigi gibi nitel ve yar1 nicel tayini igin

de kullanilabilir (Yakovleva ve Emneus 2008).

Antikor ve antijen arasindaki spesifik etkilesim {izerine temellenen immunoassay
yonteminde, bu molekiiller kendi basina tayin edilebilir olmadiklarindan dolay1 etiket adi
verilen yapilarin kullanimi gerekir. Immiinoassay yonteminde herhangi bir immiinoanalitik
reaktife (analit ya da antikor) baglanabilen ve hizli bir sekilde tayin edilebilir etiketler (Srnegin
radyoizotoplar, enzimler ve Eu(Ill) kompleksleri gibi lantanit selatlar) kullanilir
Immiinoassaylerde bu gibi etiketlerin kullanilmas: yiiksek duyarhilik ve diisiik tayin smir1 ile
sonuglanir. Iimmiinoassay yontemi i¢in gerekli reaktifler antikorlar, sinyal olusturan etiketler ve
ayirma matriksleridir. Antikorlar poliklonal ya da monoklonal olabilirler. Bazi alanlarda, analite
kars1 daha yiiksek afinite ve 6zgiilliik gosterdigi icin monoklonal antikorlar tercih edilmektedir.
Immiinoassayde sinyal olusturan etiketler radyoaktif atomlar: (‘*I, *H ve "C) igerebildikleri
gibi pek ¢ok avantajindan dolay1 enzimler, floresan proplar, kemiliiminesans bilesikler, metaller
ve metal selatlar1 ve lipozomlar gibi alternatif radyoaktif olmayan etiketler de kullanilmaktadir.
Komiir, polietilen glikol, ikinci bir antikor, mikroboncuklar ya da her bir kuyucugu ayr1 bir tiip
olarak fonksiyon gosteren 96-kuyucuklu mikroplateleri iceren matriksler immiinoanalitik
reaksiyonlarin bir sonucu olarak olusan immiin komplekslerinin ayrilmasi i¢in kullanilir.
Antijen ya da antikor bu plate kuyucuguna kaplanir ve kuyucuk yiizeyinde immiin kompleks

meydana gelir, Sekil 2. 3’de immiinoassay basamaklar1 gosterilmistir (Darwish vd., 2006).
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Enzimler

Antikor-Antijen Ayirma Radyoizotoplar

Reaksiyonu . (Inkiibasyon ve i}
Yikama) Metal selatlar1 6rnek
verilebilir
i Inkiibasyon ve
Sinyal Olgiimii . Sonlandirma . Tayin sistemi
Reaksiyonu

Sekil 2.3. Asamali olarak immiinoassay basamaklari.

2.2.1. Immiinoassay yontemlerinin simflandirilmasi

Immiinoassay yontemleri, ayirma basamaklar1 gerektirmeyen (homojen) ve gerektiren

(heterojen) assayler olarak siniflandirilabilirler.

Homojen Assay Prosediir olarak kullanilan en basit assay formatidir. Tayin reaktifleri hacmi
bilinen 6rnek ¢ozeltisine eklenir ve analit derisimiyle iliskili bir sinyal olusur. Bu assayde
baglanma reaksiyonu etiketin ozelliklerini degistirir ve tayin sistemi genellikle 10 mol L
seviyesinin altindaki degerlerde ¢alismaya izin vermez. Ayrica, antikorlarin spesifik baglanma
reaksiyonlar1 ayirma basamaklari olmaksizin bagli ve bagl olmayan tayin reaktifleri arasinda
ayrima izin vermeyecegi gibi biyolojik orneklerde bulunabilecek muhtemel girisimlerin de
assay formatini etkileyeceginin diisiiniilmesi homojen formatin kullanimini sinirlar (Wang vd.,

2001).

Heterojen Assay En c¢ok kullanilan assay yontemidir. Ayirma basamaklari icermesi sebebiyle
daha giivenilir sonuglar verir. Antikorun kati bir faza spesifik baglanma prosesiyle ya da
adsorpsiyon/kimyasal reaksiyonla immobilize edildigi bir yontemdir. Spesifik olarak antijene
baglanan etiketlenmis tayin reaktifleri ilave edildikten sonra baglanmamis fazla tayin reaktifleri

yikama ile uzaklastirilir. Homojen assay yontemi ile karsilastirildiginda, olasi girisimlerin
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uzaklagtirilmasina bagli olarak genellikle daha giivenilir ve daha duyarli bir yontem olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Dickson vd., 1995).

Yukarida anlatilan her iki format, yarigmali ve yarigmasiz immiinoassay sistemleri olarak da

karsimiza ¢ikabilir:

Yarismasiz format (non kompetetif) Sandvi¢ assay olarak da adlandirilan bu yontem, molekiil
tizerinde birden fazla tamma epitopu bulunan biiyiik antijenlerin tayininde kullanilir. Analit
molekiilii {izerinde birbiri ile Ortiismeyen epitoplara baglanan iki antikor gereklidir.
Antikorlardan biri kati faza baglanirken, diger antikor etiketlenir ve tayin igin kullanilir. Ornek
antijenin, immobilize edilmis antikora baglanmasina izin verilir. Yikama sonunda, antijen-
antikor kompleksini igeren kat1 destek, antijen molekiiliiniin geri kalan epitoplarina baglanacak
olan etiketli ikincil antikorun fazla miktar ile inkiibe edilir. Yikama islemi tekrarlanir ve kati

destege bagl etiketin aktivitesi 6l¢iiliir. Olusan sinyal analit derisimi ile dogru orantili olacaktir.

Heterojen non kompetetif formatta yukarida anlatildigi iizere kati yiizey iizerine bir
baglanma olayr mevcut olup sonrasinda ise olusan sinyal analit derisimi ile dogru orantili
olacaktir.

Homojen non kompetetif formatta ise destek materyali olmadan gerceklesen bir

baglanma s6z konusudur ve olusan sinyal analit derisimi ile ters orantilidir.

Yarismali Format (kompetetif); Kiiciikk molekiiller icin homojen ya da heterojen formatta
olabilecegi gibi antijen yakalayan ya da antikor yakalayan tipleri de mevcuttur. Bu formatta,
ornekteki antijen ve etiketlenmis antijen arasinda kati destek {izerine kaplanmig anti-antijen
antikorunun siirli miktarina baglanmak igin bir yarigma vardir. Ayirma basamagi sonrasinda,
kat1 faz tizerindeki etiket aktivitesi dl¢iiliir (Dickson vd., 1995). Heterojen formatin kullanildigt
deneylerde ol¢lim sonucu elde edilen sinyal antijenin derigimiyle ters orantili olur. Yukarida

anlatilan immunoassay tipleri Sekil 2.4’de 6zetlenmektedir.
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Sekil 2.4. Immiinoassay tipleri (a: Homojen yarismali b: Homojen yarismasiz c: Heterojen

Cols Y= [0

yarigmali d: Heterojen yarigmasiz).
2.2.2. immiinoassayde kullanilan etiket tipleri

i. Radyoizotop Etiketler B ve y partikillerini emit eden'”I, **P, H gibi radyoaktif
izotoplardir. Spesifik olarak baglanma reaktiflerindeki radyoaktif olmayan atomlar yerine
kullanilabilirler. Bu durum baglanma afinitelerinde herhangi bir kayip olusturmaz.
Radyoizotop etiketler genellikle ultrahassas biyoassaylerde kullanilir. Etiketin etkinligi, diisiik
zemin sinyali ve spesifik baglanma reaktifinin duyarhilig1 analitin tayin sinirin (~10"® mol/L)
diistiriir. Bununla beraber izotopik yontemlerin tercih edilmemesinde pek ¢ok sebep vardir;

e Cevre dostu degildirler,

e Kullanilmas1 zor ve potansiyel tehlike kaynagidir,

e Sonmeye bagl olarak etiketlenmis reaktiflerin dmrii kisa olabilir,

e Yontem en yiiksek duyarhiligi desteklemez (izotopik etiketler dmrii boyunca sadece bir

tane tayin edilebilir sinyal olusturur) (Mikkelsen ve Corton, 1960).

ii.  Kemiliiminesans Etiketler Bir kimyasal reaksiyon ile tetiklendigi zaman uyarilmis floresan
bir molekiile doniisen organik molekiiller igerirler. Depolama kararliligi olan ve diisiik
zemin sinyalleri elde edilen etiketlerdir ve her bir etiket igin tek bir tayin yapilabilir

(Mikkelsen ve Corton, 1960; Hawcroft vd., 1984).

iti. Enzim Etiketler Enzimler (Alkalen fosfataz-ALP, Horseradish peroksidaz-HRP ve B-
galaktosidaz) genis oranda etiket olarak kullanilirlar. Bir enzim molekiilii substratiyla ¢cok kisa
bir zaman igerisinde iiriin olusturmak icin reaksiyona girer. Olusan {riinler karakteristik
floresans, kemiliiminesans ya da 1s1k absorpsiyon 6zelliklerine bagli olarak tayin edilebilir. Her

bir enzim etiketi birden fazla tayin edilebilir olay olusturma o6zelligi gosterebilir. Bu ozellik
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sinyal amplifikasyonu gelismis bir tayin sinir1 ile sonuglanir. Arkaplan sinyalleri genellikle
sinyal tayin metoduyla ve spesifik baglanma reaktiflerinin spesifik olmayan baglanmalariyla
iligkilidir. Kararlilik konusunda ise enzimler farklilik gésterebilir (Mikkelsen ve Corton, 1960;

Price ve Newman, D., 1991).

iv.  Floresans Etiketler Floresansta molekiil tarafindan 1s18in tek bir fotonu absorbe edilir
(ekstinksiyon) ve tekrar daha diisiik enerjili, daha uzun dalgali olarak yayilir. Teorik olarak,
absorpsiyon kemiliiminesans ya da radyoizotopik soniim ile karsilastirildiginda en hassas tayin
yontemi olmalidir. Tek bir etiket kisa bir dl¢iim araligi boyunca birden fazla dlgiime olanak
verir, boylelikle tayin edilebilirlik artar. Floresans emisyonun yeterli hassasiyeti sayesinde tek
bir molekiiliin tayini de sdz konusudur. Bunlara ek olarak, floresans olarak etiketlenmig
reaktifler oldukga kararlidirlar ve etikete ilave olarak drnekteki bazi tiirlerde floresans emisyonu
olusturabilir, boylelikle baz1 durumlarda spesifik olmayan zemin akimlar1 spesifik sinyalleri alt
edebilir. Floresans etiketlere, metal iyonuna bagli organik molekiiller olan metal selatlar
(lantanit selatlar ) 6rnek verilebilir. Bunlar, organik etiketlere gore avantajlara sahiptir. Farkli
emisyon Ozellikleri sayesinde secici tayin miimkiin kilinir ve zemin sinyali engellenir.

(Mikkelsen ve Corton, 1960; Price ve Newman, D., 1991; Dandliker vd., 1973).

2.3. Lantanit Liiminesans

Liiminesans, genel olarak herhangi bir cismin dig bir kaynaktan enerji absorplayarak
elektronik olarak uyarilmis bir molekiiliin fazla enerjisinden kurtulurken bu enerjinin bir kismini
daha uzun dalga boylarinda elektromanyetik 1sinim olarak salmasi olayidir. Liiminesans,

uyarilma sirasinda kullanilan enerjinin kaynagina gore siniflandirilir.

Uyarilmig singlet bir sistemden temel haldeki singlete gecis sirasinda yayilan 1s18a
floresans denir. Uyarilmis singlet halden uyarilmis triplet hale gegebilme sistemler arasi gecis
olarak adlandirilirken, uyarilmig triplet halden temel singlet hale gecilmesiyle yayilan 1s18a
fosforesans denir. Uyarilma (eksitasyon) ortadan kalkinca floresans olay1 107'°-10°; fosforesans

ise 10°-10” saniye siirer.

Floresans ve fosforesans uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi bakimindan
benzerlik gosterseler de, floresanstan sorumlu elektronik enerji aktariminin elektronun spininde
bir degisiklik olusturmamasi sebebiyle floresans, fosforesanstan ayrilir. Bunun bir sonucu
olarak, floresans hemen yok olan (< 107 s ) bir liiminesans olup kisa omiirliidiir. Buna karsilik

fosforesans emisyonlart ile iligkili elektron spinindeki bir degisme, 1simnlamanin bitmesinden
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sonra kolayca tespit edilebilir bir siire kadar, genellikle birka¢ saniye veya daha uzun, 1simanin
stirmesine sebep olur. Liiminesans yontemlerin en cezbedici 6zelliklerinden birisi, absorpsiyon
spektroskopide karsilasilan bir ila ii¢c ondalik mertebesinden daha kii¢iik gozlenebilme sinirlar:

saglayan kendine 6zgii duyarhiliklaridir (Skoog vd., 1998; Hagan ve Zuchner, 2011).

Giliniimiizde lantanitlerin fosforesans o6zellikleri sayesinde kullanimlar1 oldukga
yaygindir. Lantanitler, ge¢is metallerinin bir alt serisini olustururlar, 51 ile 71 atom numaralari
arasindaki elementler bu seriye dahildir. La’dan Lu’a kadar uyarilmis elektronik
konfigiirasyonlar1 [Xe]4f’5d'6s” ile baslayip [Xe]4f'*5d'6s” ile biten 15 element vardir. 14
elektron f orbitallerine gesitli diizensizliklerle girerken Ln™ iyonlarinda 4f'’den 4f'“’e kadar
mitkemmel diizenlilikte orbitale dolarlar. Lantanit iyonlarindaki bu 06zel elektronik
konfigiirasyon, lantanitlerin iyonik c¢ap, redoks potansiyelleri, oksidasyon basamaklari gibi
fiziksel ve kimyasal ozelliklerin kararliligindan sorumludur. Bu elementlerdeki 4f elektronlar
5s> ve 5p°® elektronlarinca perdelenir ve boylelikle komplekslerde 4f elektronlart nadiren
ligantlar ile kovalent etkilesime girer. Bir Ln(Ill)-ligant bagimin kovalent karakteri %5-7
arasindadir. Bu perdeleme neticesinde f-f gegislerinin dipol giicleri ¢ok kiigiiktiir zaten bu
gecisler ayn1 zamanda Laporte yasaklidir. Bu yiizden bahsedilen gegisler hem absorpsiyon hem
de emisyon bakimindan zayiftirlar. Yiiksek liiminesans malzemelerde bile lazerle uyarmadikga
4fleri dogrudan uyarmak son derece giictiir. Yani Ln(IIl) iyonlar1 UV 15181 absorplayarak
floresans yapamazlar (Hemilia ve Laitala, 2005). Bu yiizden anten vazifesi gorecek ve 15181
toplayarak uygun bir mekanizma ile lantanit iyonunun SDJ- enerji seviyesine aktaracak floresans

ligantlara diger bir degisle duyarlastiricilara ihtiyag vardir.

Ln"™ iyonlar1 komplekslestirildiginde lantanit iyonlarmin uyarilmis hallerinin uzun
Omiirlii olmas1 (0,2-1,5 ms), biiylik Stokes kaymalarina sahip olmasi (200 nm’den fazla ),
goriiniir bolgede emisyon yapmasi, emisyon bantlarinin dar ve keskin olmasi sebebiyle genis bir
uygulama alanma sahiptirler. Biyomedikal sensor, diagnostik, ila¢ kesifleri ve optik
goriintiillemede yogun liiminesans uygulamalar1 6rnek olarak verilebilir. Genellikle caligilan
iyonlar Eu(Ill) ve Tb(Il)’dir (Richardson, 1982; Hemilia, 1985; Dickson vd., 1995a, 1995b;
Handl ve Gillies, 2005; Hemilia ve Laitala 2005; Armaleo vd., 2010).

2.4. Zaman Gecikmeli Floresans immiinoassay (TR-FIA) Teknigi

Zaman Gecikmeli Floresans Immunoassay (TR-FIA) teknigi, floroimmiinoassay’ nin
ayrt bir grubudur. TR-FIA’da lantanit iyonlar1 o6zellikle de Europiyum, Eu(IIl); Terbiyum,
Tb(IIl); Samaryum, Sm(III) ve Disprozyum, Dy(III) iyonlar1 etiket olarak kullanilmaktadirlar
(Ankelo vd., 2003).
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Bu yontemin ilk uygulamalari 1983 yilinda rapor edilmis ve daha sonra DELFIA
sistemi, FIAgen sistemi ve Trace sistemi gibi ticari uygulamalarda o&zellikle klinik ve
biyoteknoloji alanlarmmda kullanim alanit bulmustur (Yan vd., 2005; Jiang vd., 2010). Bu
komplekslerin kullanilmasinin temel sebeplerinden biri lantanitlerin uyarilmig émiirlerinin uzun
olmasidir ve bu durum lantanitten gelen sinyal ile lantanit kaynakli olmayan sinyallerin
zamansal olarak ayrilmasina izin verir. Olgiim sirasinda plateden, ortamdaki hiicre ve
reaktiflerinden gelen zemin floresans igin tipik Omiir pikosaniyeden mikrosaniyeye kadardir.
Oysa lantanitlerin uyarilmis hallerinde émiirleri 0,2-1,5 milisaniyedir. Bu uyarilmig etiket olan
lantanit i¢in bir avantajdir ¢iinkii 6l¢iimiin gecikmesi ile zemin floresans sinyalleri tamamen
sOner ve sonra lantanitten gelen emisyon sinyalleri toplanir. Bu gecikme periyodu hiper duyarh
ve Ozel sinyali zaman avantajli olarak kaydetmeye izin verir. Ultraviyole 15181 ile lantanitlerin
(Eu ve Sm igin 340; Tb ve Dy i¢in 320 nm) uyarilmasi ile goriiniir bélgede Eu ve Sm igin
kirmizi 615 ve 642 nm, Dy i¢in sar1 572 nm ve Tb igin yesil 545 nm emisyonlar1 elde edilir.
Yayilan 15181 dalga boyu absorbe edilen 151g8in dalga boyundan daha biiyiiktiir bu da daha
diisik enerjili olmasi anlamia gelir. Ciinkii enerjinin bir kismu titresimler sebebi ile
kaybolmaktadir. Dalga boyundaki bu kayma Stokes kaymasi olarak adlandirilir. Lantanit
iyonlar1 i¢in bu stokes kaymasi 200 nm’den daha biiyiik olabilir ve bu kaymaya zemin
floresansin katkisi ¢ok kiigiik oldugundan uyarma ve emisyon sinyalleri arasindaki karigma
minimum olur. Ek olarak emisyon pikleri de 4f orbitallerinin ligantla etkilesmesi ¢ok keskindir
(Dickson vd., 1995). Bu komplekslerden Eu (III) kompleksleri daha ¢ok tercih edilmektedir
sebebi ise daha yiiksek duyarlilik saglamasidir (Wu vd., 2002; Yakovleva ve Emneus 2008).

Eu (III) kompleksleri baz1 ayirt edici 6zellikler gosterirler;

i.  Eu (II) kompleksleri UV bolgesinde (yaklasik 330 nm) absorpsiyon maksimumu

gostermesi, yaklasik 615 civarinda ise giiclii bir floresans yaymasi,
1. Emisyon bantinin ¢ok dar olmast,
iii. ~ Bukomplekslerin uyarilmis triplet hallerinin ¢ok uzun 6mre sahip olmasi ( > 100 ps),
iv.  Diisiik zemin sinyali gostermeleri,
v.  Keskin emisyon piklerine sahip olmalari,
vi.  Radyoizotop kirliliklerinin olmamasidir (Yuan vd., 1998).

Biyoetiket 6zelligi gosteren bu molekiiller mevcut durumda biyomolekiilleri TR-FIA teknigi ile
iki farkli sekilde 6lgmektedir.
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Dolayli Yontem

Perkin-Elmer firmasi tarafindan gelistirilen DELFIA sistemidir. Eu(IIl) ile birlestiginde
floresans olmayan ancak anten vazifesini goren ligantlarla ¢aligir. Liganttan Eu(Ill)’e enerji
aktarimi gercgeklestikten sonra kompleks parcalanir ve Eu(Ill)’iin floresansi bir liiminesans
artirici ¢ozelti ile birlikteyken okunur. Bu sebeple dolayli bir yontem olarak bilinir (Sekil 2.5)
(Hemilia vd., 1985).

Liiminesans artiran cozelti

(Enhancemcntj

HbAlc Floresans Olciimii
+ n_: —
Ko >, [|-<@@ — ﬂ-cﬁm

Anti-HbAle  Eu(TII) ile etiketlenmis
anti-HbAlc

Sekil 2.5. DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay) teknigi ile

biyomolekiil 6lgtimii.

Direkt Yontem

Tez kapsaminda calisilan yontem DLCLLA (Direct Lanthanide Chelate Label-Based
Liminescence Assay) yontemidir. Burada ligant anten gérevi goriir ve yliksek floresans dzellik
gosterir, bu sebeple floresans artirict bir ¢ozeltiye ihtiya¢ duyulmadan dogrudan okuma
yapilabilir. Sistemin ¢alisma prensibi Sekil 2.6’te sematize edilmistir. Bu sistemde sentezlenen
ilk ticari ligant 4,7-Bis-(klorostilfofenil)-1,10-fenantroline-2,9-dikarboksilik (BCPDA) asit olup
yapist Sekil 2.7°de verilmistir (Lin, 2004).

Enerji Transfer

fiv Y 612:615 s

Eu & o

HbAlc Ligant Ligant
s 3 2 [ em 43

. Eu(III) ile etiketlenmis
Anti-HbAle anti-HbAlc

Sekil 2.6. DLCLLA (Direct Lanthanide Chelate Label-Based Luminescence Assay) teknigi ile

biyomolekiil 6lgiimii.
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Sekil 2.7. 4,7-Bis-(klorosiilfofenil)-1,10-fenantroline-2,9-dikarboksilik (BCPDA) asit.

Ayrica tez kapsaminda, sinyal amplifikasyonunun saglanmasi amaciyla biyotin-
streptavidin baglanma iliskisi kullanilmistir. Biyotin-streptavidin kompleksi bilinen en biiyiik
baglanma sabitine (10'"°) sahiptir. Ayrica bu kompleks organik ¢oziiciilere, denatiire edici
kimyasallara, deterjanlara, u¢ pH ve sicaklik degerlerine dayaniklidir. Tiim bu sebeplerden
dolay1 biyotin-streptavidin konjugati immunoassay prosediirlerinde siklikla kullanilmaktadir

(Gonzalez, vd., 1997).
2.5. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), seker hastaligi olarak bilinen, genellikle kalitimsal ve ¢evresel
sebeplerin etkisi sonucu olugan, kan glukoz seviyesinin yiikselmesi (hiperglisemi) ile
karakterize olan metabolik bir bozukluktur (Tierney vd., 2002). DM pankreasin yeterli insiilin
hormonu {iretememesi veya viicudun TUrettigi insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi
durumlarinda yasam siireci boyunca devam eden kronik bir hastaliktir. DM sonucu yetiskinlerde
gozlenen korliik ve ampiitasyonlarin en sik karsilasilan nedeni ve bobrek yetmezligi, kalp krizi

ve felcin baslica sebebidir (Rother, 2007).

DM, iki gruba ayrilabilir; tip 1 (insiiline bagimli DM) ve tip 2 (insiiline bagimh
olmayan DM). 1921 yilindan itibaren insiilin kullanim ile diyabet tedavisi baslamustir. Insiilin
cesitli yontemler ile viicuda enjekte edilir ve Tip 1 diyabet i¢cin en temel tedavi yontemidir. Tip
2 diyabetin tedavisi ise diyet, seker diisiiriicii ilaglar, insiilin takviyesi ya da bunlarin bir arada
kullanilmasi ile miimkiindiir. Diinyada diyabetik niifus siirekli artmakta ve bu say1 2012 yilinda
371 milyon civarmdayken, 2030 yilinda 552 milyona ulagmasi beklenmektedir (Chen vd.,
2011). Ayrica, diinyadaki tiim oliimlerin % 5’ine diyabetin neden oldugu ve bu saymin hizla
artmakta oldugu bilinmektedir. Mevcut tedavi yontemlerinin varligindan soz edilse de bu
yontemler pek cok komplikasyonlara yol agabilir. Insiilin yetersizligi ve hipergliseminin sonucu
olarak, diyabetli hastalarda, dl¢iilen kan glukoz seviyesi 80—120 mg/dL olan normal degerlerden
daha yiiksek olur ve bu hastalar koroner kalp hastaliklari, kalp yetmezligi, bobrek bozukluklar:
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ve korliikk gibi ciddi komplikasyon riskleri de tasirlar. Kan glukoz seviyelerinin izlenmesi
yoluyla, Diabetes Mellitus etkili bir sekilde yonetilebilir ve kontrol edilebilir. Bunun yaninda
hastalar, olas1 tedavi yontemlerin yaninda kendi yasam standartlari iyilestirerek (sigarayi
birakma, spor ve diyet gibi) olasi komplikasyonlarin olusturdugu riskleri azaltabilirler (Ayodele

vd., 2004; Park, 2012).
2.5.1. Tip 1 diyabet

Tip 1 vakasi, pankreasin B hiicrelerinin agir bir otoimmiin atak nedeniyle hasarlanmasi
ve insiilinin tamamen eksikligi ile karakterizedir. Tip 1 diyabet pankreasta bulunan ve insiilin
tireten beta hiicrelerinin otoimmiin bir siireg sonunda zedelenmesi ile olusur. Hastalar omiir
boyu disaridan (enjeksiyon yoluyla) viicutlarma insiilin almak zorundadirlar. Bu nedenle
diyabetin bu formu, insiiline bagimli diyabet (Insulin Dependent Diabetes; IDDM) olarak da
isimlendirilir. Genel olarak toplumdaki diyabet vakalarmin %10°u bu formda olup, kuzey

iilkelerinde daha sik goriilmektedir (Raile vd., 2007).

Tip 1 diyabetin ortaya ¢ikis1 tipik olarak ¢ocuklukta olur ve semptomlar hizli geligir. Bu
hastalar genellikle aniden ortaya ¢ikan poliiiri (sik idrara ¢ikma), polidipsi (asir1 susama) ve
polifaji (asir1 igtah) ile taninir, siklikla bagka bir hastalik ve ya stres ile tetiklenir. Semptomlar

genellikle halsizlik, kilo kaybi1 ve giigsiizliikle birliktedir.

Tani aglik kan glukozunun 126 mg dL™""den yiiksek olmasi ile kesinlesir. Tip 1 diyabet
hastalarinda B hiicre fonksiyonu yoktur ve bu nedenle dolagimdaki yakit degisikliklerine yanit
veremez ve bazal insiilin reaksiyonunu siirdiiremezler. Bu formda hiperglisemi ve ketoasidozun

kontrolii i¢in ciltalt1 eksojen insiilin enjeksiyonu uygulanmalidir (Harvey ve Ferrier, 2007).
2.5.2. Tip 2 diyabet

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip 2 DM), Tirkiye'de ve diinyada, hasta sayisinin
ongoriilenden daha hizli artmasi nedeniyle son yillarda en ¢ok tartigilan ve ¢oziim iiretilmeye
calisilan kronik ve yaygin metabolizma hastaligidir. Hastaligin bu kadar hizli artmasinda
popiilasyon ve kentlesme artisi, yaslanma, obezite ve fiziksel inaktivite prevalansindaki artig

onemli faktorlerdir (Uysal ve Akpinar, 2013).

Tip 2 diyabet, tip 1 diyabetin gosterdigi semptomlardan bazilarmi gostermektedir; ancak
bu hastalik yillar icinde yavas gelisme gostereceginden dolayi hastalik rutin tarama testleri
sirasinda saptanir. Tip 2 diyabetli hastalarda insiilin direnci ve B-hiicre difonksiyonu birarada
bulunur. Bazi hastalarda hipergliseminin kontroliinde insiilin gerekse de, yasamin devami igin

insiiline gerek yoktur. Bu formda gozlenen metabolik degisiklikler hastaligin insiiline bagimli
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formuna gore daha ilimhdir. Hastalik neredeyse tamamen genetik faktorler tarafindan belirlenir
ve tam en sik olarak kan glukoz derisiminin 126 mg dL’nin iizerinde olan hipergliseminin

varhigiyla konur.

Tip 2 diyabet tedavisindeki hedef, kan glukoz derisimlerini normal sinirlar igerisinde
tutmak ve hastaligin uzun vadede komplikasyon gelistirmesini énlemektir (Harvey ve Ferrier,

2007).
2.6. Hemoglobin (Hb)

Hemoglobin (Hb), insanda en ¢ok bulunan iki hemproteinden birisidir ve geri
doniisiimlii olarak oksijen baglamadan sorumludur. 67 kDa molekiil agirliginda olup yapisinda
demir igermektedir. Yetiskin bir insan eritrositinde yaklasik 7,5x10*' tane Hb molekiiliiniin
varlig1 bilinmektedir (Hu ve Rusling, 1997). Hemoglobin, doért globin zincirinden olusur.
Yetiskin hemoglobini olarak bilinen HbA en ¢ok bulunan form olup, iki o ve iki j zincirlerinden
olusur. Dogumda mevcut baskin tiir olan fetal hemoglobin de (HbF) iki a ve iki § zincirlerinden
olusur ve normal yetiskinlerde minér form olarak bulunur. HbA,, dogumdan sonra minér Hb
olup, iki a ve iki & zincirlerinden olugur. Diinyada en ¢ok bulunan hemoglobin varyantlari
yayginlik sirasina gére HbS, HbE, HbC, HbD’dir. Bu hemoglobinlerin tiimii, § zincirinde tekli
amino asit siibstitiientlerine sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri’nde HbC ikinci en yaygin
varyanttir ve onu tliglincli olarak HbE takip eder (Weykamp vd., 1993; Mongia vd., 2008;
Randie ve William 2009; Lenters-Westra vd., 2013). Saglikli bireylerdeki mevcut hemoglobin

tiirleri ve yaklasik olarak bulunma miktarlar1 Sekil 2.8’de verilmektedir.



22

VR

Hemoglobin

NS

-

VAR
HbA (Yetiskin Hb)

=N

HbF (Fetal Hb) HbA, (0add) % 2,5
ao ,
(aoryy) % 0,5 (aopB) % 97 2‘ , )
N
A~ Ao
_HbAT (glikozillenmemis)
(Glikozillenmis) % 94
\ / \0/
I N
HbAla
N
N
HbAlb
N
N
HbAlc % 5
N

Sekil 2.8. Saglikli bireylerdeki mevcut hemoglobin tiirleri ve yaklasik olarak bulunma

miktarlari.

2.6.1 Glikozillenmis hemoglobin (HbA1c)

Glikozillenmis hemoglobin (HbAlc) hemoglobinin B zincirinin valin N-ucuna D-

glukozun non-enzimatik baglanmasiyla olusan bir glikoproteindir. Birinci reaksiyon geri

doniistimlii olmasina ragmen, son iiriinde tersinmez ve kararli bir ketoamin yapis1 olusur (Sekil

2.9) (Lenters-Westra vd., 2013; Pravatmuang vd., 2001; Keltanen vd., 2013).
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Sekil 2.9. Hemoglobin ve glukoz arasindaki kimyasal reaksiyonlar.

HbAlc’nin olusumu kan glukoz derisimi ve kirmizi kan hiicrelerinin émriine baglidir.
Bazi durumlarda degismekle birlikte kirmizi kan hiicrelerinin dmrii ortalama 100-120 giin
kadardir. Bu sebepten HbAlc seviyesi yaklasik 2-3 aylik donem boyunca ortalama kan glukoz
seviyesi hakkinda bilgi verir (Chopra, vd., 2013). Kan glukoz seviyesinin yiiksek olmasi
(hiperglisemi) ile karakterize edilen diyabet, karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmalarini da
icine alan kronik bir hastaliktir. Bu hastalik uzun donemlerde kalp hastaliklari, bobrek
hastaliklari, noropati, gangren, mide felci, korlik ve sinir hasarlar1 gibi pek ¢ok
komplikasyonlara neden olmaktadir. Uluslararast Diyabet Federasyonunun 2012 verilerine gore
371 milyon diyabetli insan mevcutken bu saymin 2030 yilinda 552 milyon olmasi
beklenmektedir. Bu sebepten diyabet hastaliginin tamisinda ve onlenmesinde kan glukoz

seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Diyabet hastalar1 icin, geleneksel olarak, aclik kan sekeri ve ikinci saat sonundaki kan
sekeri degerlerinin 6l¢limii en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Bununla beraber, bu yaklasimda
belirlenen kan glukoz degerleri, dalgalanabilen ve giinliik diyetten etkilenebilen bir glukoz
seviyesini yansitir ve diizenli araliklarla 6l¢imii yapilmalidir (Pundir ve Chawla, 2014). HbAlc
seviyesi, HbAlc derisimi ve toplam hemoglobin derisimi arasindaki oran, kan glukoz
seviyesinin 0l¢limil yaninda diyabet hastalar1 i¢in faydali bir tan1 parametresidir ve kan glukoz
seviyesi ile karsilagtirildiginda, HbAlc seviyesi diyabetin tanis1 ve uzun dénemli kontrolii i¢in
daha kararli ve dogru bir tam saglar. HbAlc seviyesi, 2-3 aylik déonem boyunca ortalama kan
glukoz seviyesini yansitir ve glukoz seviyesinin mevcut dalgalanmalarmdan etkilenmez. Sonug
olarak, HbAlc seviyesi sadece diyabetin tanis1 i¢in kullanilmayip, glisemik kontrol,
uygulanacak tedavinin yonii ve muhtemel komplikasyonlarin kestirilmesi gibi amaclarla da
kullamlan bir parametredir. HbAlc seviyesinin klinik olarak referans degerleri % 5-20

araliginda kabul edilmekte ve normal degerleri % 4-6 arasinda degismektedir (Pribly ve Skladal,
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2006; Liu vd., 2008; Braga vd., 2011; Chawla ve Pundir, 2012; Lyons ve Basu, 2012; Pundir ve
Chawla, 2014).

Diyabet tanisi i¢in altin standart olarak kabul edilen HbAlc molekiiliiniin tayini i¢in iki
farkli prensibe dayanan yontemler gelistirilmistir. Bunlardan yiik farkina dayanan prensip, iyon
degisim kromatografisi ve elektroforez gibi yontemleri icerirken, ikinci prensip yapisal
farkliliga dayanir ve boronat afinite kromatografisi ve immiinoassay yontemlerini i¢erir. Bunlar
arasinda immiinoassay yontemi antijen-antikor etkilesimine dayandigi i¢in olduk¢a kesin ve
glivenilir sonuglar sunar. Bu yontemin diger bir avantajida diger hemoglobin varyantlarmin
sonucunu interfere etmemesidir. Ayrica immiinoassay yontemleri kiigiiltiilebilme, basitlik ve
maliyetin diisiik olmasina bagl olarak, 6zellikle hasta basi cihazlarin gelistirilmesi i¢in, daha
uygun yontemler olarak goriilmektedir (John vd., 2007; Tanaka vd., 2009; Song ve Yoon,
2009).

HbAlc tayini i¢in gelistirilen bazi immiinoassay yontemleri kaynak arastirmasi
boliimiinde verilmistir. Bu ¢alismalar genel olarak incelendiginde, etiket olarak glukoz oksidaz,
alkalen fosfotaz enzimleri ve CdTe kuantum dot yapilar1 kullamilmis ve genellikle
elektrokimyasal ve florometrik analizler yapilmugtir. Yapilan literatiir arastirmalari 1s18inda,
lantanit komplekslerinin HbAlc molekiiliinii 6lgmede tani etiketi olarak kullanildigi
calismalarin olmadig goriilmiistiir. Diger bazi tiirler i¢in lantanit komplekslerinin 6zellikle de
Eu(Ill) komplekslerinin etiket olarak kullanildig1 ¢alismalar yapilmis ve bu yapilarin etkinligi
gosterilmistir (Yuan ve Matsumoto, 1997; Wu ve Zhang, 2002; Harma vd., 2003; Jiang vd.,
2010; Niu vd., 2011; Zong vd., 2012; Hou vd., 2012; Jarvenpaa vd., 2012).

2.7. 3,4bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro-1,3dioksoheksil)fenil|benzensiilfonilkloriir

Yuan ve Matsumoto tarafindan sentezlenen, kimyasal adi 3,4-Bis[4-(4.4,5,5,6,6,6-
heptafloro-1,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir (BHHCT) olan ve gilinlimiizde ticari
olarak temini miimkiin olan bir liganttir. Kimyasal yapis1 sekil 2.10°de verilmistir. BHHCT bir
tetradentat P-diketonat selatidir ve trivalent katyonlarin uyarilmasi i¢in mitkemmel bir anten
molekiiliidiir. Molekiil, p-diketonat parcasinin yanindaki iki elektron ¢eken heptafloro grubuna
sahiptir ve lantanit iyonunu kuvvetlice baglamak i¢in enol olusumunu desteklemeye yardime1
olurlar ayrica bu gruplar florofore artms hidrofobik karakter verirler (Yuan ve Matsumoto,

1998).
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Sekil 2.10. BHHCT nin kimyasal yapisi.

BHHCT’nin Eu(IIl) ile kararli bir kompleksi olusturmasi miimkiindiir. Bu kompleks
yine heptafloro grubu sayesinde giiclii floresans i1gimasi yapabilecek ve proteinlere kovalent
olarak baglanabilecektir. Proteinlerle birlesmeyi saglayan ise yapidaki mevcut klorosiilfonil
gruplaridir. Burada kovalent baglar BHHCT nin -SO,CI grubu ile proteinlerin amino gruplari
arasinda olusur ve -SO,-NH baglar iiretir. Sonug olarak ¢dziiniir 6zellikteki Eu(Ill) kompleksi

proteinlere kolayca baglanabilir.

Tez calismasi kapsaminda BHHCT ile olusturulan kompleks etiket olarak
kullanilacaktir. Genel olarak bakildiginda, B-Diketonat esasli ligantlar etiket olarak kullanilacak
Eu(lll) kompleksinin fosforesans duyarliliklarini artirdiklar1 i¢in tercih edilmektedir. Bu
komplekslerin sentezinde Eu(Ill) iyonunun kullanilmasmin sebebi ise bu iyonun o6zel bir
fosforesans emisyonu vermesinden kaynaklanmaktadir. Eu(Ill) komplekslerinin verdigi bu
fosforesans emisyonunun organik fosforesans bilesiklere gore en 6nemli avantajlar1 uzun Stokes
kaymasi1 (boylece zemin sinyalinden kaynaklanan fosforesans dnlenmektedir) uyarilmis haldeki
milisaniyelere varan uzun omiir siireleri, UV bolgede uyarildiklarinda goriiniir bolgede hiper
gecis olarak tamimlanan dar ve keskin bir emisyon bantinin gozlenmesi olarak siralanabilir
(Yuan ve Matsumoto, 1998; Kimura 1998; Kimura vd., 1999; Connally vd., 2004; Deng vd.,
2010).

Literatirde HbAlc biyomolekiiliinii 6lgmede kullanilan [-diketonat esasli Eu(IlI)
kompleksleri ile ilgili ¢aligmalara rastlanilmamistir. Tez kapsaminda HbAlc biyomolekiiliiniin

Olctimiinde kullanilacak ve biyoetiket iglevi gorecek B-diketonat esashi Eu(Ill) kompleksinin
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gerekli biyokimyasal islemlerin tamamlanmasi ile HbAlc biyomolekiiliiniin 6l¢limii Zaman

Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-FIA) teknigi ile gergeklestirilecektir.

2.8. Kaynak Arastirmasi

2.8.1. TR-FIA ile yapilan cahsmalar

Liang ve arkadaslar viral kapsit antijenin tayini i¢in TR-FIA yontemi gelistirmislerdir.
Bu calismada Eu(Ill) etiketli antikor kullanilmis ve olduk¢a tatmin edici sonuglar elde
edilmigstir. Uygulanan prosediir ile dogrusal aralik 0-30 AU/mL ve tayin limiti 0,018 AU/mL
olarak belirlenmistir. Intra-assay ve inter-assay sonuglari da sirasiyla % 1,62-4,30 ve % 3,56-

7,57 olarak verilmistir (Liang vd., 2015).

Liu ve arkadaslari tarafindan, insan serumunda insiilin ve C-peptidin es zamanli olarak
Olclilmesi igin TR-FIA yontemi gelistirilmistir. Diger yontemlerden farkli olarak Eu(IIl) ve
Sm(III) selatlarmin ikisi de etiket olarak kullanilmistir. Sandvig tipi TR-FIA formatindaki
antikor kapli manyetik parcaciklarin nicel tayinde iyi bir performans gosterdigini
gozlemlemislerdir. C peptid ve insiilinin erken tani i¢in gdzlenebilme sinirlar1 sirasiyla 27

pmol/mL ve 0,04 mlU/L olarak belirlenmistir (Liu vd., 2014).

Hou ve arkadaslarinin insan serumunda tiimor belirteglerinin (CEA; karsinoembriyonik
antijen) belirlenmesine yonelik yaptig1 immiinoassay caligmalar1 TR-FIA ve immiinomanyetik
ayirmanin kombinasyonuyla olusturulmustur. Numunedeki analitlerin monoklonal antikor ile
kaplanmig manyetik boncuklar tarafindan yakalanip sonrasinda ise Eu(Ill) selatlarla
etiketlenmis ikincil antikorlar tarafindan etkilesimi ile yontemlerini sandvig tipi immunoassay
lizerine temellendirmislerdir. Formatta liiminesans artirici ¢ozelti kullanilmistir. Calisma
aralig1 ve gozlenebilme sinir1 sirastya 1-1000 ng/mL ve 0,5 ng/mL olarak belirlenmistir (Hou
vd., 2012).

Niu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, insan Ig G’nin kantitatif tayini i¢in yeni bir
bifonksiyonlu europiyum selat (ETNP) kullanan TR-FIA teknigi gelistirilmistir. Caligmada
birincil antikorun miktari, birincil antikor ve antijenin etkilesim siiresi, antijen ve ETNP etiketli
ikincil antikorun etkilesim siiresi optimize edilmistir. Uygun parametreler belirlendikten sonra,
insan Ig G’nin 16-500 pg/mL araliginda kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve gozlenebilme sinir1 5
pg/ mL olarak belirlenmistir (Niu vd., 2011).

Yan ve arkadaslar1 karsinoembriyonik antijenin (CEA) tayini i¢in yodntem

gelistirmislerdir. Mevcut yontem TR-FIA ve akis enjeksiyon analizinin kombinasyonu seklinde
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olusturulmus olup, basit, hassas ve spesifiktir. Bir sandvi¢ immiinoassay formati temel
alimarak, bir akis sistemine yerlestirilen bir monoklonal antikorun immobilize edildigi
immunoaffinite kolonu immiino-reaksiyonlar ig¢in kullanilmistir. Serumdaki CEA, 2,5-100 ng/

mL dogrusal aralikta ve 1,0 ng / mL gozlebilme sinirinda tespit edilmistir (Yan vd., 2005).

Daijo ve Sportsman tarafindan kemirgen plazmasindaki insiilinin tayini i¢in yeni bir
zaman gecikmeli immunoasssay gelistirilmistir.. Elde edilen veriler 1s18inda TR-FIA, ELISA
ve RIA sonuglar1 karsilastirilmigtir ve TR-FIA yonteminin ELISA ve RIA yontemleri igin bir
alternatif oldugu gozlenmistir (Daijo ve Sportsman, 1999).

Bertoft ve arkadaglarmin 1984’te yapmus oldugu bir ¢alismada, testosteronun tayininde
kullanilan TR-FIA yoOnteminin ¢ok hassas ve tekrarlanabilir bir test oldugunu sonucuna
varilmistir. Mevcut yontemde, kati faz iizerine testosteron-3-(O-karboksimetil)-oksim-
ovalbiimin konjugatmin kaplanmasiyla baglamis olup, bu konjugata karsi Eu(Ill) etiketli
poliklonal ve monoklonal antikorlarin verdigi cevaplar ile karsilagtirilmistir. Poliklonal etiket
analizde daha duyarli sonu¢ gostermistir. Bu etiketle Olgim araligi 0,3-10 nmol/L iken

monoklonal etiket i¢in 3,0-100 nmol/L olarak bulunmustur. (Bertoft vd., 1984).
2.8.2. BHHCT ve diger p-diketonat esash ligantlar ile yapilan cahsmalar

2010 yilinda Deng ve arkadaslari, BHHCT-Eu™ kompleksi i¢in yeni bir yontem
bulmuslardir. Ik asamada SA(BSA) olusturularak, belirli inkiibasyon ve diyaliz islemleri
sonrasinda ortama BHHCT ilave edilerek konjugat olusturulmustur. Kompleks yapinin
gerceklesmesi igin Olglim zamanindan 12 saat once ¢ozeltiye EuCl;, BSA, NaN; ve NaCl
belirli oranlarda ilave edilmistir. Caligmanin devaminda kompleksin ve onun metal

nanoyapisinin liiminesans uygulanmis biyoassay ¢alismalar1 yapilmistir (Deng vd., 2010).

Kimura ve arkadaslar1 ise BHHCT 'nin etiket olarak kullanilabilmesi i¢in bir takim sirali
etiketleme prosediirii olusturmuslardir. Elde edilen etiket ile yarismali TR-FIA yontemi
kullamlarak metafetaiminin kantitatif tayini yapilmstir. Iki asamali olarak yapilan ¢aligmada
en diisiik tayin degerleri sirasiyla 1 ng/mL ve 1 pg/mL olarak verilmistir. Numune ¢aligmalar1
TR-FIA ve GC-MS yontemleriyle yapilarak elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak

incelenmistir (Kimura vd., 1999).

2010 yilinda Jiang ve arkadaslar1 zaman gecikmeli florometrik uygulamalar igin
europiyum kompleksleri gelistirmislerdir. Eu(Il)’iin floresansi, bir liiminesans artiric1 ¢ozelti
ile birlikteyken okundugu DELFIA yontemi kullanilmistir. Kompleksler BHHCT ve BHHT

ligantlar1 kullanilarak olusturulmus ve karsilagtirmali olarak incelenmeler sonucunda daha
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yiiksek kuantum veriminden dolay1 ¢evresel patojenlerin liiminesans tayininde BHHCT-Eu(III)

kompleksini kullanilmiglardir (Jiang vd., 2010).

Hai ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aliymada, kopolimerizasyon teknigi ile
nanopartikiil gelistirilmesi amaglanmistir. Elde edilen nanopartikiiller, SA ile belirli bir
prosediir kapsaminda etiketlenmis olup, insan hepatit B yiizey antijeninin tayini i¢in sandvi¢
tipi TR-FIA yonteminde kullanilmustir. Nanopartikiiliin etkisini gorebilmek igin (SA)-APS-
BHHCT-Eu* ve (SA)-BHHCT-Eu™" etiketleriyle yapilan TR-FIA calismalar1 karsilastirilmustir
(Hai vd., 2004).

Wu ve Zhang tarafindan yapilan bir c¢alismada, BHHCT molekiiliiniin yapis1
degistirilerek yeni bir [-diketon selati olan BTBCT elde edilmistir. BHHCT ile
karsilagtirildiginda sulu ¢ozeltide BTBCT-Eu(IIl) selatinin tayin hassasiyeti zaman gecikmeli
floresans yontemiyle sekiz kat gelistirilmistir. Floresan etiketi olarak BTBCT-Eu selatini
olusturmak igin, streptavidin-BSA konjugati, maleimid-tiol yontemi ile hazirlanip BTBCT ile
etiketlenmistir. Yapilan deney sonuglar1 ile BTBCT'nin TRFIA OoOlgiimlerinde giiclii bir

etiketleme malzemesi olarak kullanilabilecegini gosterilmistir (Wu ve Zhang, 2002).

Yuan ve Matsumoto tarafindan yapilan ¢alismada albiimin igin BCOT kodlu tetradentat
B-diketon selati sentezlenmistir. TR-FIA c¢alismalart igcin BCOT, BSA ile etiketlenmis ve
floresans 6zellikleri arastirilmistir. Ayrica floresans 6zellige pH’1n etkisi de ¢alisilmistir (Yuan

ve Matsumoto, 1997).

2012 yilinda yaymlanan bir makale de ise Zhang ve arkadaslar1 (Zhang vd., 2012) B-
diketonat esasli ligantlarmm DLCLLA yonteminde DELFIA’dan daha iyi sonuglar verdigi, sulu
cozeltilerinde Eu(Ill) komplekslerinin kararlt oldugu, klorosiilfonatlandiklar1 i¢in proteine
rahatlikla kovalent olarak baglanabildigi ve yine sulu ¢ozeltilerinde yiiksek liminesans

ozellikte olduklar1 goriilmiistiir.

Hagan ve Zuchner’in yaptiklar1 bir c¢alismada da p-diketonat esasli Eu(II)
kompleksleriyle a-fetoprotein, troit, T4 gibi antijenlerin tayinlerinin yapilabilirligi gézlenmistir

(Hagan ve Zuchner, 2011).

Mevcut B-diketonat esasli Eu(Ill) komplekslerinin HbAlc biyomolekiiliinii 6lgmede

kullanildigina dair bir literatiire rastlanilmamistir.
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2.8.3. HbAlc icin yapilan cahsmalar

Chopra ve arkadaslar tarafindan HbAlc’nin tayinine yonelik optoelektrokimyasal bir
caligma yapilmistir. Etiket olarak yiiksek diizeyde liiminesans 6zellik gosteren CdTe kuantum
dotlar (QD) sentezlenmis ve QD-nanobiyoproblarin gelistirilmesi i¢in anti- HbAlc antikoruyla
konjuge edilmistir. QD-nanobiyoproplar ile HbAlc’nin tayininde floresan ve elektrokimyasal
olmak {izere iki assay formati kullanmilmigtir. Calisma araligt % 4-16 olarak belirlenmistir

(Chopra vd., 2013).

Tanaka ve arkadaslari, etiket olarak ferrosenli bilesikleri kullandiklar1 (HbAlc / Fc
etiketli anti-insan Hb antikor) mevcut caligmada HbAlc’nin tayinini iyon degistirme
kromatografisi ve elektrokimyasal olarak gerceklestirmislerdir. Calisma araliginin % 4-12,6

oldugu goriilmiistiir (Tanaka vd., 2009).

Tanaka ve Matsunaga’nin HbAlc tayini i¢in yaptigi bir ¢alismada etiket olarak alkalen
fosfataz (AP) enzimi kullanilmistir. Tayin i¢in boronat afinite immunassay ve liiminesans esasli
calismalar yapilmistir. Immunoassay formati, bakteriyel manyetik partikiil/boronik asit/HbAlc
/AP etiketli anti-Hb antikor seklinde olup, calisma araligi 10-100 ng/mL’dir (Tanaka ve
Matsunaga, 2001).

Stollner ve arkadaslar1 tarafindan HbAlc tayini i¢in amperometrik bir immiinosensor,
Pt-¢aligma elektroduna afinite matrisi olarak haptoglobin immobilize edilmistir. Yontemde
etiket olarak glukoz oksidaz (GOx) kullanilmis olup assay formati Anti-Hb antikor/Hb-HbAlc
/anti-HbAlc antikor/Biyotinlenmis IgG/Avidin-GOx konjugati seklindedir. HbAlc i¢in standart
egri % 0-25 araliginda elde edilmistir (Stollner vd., 2002).

Tanaka ve arkadaslarinin yaptigi HbAlc tayini i¢in diger bir ¢alismada da boronat
afinite immiinoassay yontemi ve amperometrik analizler kullanilmistir. Yontem, ¢ip {izerinde
bir elektrokimyasal akis immiinoassay sistemi, ferrosen monokarboksilik asit (Fc-COOH) ve
boronat-afinite kromatografisi ile isaretlenmis anti-insan hemoglobin (Hb) IgG kullanilarak
gelistirilmistir. HbAlc’nin elektrokimyasal tayini i¢in Fc-COOH (Fc-IgG) ile konjuge edilmis
anti-insan Hb IgG kullanilmigtir. 500 pg/mL derisime kadar HbAlc icin cevap elde edilmistir
(Tanaka vd., 2007).

Chen ve arkadaslar1 HbAlc’nin tayinini mikroakiskan immunoassay yontemiyle
gerceklestirmislerdir. Kan i¢indeki HbAlc’nin saptanmasi i¢in afinite matrisi olarak altin

nanopartikiiller ile kaplanmis manyetik mikrokiireler kullanmuslardir. Optimize edilmis
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elektroforez ve tayin kosullar1 altinda dogrusal aralik 0,05-1,5 pg/mL olarak belirlenmis ve
gozlenebilme sinir1 0,025 pg/mL olarak saptanmustir (Chen vd., 2011).

Chen ve arkadaslar1 tarafindan HbAlc’nin saptanmasmna yonelik yapilan bir diger
caligma da ise yontem olarak ELISA ve HPLC kullamilmistir. Assay formati sandvig tipte olup
polidimetilsiloksan {izerine anti-HbAlc antikorunun kovalent olarak baglanmasiyla
olusturulmustur. Dogrusal ¢aligma aralig1 ve gozlenebilme sinir1 10-100 ng/mL ve 3,58 ng/mL
olarak belirlenmistir (Chen vd., 2012).

Liu ve arkadaslari, HbAlc tayini igin elektrokimyasal bir ¢alisma yapmislardir. Sensor
yiizeyi ZrO, nanopartikiileri ile kaplanmis olup, anti-HbAlc antikoru ferrososenboronik asit
(FcBA) ile etiketlenmistir. Assay formati, ZrO, nanopartikiil anti-HbAlc antikor/FcBA/ HbAlc
seklindedir. Dogrusal ¢alisma araligi % 6,8-14 olarak belirlenmistir (Liu vd., 2006).

Liu ve arkadaslarmin 2006 yilindaki ¢alismalarina benzer bir yontemi de Halamek ve
arkadaslar1 ¢alismislardir. Bu ¢alisma digerinden farkli olarak yiizeyde ZrO, nanopartikiileri
kullanilmamus, anti-HbAlc antikoru sadece ferrosenboronik asit (FcBA) ile etiketlenmistir.
Kalibrasyon calismasi yine yiizde seklinde calisilmistir; ve g¢alisma araliginin genis % 0-20
oldugu goriilmiis ve mevcut sensor i¢in gozlenebilme sinirmin <% 5 oldugu saptanmustir

(Halamek vd., 2007).

Ahn ve arkadaslar1 tarafindan HbAlc tayini i¢in etiketsiz liiminol kemiliiminesans (CL)
temelli biyosensor gelistirilmistir. Kan numunelerinde HbAlc’yi segici olarak yakalamak icin 3-
aminofenil borik asit (3-APBA) ile kendi kendine birlestirilen (self-assembled) bir altin substrat
kullanmiglardir. Boronik asit ise HbAlc’yi plazmadan veya tam kandan ayirmak igin

kullanilmigtir. Dogrusal ¢alisma araliginin % 2,5-15 oldugu goriilmiistiir (Ahn vd., 2016).

Xue ve arkadaslar1 diger calismalardan farkli olarak etiket kullanmadan, nanokiireler
iizerine antikorun kovalent olarak baglanmasiyla potansiyometrik bir yontem gelistirmislerdir.
Caligma aralig1 total hemoglobin icin 166,7-570 ng/mL iken HbAlc i¢in 50-170,5 ng/mL’dir
(Xue vd., 2011).

BHHCT ligand: ile hazirlanan Eu(IIl) etiketi kullanilarak HbAlc’nin tayinine yonelik

TR-FIA ¢alismalarina literatiirde rastlanmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Immiinoassay Sistemi ve Yontemler

Immiinoassay calismalari, Sekil 3.1° de gosterilen bilgisayar baglantih BMG-FluoStar
Omega (filter based), multi modlu floresans okuyucu (BMG LABTECH) ile Costar® 96-
kuyucuklu opak polistiren plateler kullanilarak Zaman Gecikmeli Floroimmiinoassay (TR-FIA)

yontemi ile gergeklestirildi. Elde edilen veriler Omega yazilimu ile degerlendirildi.

> e

FLUOstar Omega

Sekil 3.1. FLUOstar Omega immiinoassay cihazi ve 96 kuyucuklu polistiren opak plate.

3.2. Mikroplateler

TR-FIA olgiimleri i¢cin Costar® 96-kuyucuklu opak, polistiren (Corning Incorporated,
USA) assay plate kullanildi. Ayrica, ELISA ¢alismalar1 NUNC 96-kuyucuklu seffaf plateler ile
gerceklestirildi.

3.3. Kullamlan Diger Cihazlar

UV-vis absorpsiyon spektrumlar1 Shimadzu UV-2550 spektrofotometre cihazinda 1 cm’
lik kuartz kiivetler icerisinde alindi.

Serum numunelerinin hazirlanmasinda Niive NF800 marka santrifiij cihazi kullanildi.

Caligmada kullanilan kimyasal maddelerin tartimlari, 0,1 mg duyarhlikla tartim

yapabilen Shimadzu marka elektronik terazi ile yapildi.
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Deney c¢ozeltilerinin pH’lar1 Mettler-Toledo marka kombine pH elektrodu kullanilarak
Mettler-Toledo marka pH metre cihazi ile ayarlandi. Cihaz1 kalibre etmek igin pH’s1 7,0 ve

pH’s1 4,0 olan Isolab analitik standart ¢ozeltileri kullanildi.

Cozeltilerin hazirlanmasinda ve mikroplatelere ilgili ¢ozeltilerin ilavesinde Brand ve

Eppendorf marka mikro pipetler kullanild.
Kimyasal madde ¢6zme islemlerinde Bandalin marka ultrasonik banyo kullanildu.
Cozeltileri karigtirmak i¢in Daihan marka manyetik karigtirici kullanild.

Tip icerisindeki ¢ozeltileri karigtirmak icin Isolab marka Vortex cihazi kullanildi
Ayrica, platelerin uygun sekilde kaplanmasini saglamak icin Isolab marka Plate Shaker
kullamldh.

Biitiin ¢ozeltiler Millipore Synergy marka saf su cihazindan elde edilen ¢ift distile su

(18,2 MQ cm) ile hazirlandi.

3.4. Kullamlan Kimyasallar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallarin isimleri ve temin edildikleri firmalar.

Kimyasal Madde Firma Adi
Fare Hemoglobin Alc Monoklonal Antikoru MyBioSource
Insan HbAlc Proteini ve Tavsan anti-HbAlc Poliklonal MyBioSource
Antikoru

Hemoglobin (Hb) Antikoru MyBioSource
Streptavidin (SA, 60 kDa) Sigma-Aldrich
S1gir Serum Albiimin (BSA >%98), Sigma-Aldrich
3,4-Bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro Sigma-Aldrich
1,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir  (CsoH;sCIF406S)

(BHHCT)

Streptavidin-Horseradish peroksidaz konjugati (SA-HRP) Sigma-Aldrich
Glutaraldehit (CHO (CH,);CHO) Sigma-Aldrich
Europiyum(III) kloriir (EuCls), Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir (NaCI) Merck
Sodyum azit (NaN3), Sigma-Aldrich
Di-sodyum monohidrojenfosfat dihidrat (Na,HPO,.2H,0) Riedel de Haén

Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO,.2H,0) Riedel de Haén
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallarin isimleri ve temin edildikleri firmalar (devami).

Kimyasal Madde Firma Ad1
Tween 20 Sigma-Aldrich
3,3"5,5"-Tetrametilbenzidin (TMB) Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Potasyum kloriir (KCI) Merck
Sodyum borhidriir (NaBH,), Sigma-Aldrich
Etil alkol (CH;CH,OH) Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit (HCT) Sigma-Aldrich

3.5. Kullamlan Cozeltiler
3.5.1 Kaplama tamponu

Antikorlar igin yaygin sekilde kullanilan ii¢ kaplama tamponu; 0,5 mol L™ karbonat (pH
9,6), 0,1 mol L™ Tris (pH 8,5) ve 0,1 mol L™ fosfat tamponudur (PBS) (pH 7,0).

Tez galismasi kapsanunda kaplama tamponu olarak pH 7,0 PBS 0,1 mol L™ derisimde
fosfat tamponu kullanildi. Bunun igin hesaplanan miktarlardaki sodyum dihidrojenfosfat
dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat dihidrat tartilarak saf suda ¢oziildii. pH’s1 7,0 olacak
sekilde 0,1 mol L™ HCI ve 0,1 mol L™ NaOH ¢6zeltileri ile pH’s1 ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti
buzdolabinda 4°C’de muhafaza edildi. Bu tampon, antikor ve antijen ¢06zeltilerinin
hazirlamasinda da kullanildig1 icin tezin ilerleyen boliimlerinde inkiibasyon ¢ozeltisi olarak da

adlandirilmistir.

3.5.2. Yikama tamponu

ELISA ve TR-FIA c¢alismalarinda yapilan inkiibasyonlar, kullanilan kimyasallar
arasinda yliksek afiniteli spesifik etkilesimlerin olusmasina izin verir. Her inkiibasyon basamagi
arasinda, birkag kez yikama yaparak madde ortamdan uzaklastirilmaya calisilir. Spesifik yiiksek
afiniteli etkilesimlere ilaveten, tlirler arasinda daima diisiik afiniteli etkilesimler de vardir.
Yikama tamponu, bu tiirlerin uzaklagmasi icin diisiik afiniteli etkilesimleri bozmalidir. Yikama
cozeltisi, biyolojik tiirlerin denatiirasyonunu 6nlemek ve etkinligini korumak i¢in bir fizyolojik
tampon icermelidir. Bu amag igin genellikle, PBS, TBS veya nétr pH'da imidazol-tamponlu
salin c¢ozeltiler idealdir. Ayrica, diisiik afiniteli spesifik olmayan etkilesimleri bozmak igin
yikama tamponuna bir deterjan ilave edilmelidir. Tween 20 veya Triton X-100’in bu amagla %

0,01-0,05 konsantrasyonlarda kullanimi1 uygundur. Genelde, her inkiibasyondan sonra 3-5 kez
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yikama adimi uygulanir. Yikama basamaklar elle gerceklestiriliyorsa, kuru kagit havluya plate
ters c¢evrilerek her adimda asir1 yikama tamponunun uzaklagmasi i¢in hafif¢ce vurulmalidir.
Platenin yikama adimlar1 arasinda uzun siire olmamalidir, bu durum aktivitenin azalmasina

neden olabilir (http://www.seracare.com/news-events/kpl).

Tez c¢aligmasi i¢in kullanilacak yikama tamponu, yukaridaki bilgiler géz Oniine
alinarak, 0,1 mol L' PBS (inkiibasyon ¢ozeltisi) igerisine % 0,05°lik Tween 20 ilave edilmesi ile

hazirlandi. Her inkiibasyon sonrasinda platelere 3 kez yikama islemi uygulandi.
3.5.3. Bloke edici tampon

Bu asama, kuyucuklarin antijen veya antikor ile kaplanmasi sonucunda, bos kalan
hidrofobik bdlgelerin bloke edilmesi olayidir. Kuyucuklar, sonraki reaksiyon maddelerinin
spesifik olmayan baglanmasimi onlemek igin bloke edilmelidir. Eger bu etkili bir sekilde
basarilmazsa, analiz i¢in spesifiklik ve hassassiyet diisecektir. Bloke edici maddelerin baslica iki
smift proteinler ve deterjanlardir. Deterjanlar ii¢ smiftan olusur: noniyonik, iyonik ve
zwitteriyonik. Iyonik ve zwitteriyonik deterjanlar zayif blokerlerdir ve kullanilmamalidir.
Tween 20 ve Triton X-100 gibi noniyonik deterjanlar, kat1 yiizey ile kovalent baglanmis
reaktiflerle kullanilmistir, fakat protein-protein etkilesimlerini bozabilecek yikama maddeleri
olarak kullanimlar1 daha c¢oktur. Diger bir bloke edici ajan olan proteinler ise; yagsiz siit tozu,
balik jelatini, kazain ve sigir serum albiimindir (BSA). BSA genellikle 0,1 mol L™ pH 7,0’da %

1-5 arasinda bir derisimde kullanilir (http://www.seracare.com/news-events/kpl).

Tez ¢alismasi i¢in kullanilacak olan bloke edici tampon, % 0,05’lik Tween 20 igeren 0,1
mol L' PBS ¢ozeltisine (yikama ¢ozeltisi) % 3’liik BSA ilave edilerek hazirlandi.

3.5.4. Diyaliz tamponu

0,01 mol L' derisimde fosfat tamponu hazirlamak igin hesaplanan miktarlardaki
sodyum dihidrojenfosfat dihidrat ve disodyum monohidrojenfosfat dihidrat tartilarak saf suda
¢ozildii. pH 7,4 olacak sekilde pH’s1 ayarlandi.

3.5.5. Etiket tamponlar

TR-FIA caligmalari i¢in hazirlanan etiket ¢ozeltisinin, inkiibasyon tamponu (0,1 mol L™

PBS) ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

ELISA c¢aligmalar1 igin ise, stok SA-HRP (streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugati) ¢ozeltisi, inkiibasyon tamponu ile (0,1 mol L' PBS) ile 1/5000 oraninda

seyreltilmesiyle hazirlandu.
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3.5.6. Sonlandirma ¢ozeltisi

% 97’lik H,SO, ¢ozeltisinden gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra uygun hacimde

alarak 2,0 mol L derisimde sonlandirma ¢6zeltisi hazirlandi.

3.5.7. Kan numuneleri

Saglikli bireylerden alman 3’er mL kan numuneleri 30 dakika 5000 rpm de
santrifijlendi. Stipernatant kisimdan 1 mL lik 6rnekler alinarak buzdolabinda -20 °C’de
depolandi. Deney Oncesinde 4 °C’de ¢Oziinme saglandiktan sonra oda sicakligina getirilerek

kullanild.
3.6. Eu (IIT) Kompleksi Ile Etiketlenmis SA(BSA)-BHHCT Konjugatimin Hazirlanmasi

Calismada birinci adim olarak, ticari olarak temin edilen 3,4-Bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-
heptafloro-1,3dioksoheksil)fenil]benzensiilfonilkloriir ~ bilesigi (BHHCT) ile  Eu(Il)
kompleksinin hazirlanmas1 amaglandi. Prosediir, Deng ve arkadaslar1 (2010) tarafindan 6nerilen
yonteme benzer sekilde ylriitildii. Buna gore:

i. 1 mg streptavidin (SA) ve 1 mg BSA 2 mL 0,01 mol L' PBS pH 7,4 icerisinde
¢oziildi.

ii. 0,1 mL %I’lik glutaraldehit (GA) eklendi. (4'C’de 24 saat ilk inkiibasyon
gergeklestirildi.)

iii. 0,4 mg sodyum bor hidrir (NaBH4) eklendi. (Oda sicakliginda 2 saat

inkiibasyona birakildi.)

iv.  Inkiibasyon sonrasinda ¢ozelti 0,01 mol L™ PBS pH 7,4’¢ kars1 diyaliz edildi.

v.  Diyaliz sonrasinda, ¢ozeltiye 1,5 mL distile su ilave edildi ve homojenizasyon
sagland.

vi. 12,6 mg sodyum bikarbonat (NaHCO;) eklendi.

vii.  Bu asamalardan sonra ¢ozeltinin pH’s1 1,0 mol L' NaOH ¢ozeltisi ile 9,1%¢

ayarlandi. (4°'C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi.)

viii. 2 mg BHHCT/0,3 mL etil alkol (EtOH) damla damla ¢ozeltiye ilave edildi ve

oda sicakliginda 1 saat boyunca karistirildi.

ix. Cozelti 0,01 mol L' PBS pH 7.4’¢ karsi baglanmayan tiirleri ortamdan

uzaklastirmak icin diyaliz edildi.

Toplanan ¢ozelti stoklar halinde -20°C’de depolandi ve her bir deney 6ncesinde stok
¢ozeltiden almip gerekli seyreltme isleminden sonra icerisine 1,8 uL 0,04 mol L EuCl;, %
2’lik BSA, % 1’lik NaN; ve % 9 NaCl eklenerek 12 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi ¢ozelti etiket ¢ozeltisi olarak kullanild: (Sekil 3.2).
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(1 saat)

BHHCT / etilalkol

Sekil 3.2. SA(BSA)-BHHCT-Eu’* etiketinin hazirlanma prosediiril.

3.7. Eu (IIT) Kompleksi ile Etiketlenmis SA-BSA Konjugatimn Karakterizasyonu

Etiketleme prosediiriinden sonra tiirler arasi olmasi beklenen baglanmalar, UV-Vis
spektroskopisi yontemi kullanilarak aragtirildi. Bunun i¢cin SA(BSA), BHHCT ve SA(BSA)-
BHHCT tiirlerinin 200-600 nm dalga boyu arasinda UV spektrumlar1 alindi ve sonuglar
degerlendirildi

3.8. Immiinoassay Formatimn Hazirlams:

Olusturulan format Sekil 3.3’te verilmistir.

Ekstinksiyon

SA(BSA)BHHCT-Eu(III) === Emisyon

HbAiAbl

B-HbA:c-Ab2

HbAlc-Ag

Sekil 3.3. TR-FIA yontemi ile olusturulan immiinoassay formati.
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Anti-HbA I ¢ birincil antikorun (HbAlc-Abl) yiizeye kaplanmasi;
100 p. HbAlc-Abl ¢ozeltisi 96 kuyucuklu opak mikrotiter plateye eklendi ve gece
boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi.

o  Yikama ve Bloking;
Kuyucuklar yikama tamponu (% 0,05 Tween 20) ile 3 kez yikandi.
Bloke edici tampon kuyucuklara eklendi ve 37°C’de inkiibe edildikten sonra kaplanan
plateler -20°C’de depolandu.

e HbAIc’nin (HbAlc -Ag) eklenmesi;
Antikorlar ile muamele edilmis kuyucuklara derisimi bilinen HbAlc-Ag standartlari
eklendi. 37°C’de gerceklestirilen inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar 3 kez
yikandi.

e Biyotinlenmis ikincil antikor (B-HbA1c-Ab2) ilavesi;
Kuyucuklara belli hacimde 100 plL B-HbAlc-Ab2 c¢ozeltisi eklendi ve inkiibasyona
birakildi.

o SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) etiket cozeltisinin eklenmesi;
Gerekli yikama adimindan sonra hazirlanan etiket ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi.

Inkiibasyondan sonra yikama adinu yapilarak 6lgiim alindi.
3.9. SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) Etiket Cozeltisinin Seyreltme Oraminin Optimizasyonu

Optimizasyon caligmalarinda ilk olarak hazirlanan etiket ¢ozeltisinin seyreltme orani

calisildi. Bunun i¢in asagidaki deneysel islemler uygulandi.

1. Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, 5 pg/mL derisimde HbAlc-Abl ¢ozeltisi
her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda baglanmamus antikorlar:
ortamdan uzaklastirmak i¢in yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

1.2. Ikinci islem olarak kuyucuklar bloke edildi. Bunun i¢in 300 uL bloke edici tampon
kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakild.

2. Sabit derisimlerde hazirlanan HbAlc-Ag cozeltileri (100 ng/mL) yukarida hazirlanan
platelere her kuyucuga 100 puL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

3. Sabit derisimde HbAlc-Ag ile muamele edilmis kuyucuklara 400 ng/mL 100 pL B-
HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda yikama
¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.
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SA(BSA)-BHHCT-Eu(Il) etiket ¢ozeltisi 1:5, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 ve 1:500 oranlarinda
seyreltilerek her bir kuyucuga 15 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra ekstinksiyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 390
ve 615 nm, kuyucuk basma gonderilen flag sayisi 100, entegrasyon baslatma ve entegrasyon
siiresi de 200 ve 400 ps olarak girilip TR-FIA Olgiimleri alindi. Elde edilen floresans

yogunluk degerleri seyreltme oranina karsi grafige gecirildi ve optimum oran belirlendi.

3.10. Mikrotiter Plateler icine Tlgili Antikorlarin Baglanmas1 Ve HbAlc-Abl (Abl) Ve B-

HbA1c-Ab2 (Ab2) Derisimlerinin Optimizasyonu

Optimum HbAlc-Abl ve B- HbAlc-Ab2 derisimlerinin belirlenmesi amaciyla asagida

belirtilen islemler uygulandi. Her bir degisken i¢in farkli kombinasyonlar Sekil 3.3’te verilen

format gergevesinde denenerek optimum derisimler belirlenmesi amaglandi.

1.

Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, farkli derisimlerde (2, 5, 7, 10, 15 ug/mL)
HbAlc-Abl c¢ozeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan
plateler 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama
¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

1.2. 300 uL bloke edici ¢o6zelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakilds.

Sabit derisimlerde hazirlanan HbAlc-Ag cozeltileri (100 ng/mL) yukarida hazirlanan

platelere her kuyucuga 100 uL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona

birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapild.

Antijenler ile muamele edilmis Abl kapl kuyucuklara farkli derisimlerde (100, 200, 300,

400, 500 ng/mL) 100 pL B- HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve

inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi belli oranda seyreltilerek her bir kuyucuga 15 pL

olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama

cozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra TR-FIA ol¢iimleri alindi. Elde edilen floresans

yogunluk degerleri sirasiyla, HbAlc-Abl ve B-HbAlc-Ab2 derigimlerine karsi grafige

gegirildi ve optimum derisim belirlendi.
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3.11. HbA1lc-Abl ile HbAlc Antijeninin Etkilesim Siiresinin Optimizasyonu

Biyolojik tiirlerin birbiri ile etkilesimi, zaman parametresinden etkilenir. Bu sebeple
HbAlc-Abl ve HbAlc arasindaki etkilesim siiresi baglanma afinitesi agisindan Onemlidir.
HbAlc-Abl ve B-HbAlc-Ab2 parametrelerinin derisimleri optimize edildikten sonraki adim

etkilesim siirelerinin optimizasyonudur.

1. Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, belli derisimde HbAlc-Abl ¢ozeltisi her
kuyucuga 100 uL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama cozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.2. Daha sonra 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakildi.

2. 100 ng/mL sabit derisimde hazirlanan HbAlc-Ag ¢ozeltileri HbAlc-Abl kapli platelere her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde zaman aralar1 géz o6niinde bulundurularak ilave edildi ve
37°C’de kuyucuklar 100, 80, 60, 40, 20 ve 10 dakika olmak {izere inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

3. Antijenler ile muamele edilmis Abl kaph kuyucuklara belli derisimde 100 uL. B-HbAlc-
Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda yikama
¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

4. SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi her bir kuyucuga 15 pL olacak sekilde ilave
edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapild1.

5. Deney asamalar1 tamamlandiktan TR-FIA 6l¢iimleri alindi. Elde edilen floresans yogunluk

degerleri, zamana kars1 grafige gecirildi ve optimum siire belirlendi.
3.12. B-HbAlc-Ab2 ile HbAlc Antijeninin Etkilesim Siiresinin Optimizasyonu

1. Antikorun Kaplanmasi
1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, 5 pg/mL derisimde HbAlc-Abl ¢ozeltisi
her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.
1.2. Son islem olarak kuyucuklar bloke edilir. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara
eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi.
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100 ng/mL sabit derisimde hazirlanan HbAlc-Ag ¢ozeltileri HbAlc-Abl kaph platelere her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de kuyucuklar inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonrasinda yikama ¢dzeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Antijenler ile muamele edilmis Abl kapli kuyucuklara 400 ng/mL 100 pL B-HbAlc-Ab2
eklendi. 37°C’de kuyucuklar 100, 80, 60, 40, 20 ve 10 dk olmak fiizere inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga 15
uL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan TR-FIA Glgiimleri alindi. Elde edilen floresans yogunluk

degerleri zamana kars1 grafige gegirildi ve optimum dakika belirlendi.

3.13. TR-FIA Yontemi ile HbAlc (ng/mL) Tayini icin Dogrusal Calisma Araligimn

Belirlenmesi

Optimizasyon caligmalari tamamlandiktan sonra HbAlc igin kalibrasyon g¢aligmalari

yapildi ve dogrusal ¢alisma aralig1 belirlendi.

1.

Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, 5 pg/mL derisimde HbAlc-Abl ¢ozeltisi
her kuyucuga 100 uL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.2. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakild.

Farkli derisimlerde hazirlanan (0,05-9200 ng/mL) HbAlc-Ag ¢ozeltileri HbAlc-Abl kapl

platelere her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de kuyucuklar

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapilda.

Antijenler ile muamele edilmis Abl kaph kuyucuklara belli derisimde 100 uL B-HbAlc-

Ab2 eklendi. 37°C’de kuyucuklar inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile

3 kez yikama yapildi

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi her bir kuyucuga 15 pL olacak sekilde ilave

edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez

yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra TR-FIA olgiimleri alindi. Elde edilen floresans

yogunluk degerleri derigimlere kars1 grafige gecirildi.
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3.14. TR-FIA Yontemi ile % HbAlc Tayini i¢cin Dogrusal Calisma Arah@imin Belirlenmesi

1.

Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, belli derisimde Hb-Abl c¢ozeltisi her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama cozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.2. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakild.

Farkli yiizdelerde (2-25%) hazirlanan HbA1c/HbAO ¢ozeltileri yukarida hazirlanan platelere

her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Farkli yiizdelerdeki (2-25%) HbAlc/HbAO ile muamele edilmis kuyucuklara belli

derisimde 100 pL B-HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve

inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢6zeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga 15

uL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda

yikama ¢06zeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra TR-FIA 6lgiimleri alindi. Okunan floresans

yogunluk degerleri % HbAIc/HbAO degerlerine karsi grafige gecirildi ve kalibrasyon

grafigi cizildi.

3.15. %9 HbA1c Tayini icin Tekrarlanabilirlik Calismasi

Tez kapsaminda olusturulan immiinoassayin tekrarlanabilirligi % 5, % 10 ve % 20

HbAlc standartlar1 i¢in okunan floresans yogunluk degerlerinin kuyucuktan kuyucuga ve

plateden plateye karsilastirilmasiyla ¢aligildi.

3.16. ELISA Yéntemi ile % HbA1c Tayini i¢cin Dogrusal Cahsma Arahgimn Belirlenmesi

1.

Antikorun Kaplanmast1

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, belli derisimde Hb-Abl ¢ozeltisi her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.2. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakild.
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Farkli yiizdelerde (% 2-25) hazirlanan HbA1c/HbAO ¢ozeltileri yukarida hazirlanan
platelere her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

HbA1c/HbAO ile muamele edilmis kuyucuklara 400 ng/mL 100 uL B-HbAlc-Ab2 eklendi.
37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

Caligilan yontem ELISA oldugu igin bir enzim etiketinin kullanilmasi s6z konusudur. Etiket
olarak kullanilan streptavidin-horseradish peroksidaz (SA-HRP) konjugat ¢ozeltisi her
kuyucuga 100 uL olacak sekilde eklendi. Inkiibasyon isleminden sonra yikama ¢ozeltisi ile
3 kez yikama yapild.

3,3",5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢6zeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
ilave edildi ve platelerin lizeri kapatilarak renk degisimi goézlenene kadar inkiibasyona
brrakild: (~15 dakika).

Herhangi bir yikama islemi yapilmadan 50 pL sonlandirma ¢ozeltisinin (2,0 mol L™ H,SO,)
kuyucuklara eklenmesi ile reaksiyon sonlandirildi.

Deney agamalar1 tamamlandiktan sonra mikrotiter plateler, microplate okuyucuya
yerlestirildi ve 450 nm’de absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerleri %

HbA1c/HbAO degerlerine karsilik grafige gecirildi ve standart bir egri elde edildi.

TMB

HbAi-Abl

Sekil 3.4. ELISA yontemi ile olusturulan immunoassay formati.
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3.17. Kan Numunelerinde % HbA1c Tayininin Yapilmasi

TR-FIA yintemi ile kan numunelerinde %HDbA 1¢ tayininin yapilmast

1.

Antikorun Kaplanmasi

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, belli derisimde Hb-Abl c¢ozeltisi her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama cozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.1. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakild.

Hb-Ab1 kapl platenin ilk skalasina (% 0-25) standart % HbA1c/HbAO ¢ozeltileri, ikinci

skalaya ise goniilliilerden alinan kan numuneleri gerekli islemlerden gegirildikten sonra her

kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Belli derisimde 100 pL B-HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve

inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi belli oranda seyreltilerek her bir kuyucuga 15 pL

olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama

cozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan TR-FIA 6lgtimleri alindi. Okunan floresans yogunluk

degerleri standart % HbAlc 6rnekleri ile olusturulan kalibrasyon baz alinarak numunelerdeki %

HbAlc orami belirlendi. Sonuglar karsilastirilarak % geri kazanim ve % ylizde bagil standart

hata degerleri hesapland:.

ELISA yontemi ile kan numunelerinde % HbA Ic tayininin yapilmasi

1.

Antikorun Kaplanmas1

1.1. Polistiren 96 kuyucuklu mikrotiter platelere, belli derisimde Hb-Abl ¢ozeltisi her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikama yapildi.

1.2. 300 pL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakild.

Hb-Abl kapli platenin ilk skalasina (% 0-25) standart % HbA1c/HbAO cozeltileri, diger

skalaya ise goniilliilerden alinan kan numuneleri gerekli islemlerden gecirildikten sonra her
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kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Belli derisimde 100 pL. B-HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve
inkiibasyon sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Bu asamada calisan yontem ELISA oldugu igin bir enzim etiketinin kullanilmasi sz
konusudur. Etiket olarak kullanilan SA-HRP konjugat ¢ozeltisi her kuyucuga 100 pL olacak
sekilde eklendi. Inkiibasyon isleminden sonra yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.
3,3',5,5"-Tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢ézeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
ilave edildi ve platelerin iizeri kapatilarak renk degisimi gdzlenene kadar inkiibasyona
birakildi (~15 dakika). (Siire sonunda kuyucuklar ig¢indeki ¢ozeltiler dokiilmez ve yikama
¢Ozeltisi ortama eklenmez).

50 uL sonlandirma ¢ozeltisinin (2,0 mol L& H,SO,) kuyucuklara eklenmesi ile reaksiyon
sonlandirildi.

Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra mikrotiter plateler, microplate okuyucuya
yerlestirildi ve 450 nm’de absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerleri standart
% HbAlc ornekleri ile olusturulan kalibrasyon egrisi baz alinarak numunelerdeki % HbAlc
orani belirlendi ve sonuglar kendi i¢inde karsilagtirilarak % geri kazanim ve % ylizde bagil

standart hata degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez kapsaminda HbAlc tayinine yonelik yeni bir immiinoassay yonteminin
gelistirilmesi amaglandi. ilk olarak streptavidin ile sigir serum albiimin konjugati (SA(BSA))
olusturuldu. 3,4-Bis[4-(4,4,5,5,6,6,6-heptafloro-1,3dioksoheksil)fenil |benzensiilfonilkloriir
(BHHCT), ilavesiyle olusturulan kompleks, Eu(IIl) ile etiketlendi. Elde edilen etiket
kullamlarak ilgili immiinoassay formati olusturuldu ve Mikro Plate Floresans Okuyucuda,
zaman gecikmeli floroimmiinoassay (TR-FIA) teknigi ile HbAlc biyomolekiiliiniin dl¢iimii

gerceklestirildi. Deneysel parametreler optimize edildi ve edilen sonuglar agagida sunuldu.
4.1. Hazirlanan SA(BSA)-BHHCT Konjugatimn UV-Vis Spektrofotometre ile
Karakterizasyonu

Tezin ilk asamasinda Bolim 3.6’da belirtildigi SA(BSA)-BHHCT konjugatlar
olusturuldu ve bu konjugatlarin Eu(IIl) ile etiketlenmeden 6nce etkinligi arastirildi. Bunun igin

saf BHHCT, SA(BSA) ve SA(BSA)-BHHCT konjugatlarinin absorpsiyon spektrumlari alindi.

0.7

— (a)SA(BSA)
—— (b)BHHCT
—— (c)SA(BSA)-BHHCT

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

Absorpsiyon Yogunlugu
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0.0 R '
250 300 350 400 450 500

Dalgaboyu / nm

Sekil 4.1. (a) SA-BSA konjugati, (b) Saf BHHCT, (c) SA(BSA)-BHHCT nin absorpsiyon
spektrumlari.

Sekil 4.1 incelendiginde, saf BHHCT 342 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon
gosterirken, SA(BSA) konjugatina ait pikin 284 nm dalgaboyunda oldugu gdzlendi. Bunun



46

yaninda SA(BSA)-BHHCT konjugati olusturulduktan sonra, hem 284 nm hem de 342 nm
civarinda pikler elde edildi. Bu durum gerekli baglanmalarin saglandig1 ve istenen konjugatlarin

elde edildigi seklinde yorumlanabilir (Deng vd., 2010).
4.2. Optimizasyon Cahsmalari

Immunoassay prosiidiirlerini etkileyen faktdrlerin optimizasyonlar1, ¢alismalarmn
giivenilirligi acisindan gereklidir. Bu sebepten parametreler optimize edilirken, farkl

kombinasyonlar denenerek calisildi.
4.2.1. SA(BSA)-BHHCT-Eu(III) etiket ¢ozeltisinin seyreltme oranimin optimizasyonu

Boliim 3.6°da anlatildigi gibi, hazirlanan SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisinin
ilk olarak seyreltme orani optimize edildi. Bu ama¢ dogrultusunda, Bolim 3.9°de belirtildigi
lizere mikrotiter plate iizerine ilgili anti-HbAlc antikoru (HbAlc-Abl), sabit derisimde (5
ug/mL) eklenerek, gece boyu inkiibasyona birakildi ve antikorun fiziksel olarak kati1 yiizeye
baglanmasi saglandi. Gerekli yikama ve bloking adimlarindan sonra immunoassayin diger
agamalar1 uygulandi. HbAlc-Abl kaph her bir kuyucuga yine sabit derisimde (100 ng/mL)
HbAlc-Ag eklendi. Antijenler ile muamele edilmis HbAlc-Abl kapli kuyucuklara B-HbAlc-
Ab2 ilave edildi. Son olarak, SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢6zeltisi 1:5, 1:25, 1:50, 1:100,
1:200 ve 1:500 oranlarinda seyreltilerek her bir kuyucuga 100 uL olacak sekilde ilave edildi ve
37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢o6zeltisi ile yikama yapildi.
Deney asamalar1 tamamlandiktan sonra asagida verilen parametreler dogrultusunda TR-FIA
Ol¢timii alind1. Elde edilen floresans yogunluk degerleri seyreltme oranina kars1 grafige gecirildi

(Sekil 4.2).

e FEkstinksiyon ve emisyon dalga boylar1; 390 nm, 615 nm,
e Kuyucuk bagina gonderilen flag sayisi; 100,

e Entegrasyon baglatma ve entegrasyon siiresi; 200 ps ve 400 pus.
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Sekil 4.2. SA(BSA)-BHHCT-Eu(IIl) etiket ¢6zeltisinin seyreltme oram (1:5, 1:25, 1:50, 1:100,
1:200 ve 1:500) optimizasyonu (Hata ¢ubuklari 3 6l¢iim sonrasi elde edilmistir).

Yukaridaki grafik goéz oOniinde bulunduruldugunda, seyreltme oramnin artmasina
bagimli olarak floresan yogunlugunun azaldigi goriilmektedir. 1:50 seyreltme oraninin
gosterdigi floresans yogunluk 1:5 ve 1:25’ten daha diisiik olmasina ragmen, bu oranlarda uygun
kalibrasyon egrilerinin olusturulamadigi goriildii. Bunun yaninda minimum madde kullanimi da

g6z Oniine alindi. Dolayisiyla, tatmin edici sinyal yogunluguna ulasildig: diisiiniilerek 1:50 orani

optimum olarak se¢ildi.

Hou ve arkadaslar tarafindan karsinoembriyonik antijenin, TR-FIA yontemiyle tayin
edildigi bir calismada ikincil antikor Eu(IIl) ile etiketlenmis ve 6l¢lim alinmistir. Olusturulan
assay prosediiriinde etiketin seyreltme orani optimize edilmistir. 1:10, 1:25, 1;50, 1:75, 1:100 ve
1:200 oranlarinda c¢alisilmis ve elde edilen seyreltme oranina karsilik ¢izilen floresans yogunluk

grafiginde 1:50 seyreltme oranindan sonra yogunlugun azalmasi sebebiyle optimum olarak 1:50

belirlenmistir (Hou vd., 2012).

Yan ve arkadaslar1 tarafindan karsinoembriyonik antijenin TR-FIA ve akis enjeksiyon
immunoassay yontemiyle tayin edildigi bir ¢alismada da yine ikincil antikor, Eu(IIl) ile
etiketlenmis ve 6l¢lim alinmistir. Optimizasyon calismasi etiketin ¢esitli seyreltme oranlarinda

calisilmistir. Seyreltme oranina karsilik cizilen floresans yogunluk grafiginde 1:100 seyreltme
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oranindan sonra floresans yogunlugun azalmasi sebebiyle optimum olarak 1:100 oran

sec¢ilmistir (Yan vd., 2005).
4.2.2. HbAlc-Abl (Abl) ve B- HbAlc-Ab2 (Ab2) derisimlerinin optimizasyonu

Boliim 3.10°da anlatildigi gibi, optimum HbAlc-Abl ve B-HbAlc-Ab2 derisimlerinin
belirlenmesi amaciyla basamakli immunoassay islemleri uygulandi. Her iki parametrenin
optimizasyonu farkli kombinasyonlar olusturularak yapildi ve grafige gegirilen sonuglar

neticesinde optimum degerler belirlendi.

[k olarak polistiren 96-kuyucuklu mikrotiter platelere, farkli derisimlerde (2, 5, 7, 10,
15 pg/mL) HbAlc-Abl ¢ozeltisi kaplandi. Belli derisimde hazirlanan HbAlc-Ag ¢dzeltileri
yukarida hazirlanan platelere ilave edilip inkiibasyon sonrasinda yikama ¢ozeltisi ile yikama
yapildi. Bu platelere yine farkli derisimlerde (100, 200, 300, 400, 500 ng/mL) B-HbAlc-Ab2

¢ozeltisi eklenip inkiibasyon sonunda yikama ¢6zeltisi ile yikama yapildi.

Bir onceki bolimde, optimize edilen oranda seyreltilen SA(BSA)-BHHCT-Eu(III)
etiket ¢ozeltisi, her bir kuyucuga 15 pL olacak sekilde ilave edildi ve inkiibasyon sonunda

yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi.

Immunoassay asamalar1 tamamlandiktan sonra TR-FIA &lgiimleri alindi. Elde edilen
floresans yogunluk degerleri birincil antikor ve biyotinlenmis ikincil antikor derisim
miktarlarina gore ayr1 ayri grafiklere gegirildi ve en iyi floresans degerlerinin elde edildigi
miktarlar HbAlc-Ablicin 5 pg/mL, B-HbAlc-Ab2 icin de 400 ng/mL olarak belirlendi. Sekil

4.3’te bu verilere ait grafikler goriilmektedir.
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Sekil 4.3. (A) HbAlc’nin derisiminin optimizasyonu. (B) B-HbAlc-Ab2’nin derigiminin

optimizasyonu (Hata ¢ubuklar1 3 6l¢iim sonrasi elde edilmistir).
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Niu ve arkadaslar1 tarafindan TR-FIA yontemiyle, insan Ig G tayini i¢in yapilan bir
caligmada kaplama antikorunun derigimi benzer seklide optimize edilmistir. Calisma aralig: 0-
25 pg/L olup, yaymmda sunulan grafik incelendiginde, antikor miktar1 arttikca floresans
yogunlugun azalmasina bagli olarak optimum derisim 5 pug/L olarak belirlenmistir (Niu vd.,

2011).
4.2.3. HbAlc-Abl ile HbA1c antijeninin etkilesim siiresinin optimizasyonu

Olusturulan sandvig tipi immunoassayde, birincil antikor olan HbAlc-Ab1’in, HbAlc-
Ag’nin ve ikincil antikor olan B-HbAlc-Ab2’nin assay kapsaminda birbirlerine baglanma
afinitelerinin, her reaktanin molar orami tarafindan 6nemli Olglide etkilendigini floresan
yogunluklarina bakarak gormekteyiz. Mevcut etkilesim lizerine inkiibasyon siirelerinin de

etkisinin olacag diisiiniilerek, ¢alismalar siirelerin optimizasyonu dogrultusunda ilerlemistir.

Inkiibasyon siireleri iki asamali olarak arastirildi. Ilk asamada, birincil antikor olan
HbAlc-Abl ve HbAlc-Ag’nin baglanma afinitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi ¢aligildi.
Bolim 3.11°de anlatildigi gibi, HbAlc-Abl kapl platelere her kuyucuga 100 pL HbAlc-Ag
olacak sekilde zaman aralar1 géz 6niinde bulundurularak ilave edildi. 37°C’de kuyucuklar 100,
80, 60, 40, 20 ve 10 dakika olmak {lizere inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi
ile yikama yapilip diger adimlara gecildi. Floresans yogunluklar, inkiibasyon siirelerine karsi
grafige gecirildi ve optimum etkilesim siiresi 60 dakika olarak belirlendi ve tiim deneylerde ilk

inkiibasyon siiresi 60 dakika olarak alindi.
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Sekil 4.4. Farkli inkiibasyon siireleri altinda Anti-HbAlc & Ag etkilesimine bagimli floresans

yogunluklar1 (Hata ¢ubuklar1 3 6lgtim sonrasi elde edilmistir).

4.2.4. B-HbA1c-Ab2 ile HbAlc antijeninin etkilesim siiresinin optimizasyonu

Bolim 4.2.3’te belirtildigi gibi inkiibasyon siirelerinin optimizasyonu iki asamali
gerceklestirildi. Ikinci asamada, B-HbAlc-Ab2 ve HbAlc-Ag igin optimum etkilesim siiresi
belirlendi. Prosediir digerleri ile ayn1 asamalardan ibaret olup antijen ile muamele edilmis
kuyucuklara 100 pL. B-HbAlc-Ab2 eklenip 37°C’de kuyucuklar 100, 80, 60, 40, 20 ve 10
dakika olmak iizere inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi ve
calismanin diger adimlar1 gergeklestirildi. Elde edilen verilerin grafige gegcirilmesi ile
maksimum floresans yogunlugun gozlendigi siire optimum olarak belirlendi (Sekil 4.5). Buna

gore diger deneylerde kullamilmak iizere inkiibasyon siiresi 60 dakika olarak se¢ildi.

Tiirlerin derisim optimizasyonunda da belirtildigi gibi, yine Niu ve arkadaslarinin
yaptig1l ayni ¢aligmada yakalama antikoru ile antijen ve antijen ile ikincil antikorun baglanma
afinitesine inkiibasyon siiresinin etkisi ¢alisilmistir. Her iki ¢alisma icin de siire araliklart 15-
120 dakika arasindadir. Yaymda verilmis olan zamana karsi floresans yogunluk grafikleri
incelendiginde ilk grafik i¢in (kaplama antikoru ile ilgili antijen etkilesimi) 60 dakikadan sonra
cok az bir artisin oldugu sonrasinda ise floresans yogunluk degerinin artmadigi gozlenmis ve bu

sebepten optimum siire 75 dakika olarak ¢ahsilmustir. Ikinci grafik igin (antijen ile ikincil
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antikor etkilesimi) yine 60 dakikadan 90 dakikaya kadar ¢ok az bir artisin oldugu sonrasinda ise
floresans yogunluk degerinin artmadigi gozlenmis ve bu sebepten optimum siire 90 dakika

olarak ¢alisilmistir (Niu vd., 2011).
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Sekil 4.5. Farkli inkiibasyon siireleri altinda Anti-HbAlc & Ag etkilesimine bagimli floresans

yogunluklar1 (Hata cubuklar1 3 6l¢iim sonrasi elde edilmistir).

4.3. TR-FIA Yoéntemi ile HbAlc (ng/mL) Tayini icin Dogrusal Cahsma Arahgimin
Belirlenmesi

Boliim 3.13°de anlatildig1 gibi elde edilen optimum veriler ile immiinoassay prosediirii
olusturuldu. Buna gore; 5 pg/mL derisimde HbAlc-Abl ile mikrotiter plateler kaplandi.
Kuyucuklar bloke edildikten sonra antijenler ile muamele edildi. Farkli derigsimlerde hazirlanan
(0,05-9200 ng/mL) HbAlc-Ag cozeltileri HbAlc-Abl kapl platelere her kuyucuga 100 pL
olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de kuyucuklar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Antikor ile antijenin etkilesimi gergeklestikten sonra 400 ng/mL derisimde B-HbAlc-
Ab2 kuyucuklara eklendi ve inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile 3 kez

yikama yapildi.
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SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga
15 uL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikama yapildi.

Deney agamalar1 tamamlandiktan sonra TR-FIA dl¢iimleri alindi. Elde edilen floresans

yogunluk degerleri farklt HbAlc derisimlerine karsi grafige gegirildi.
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Sekil 4.6. HbAlc biyomolekiilii icin kalibrasyon grafigi (Hata ¢ubuklar1 5 dl¢iim sonrasi elde
edilmistir).

Immunoassayler gibi ligant baglama assaylerinde kalibrasyon egrileri, genellikle, analit
derisimi ve cevap arasindaki lineer olmayan iliski ile agiklanir. Tipik olarak, cevap derisim ile
sigmoidal bir iligki sergiler. Bu tip kalibrasyon egrileri i¢in kabul edilen model 4-parametre

lojistiktir (4-PL) (Findlay ve Dillard, 2007).

Immunoassay prosediirleri de ligand baglama ¢alismalari icerdiginden verilerin 4-PL ile
degerlendirilmeleri daha dogru sonuglar sunar. Bunun icin kalibrasyon caligmasi sonucunda
elde edilen veriler bu sekilde grafige ge¢irildi ve daha dogrusal bir grafik elde edildigi goriildii.
(Sekil 4.7). Buna gore HbAlc i¢in ¢aligma araliginin 0,05-9200 ng/mL oldugu goriildii.
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Sekil 4.7. HbAlc biyomolekiilii i¢in 4-parameter fit kalibrasyon grafigi.
4.4. TR-FIA Yontemi ile % HbA1c Tayini I¢cin Dogrusal Calisma Arahginin Belirlenmesi

HbAlc tayinine yonelik ¢alismalar incelendiginde, genellikle yiizde olarak ¢alisildigi
goriildii. Boliim 3.14’te anlatildigr gibi % HbAlc tayini yapildi. Elde edilen kalibrasyon egrisi
ayrica ger¢cek numunelerde % HbA ¢ tayini i¢in kullanildi.

Polistiren 96-kuyucuklu mikrotiter platelere, 5 pg/mL derisimde Hb-Abl ¢ozeltisi her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler 37°C’de gece boyunca
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda baglanmamis antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak
icin yikama c¢ozeltisi ile yikama yapildi. Son islem olarak 300 pL bloke edici ¢ozelti
kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakild.

Farkli yiizdelerde hazirlanan (% 0-25) HbAlc/HbAO c¢ozeltileri yukarida hazirlanan
platelere her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona

birakildi. Siire sonunda yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi.

Farkli yiizdelerdeki HbAlc/HbAO ile muamele edilmis kuyucuklara 400 ng/mL 100 puL
B-HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda yikama
¢ozeltisi ile yikama yapildi.

SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiket ¢ozeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga
100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
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yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi ve TR-FIA Ol¢iimii alindi. Okunan floresans yogunluk
degerleri % HbA1c/HbAO degerlerine karsi grafige gecirildi ve standart bir egri elde edildi.
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Sekil 4.8. HbAlc biyomolekiilii i¢in TR-FIA yontemi ile % kalibrasyon grafigi (Hata ¢ubuklari

4 6lgiim sonrasi elde edilmistir).

Sekil incelendiginde, % HbAlc i¢in g¢alisma araligimin % 0-25 oldugu gorildi.
Literatiirde HbAlc seviyesi i¢in klinik olarak referans degerleri % 5-20 araliginda kabul edilmis
ve normal degerlerin %4-6 arasinda degisebilecegi belirtilmistir (Pundir ve Chawla, 2014). Bu

sebepten, tez kapsaminda, elde edilen calisma arali§inin uygun oldugu sdylenebilir.

HbA1lc biyomolekiiliiniin tayini i¢in yapilan kalibrasyon ¢aligmalar asagidaki tabloda
Ozetlenmistir; ancak mevcut tiiriin tayini icin bu yontemin kullanildigi c¢aligmalara

rastlanmamustir.



Cizelge 4.1. Elde edilen sonucun diger ¢aligmalar ile kargilagtirilmas.
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antikoru/SA(BSA)(BHHCT)-Eu+3

. Calisma
Yontem Etiket Immunuassay formati Literatiir
Arah@
Protein A/ Anti HbAlc antikor/
Floroimmiino assay/ CdTe kuantum dotlar Chopra vd.
) HbAlc/ QD etiketli anti HbAlc % 4-16
Elektrokimyasal (ODs) ) (2013).
antikor
Iyon degistirme o
o HbAIlc/ Fc etiketli anti-insan Hb Tanaka vd.
kromatografisi/ Ferrosen (Fc) ) % 4,0-12,6
antikor (2009).
Elektrokimyasal
Boranat afinite Bakteriyel Manyetik Tanaka ve
immuoassay AP partikiil/boronik asit/HbAlc/ AP 10-104 ng/mL. | Matsunaga
/Liiminesans etiketli anti-Hb antikor (2001).
ELISA/ Anti-Hb antikor/Hb-HbA1c/anti-
Glukoz oksidaz Stollner vd.
Amperometrik HbA1c antikor/Biyotinlenmis Ig % 0-25
(GOx) L (2002).
G/Avidin-GOx kongugati
Boranat afinite Ferrosen- A
) ) HbAlc/Fc-COOH etiketli anti- 500 pg/mL’ye | Tanaka vd.
immuoassay/ monokarboksilik asit( |
) insan Hb Ig G kadar (2007).
Amperometrik Fc-COOH)
Au.kitosan.Fe304
ELISA/ mikrokiire/HbAlc 0,05-1,5 Chen vd.
) Alkalen fosfataz (AP) ) )
Liiminesans antikor/HbAlc/Hb antikor/AP pg/mL (2011).
etiketli Ig G antikor
) o Nanopartikiil (SAM)/ anti-HbAlc 50-170,5
Potansiyometrik Etiketsiz Xue vd. (2011).
antikor ng/mL
ELISA/ Polidimetilsiloksan (Sandvig Chen vd.
Boronik asit 10-100 ng/mL
HPLC immunoassay)/anti-HbAlc antikor (2012).
Elektrokimyasal
) Ferrosenboronik asit Halamek vd.
(piezosensor)/ FcBa etiketli anti-HbA1c antikor % 0-20
. (FcBA) (2007).
Immunoassay
Ferrosenboronik asit ZrO2 nanopartikiil anti-HbAlc
Elektrokimyasal % 6,8-14 Liu vd. (2006).
(FcBA) antikor/FcBA/ HbAlc
Elektrokimyasal/
o 3-Aminofenilboronik asit (3-
Kemiliiminesans Etiketsiz % 2,5-17 Ahn vd. (2016).
) APBA)/SAM/ HbAlc
Biyosensor
Anti-Hb antikoru ya da anti-HbAlc
Zaman gecikmeli ) o ) ) % 0-25
SA(BSA)-BHHCT- antikoru/HbAlc/biyotinlemis anti-
Floroimmunoassay 0,05-9200 Bu calisma.
Eu(IID) HbAlc
(TR-FIA) ng/mL
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4.5 9%9HbA1c Tayini icin Tekrarlanabilirlik Calismasi

Tez kapsaminda olusturulan immiinoassayin tekrarlanabilirligi % 5, % 10 ve % 20
HbAlc standartlar1 i¢in floresans yogunluk degerlerinin kuyucuktan kuyucuga ve plateden
plateye karsilastirilmasiyla calisildi. Elde edilen 6lgiimlerin bagil standart sapmalar1 (BSS) %

olarak hesaplandi ve ¢izelge 4.2’de sunuldu.

Cizelge 4.2. Tekrarlanabilirlik Caligmalart.

HbAlc (%) BSS %
kuyucuktan kuyucuga plateden plateye
(n=8) (n=3)
5 2,82 6,31
10 2,20 3,74
20 4,58 6,31

Cizelge incelendiginde, kuyucuktan kuyucuga ve plateden plateye elde edilen % BSS

degerlerinin oldukca diisiik olmasi, assay formatinin tekrarlanabilir oldugunu gosterir.

4.6 ELISA Yéntemi ile % HbA1lc Tayini icin Dogrusal Cahsma Arahgimin Belirlenmesi

Tez kapsaminda, diyabet tanisinda kullanilan bir parametre olan HbAlc’nin tayininin
gercek numunelerde yapilmasi amacglandi. Bunun i¢in elde edilen sonuglarin standart bir
yontemle karsilastirilmas: gereklidir. Yontem olarak ELISA (enzyme linked immunosorbent

assay) secildi ve ilk olarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Bolim 3.16°da anlatildigr gibi polistiren 96-kuyucuklu mikrotiter platelere, 5 pg/mL
derisimde Hb-Abl c¢ozeltisi her kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan
plateler 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasmnda baglanmamis
antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak i¢in yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi. Son islem olarak

300 puL bloke edici ¢ozelti kuyucuklara eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi.

Farkli yiizdelerde hazirlanan HbA1c/HbAO ¢ozeltileri yukarida hazirlanan platelere her
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ilave edildi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda yikama ¢ozeltisi ile yikama yapildi.
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Farkli ylizdelerdeki HbAlc/HbAO ile muamele edilmis kuyucuklara 400 ng/mL 100 puL
B-HbAlc-Ab2 eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda yikama

cozeltisi ile yikama yapildi.

Etiket olarak kullanilan SA-HRP konjugat ¢ozeltisi her kuyucuga 100 uL olacak sekilde

eklendi. Inkiibasyon isleminden sonra yikama ¢dzeltisi ile yikama yapildi.

3,3",5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢dzeltisi her kuyucuga 100 ulL olacak
sekilde ilave edildi ve renk degisiminden sonra 50 pL sonlandirma ¢ozeltisinin kuyucuklara
eklenmesi ile reaksiyon sonlandirildi. Mikrotiter plateler, microplate okuyucuya yerlestirildi ve
450 nm’de absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerleri % HbA1c/HbAO
degerlerine karsilik grafige gegirildi ve standart bir egri elde edildi (Sekil4.8).
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Sekil 4.9. (A) HbAlc biyomolekiilii i¢gin ELISA yontemi ile % kalibrasyon grafigi (Hata
cubuklari 4 dl¢iim sonrasi elde edilmistir). (B) HbAlc biyomolekiilii icin ELISA yontemi ile 4-
PL kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.9. (A) HbAlc biyomolekiilii igin ELISA yontemi ile % kalibrasyon grafigi (Hata
cubuklari 4 6l¢iim sonrasi elde edilmistir). (B) HbAlc biyomolekiilii i¢in ELISA yontemi ile 4-
PL kalibrasyon grafigi (devamu).

4.7. Kan Numunelerinde % HbA1c Tayininin Yapilmasi

TR-FIA yontemiyle kan numunelerinde % HbA Ic tayininin yapilmasi

Tez caligmasi kapsaminda olusturulan mevcut immiinoassay yonteminin gergek
numunelerde HbAlc tayini i¢cin kullanilip kullanilamayacag arastirildi. Bolim 3.17°de

anlatildig1 gibi antijen ¢dzeltisi olarak kan ve serum 6rnekleri kuyucuklara ilave edildi.

Olgiim sonucunda, elde edilen veriler, standart % HbAlc egrisinde yerine konarak

numunelerdeki % HbA1c miktar1 belirlendi.
ELISA yontemiyle kan numunelerinde % HbA Ic tayininin yapilmasi

Ayni islem ELISA prosediirii ile tekrarlandi ve numunelerdeki % HbAlc miktari

hesaplandi. Elde edilen tiim sonuglar ¢izelge 4.3’te sunuldu.



Cizelge 4.3 Kan numunelerinde standart bir yontem ile karsilagtirmali % HbAlc analizi.

Kan Numuneleri % HbAlc
TR-FIA ELISA BSS Geri Kazanim
(%) (%)
Numune a 4,23+0,06 4,44 1,30 95,27
Numune b 5,06+0,31 4,73 6,60 106,98
Numune ¢ 6,17+0,33 6,18 5,40 99,84
Numune d 8,38+0,40 8,25 4,50 101,58

“Sonuglar ii¢ numune i¢in ortalama=tsv'N olarak verilmistir ( %97 giiven seviyesi),

60

Tablo incelendiginde, tez kapsaminda gelistirilen yontem ve ELISA ydntemi arasinda

uyum oldugu soylenebilir ve % BSS degerleri 1,30-6,60 arasindadir. Boylelikle, s6z konusu

yontemin (TR-FIA) kan 6rneklerinde HbAlc tayini igin basarili bir sekilde kullanilabilecegi

yorumu yapilabilir.
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5. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, biyoetiket olarak kullanimi mevcut olan SA(BSA)-BHHCT-
Eu(Ill) kompleksi hazirlandi ve diyabetin tan1 ve tedavi siirecinde kullanilmak tizere 6nemli bir
parametre olan HbAlc tayini i¢in yeni bir TR-FIA teknigi gelistirildi. Bu amagla ilk olarak
ticari olarak temin edilen BHHCT liganti, SA(BSA) ile konjugat olusturuldu ve konjugat Eu(III)

ile etiketlendi.

v Hazirlanan etiketin (SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill)) seyrelme miktar1 belirlenen prosediir
cergevesinde caligildi. Elde edilen verilerin floresans yogunluk ve seyrelme oranina karsi
grafige gecirilmesi ile SA(BSA)-BHHCT-Eu(Ill) etiketi i¢in optimum seyrelmenin 1:50
oraninda olduguna karar verildi.
v 96 kuyucuklu mikrotiter plateye kaplanan ilgili antikorun (HbAlc-Abl) miktar1 belirli
bir format ¢ercevesinde optimize edildi. Veriler 1s18inda 5 pg/mL HbAlc-Abl en uygun derisim
olarak segildi.
v HbAlc-Abl ile es zamanli olarak, antijene baglanmasi istenilen biyotinlenmis ikincil
antikorun da (B-HbA1c-Ab2) miktar1 optimize edildi. B-HbAlc-Ab2 i¢in optimum derigim 400
ng/mL olarak belirlendi.
4 Biyolojik tiirlerin kendi aralarinda etkilesim siiresi miktar1 ¢alisildi. HbAlc-Abl ile
HbAlc-Ag ve HbAlc-Ag ile B-HbAlc-Ab2 arasinda en iyi etkilesimin 60 dakikada oldugu
gozlendi.
v HbAlc biyomolekiilii icin dogrusal ¢alisma araliklarmin % 0-25 ve 0,05-9200 ng/ml
oldugu goriildii.
4 Olusturulan immunoassay yontemi kullanilarak, ger¢ek numunelerde basarili bir sekilde
HbAlc’nin tayininin yapilabilecegi gosterildi. Sonuglarin ise ELISA yontemi ile uyumlulugu
gozlendi.

Sonug olarak tez kapsaminda olusturulan immunoassay prosediiriiniin HbAlc tayini i¢in

genis bir caligma araligina sahip, tekrarlanabilir ve glivenilir bir yontem oldugu goriildi.
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