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Canlilifin 5zel evrelerinin belirlenmesi ve normalden sapmilarin
degerlendifilmesiﬁde bulunulan an igin Gzgiin olarak iiretilen bazi aktif
maddelerin nitelik ve niééili'k" yoniinden 8lglmii, gerek klinik uygulama ve
gerek ara§t1rﬁa disiplinlerinde siklikla kullanilan temel bir yontemdir.,
Gafeceli olarak kaba fiziksel ydntemlerle baglatilan niteiik ve nicelik
Slgiimii duyarlik, dzgiillik ve yinelenebiiirlik kdsullari agisindan daha
solira kim}asal yontemleri el atmig ve gﬂhﬁhﬁzde ise imhﬁnolojik yontenie
lerin geligtiiilmesiyle en iist verimlilige vlagmigtir. Serolojinin tari=-
hinin yaklagik yiiz yi1la ulagmasina kargin immiinolojik 'yéntemlerin genel
tip pratiginde yaygin olarak uygulammasi 1940 yillarinda baglamig ve
H.yap11an baglangi¢ ¢aligmalari, yontemin genig kullanma alanina sahip ol-
masi ve gok biiylik karlilik gastermesi nedeniyle giz halinde saklanip pa-
tentlerle korummaya alinmigtar.

Gergekten de giiniimiiz Tiirkiye'sinde bu testler g¢agdag tibbin uygu-
land1ga biitiin Glkelerde gbzlendigi gibi genig Olglide kullanilmakta ancak
bu testlerin ilretimi igin gerekli yofunlagtirilmig bilgi elimizde bulun~
madigindan testlerin tiiketimi bir kag yabanci firma tarafindan denetlen=
mektedir. Bir Ornek olarak alinan immiinolojik gebelik testlerinin prati-
ge aktarilmasi 20 yillik bir gegmige sahip olup bu testler Tiirkiye'de
| gok yaygin bir gekilde tiiketilmektedir.

Bu ¢aligmadaki amag %yri disiplinlere dagilmig bilgi mozaigini
tBirle§tirmek ve ilk kaynaklardaki ip uglarindan yole gikarak anilan

testlerin yurt iginde iiretimi igin éefekli‘teknik bilgi iliretimi ve



uygulamay1 saglamaktir. Bu ¢aligmada pratik olarak hemaglﬁfinasyon inhi-
bisyon tepkimesine dayali, biyolojik materyal igindeki insan koriyonik

gonadotropinin saptemmasina yonelik test ele alinmigtar,



GENEL BDILGILER

Insan koryonik gonadotropin (HCG)'in saptanmasinda kullanilen im-
miinolojik ydntemler giiniimiizde gebelik tanisi igin gok genis gapta kulla-
nilmaktadir (25). Yapilmalarinin gok kolay, sonuglarinin ise gok gliveni-
lir olmasi nedeniyle &zellikle hemagliitinasyon inhibisyon tepkimelerine
bag vurulmaktadir (24). Bu sragtirmalards kullanilan antiserumlar tavsan-
larin gok genig ozglil aktivite degigikligi gésteren HCG preparatlari ile
agilanmasiyla elde edilmigtir (7).

Ilk kez 1960 yilinda Wide ve Gemzell (4) hemagliitinasyon inhibisyon
temeline dayanan ilk immiinolojik gebelik testini yayinladilar. 1961 yilin-
ise kompleman fiksasyon temeline dayanan bir bagka test yayinlandi (2).
1962 yilinda Robbins ve arkadaglari bir lateks partikiil agliitinasyon testi
bildirdiler. Testin duyarlilifinin 0.7 IU/ml den daha fazla olmasi halinde
LH ve FSH 1le gapraz tepkime verdifide gdsterilmigtir (17).

HCG=-62giil antiserum iiretilmesinde iki yontem yayinlanmigtir., Mc Kean
(14) entiserum iiretiminde antijen olarak saflagtirilmig bir HCG preparat:i
kullanmigtir. Bunun difer bir segenefi presipitinleri ve difer antikorlari
vzaklagtirmak igin HCG antisermmu idrar veya serum ekstreleri ile adsorb-
siyonudur (7).

Hemagliitinasyon inhibisyon y®dntemi biyolojik veya HCG ile kapli la-
tche partikiil yéntemine oranla daha duyarli ve daha dogrudur (14). Dununla
beraber ticeri kitler oldukga pahalidir. Bu testlerde kullanilan gerecin
hazirlanigina dair ayrintili bilgi mevcut olmayip burada HCG ile kapla=-

lanan hiicreler olarak formalinli ve tanenli eritrositler kullanilmigtair.



Yontemler zaman alici olup bazen giivenilmez sonuglar vermektedir (14).
Avrameas ve arkadaglary ile Onkelinx ve arkadaglari daha iyi bir yGntem
yeyinlamig olup burada daha basit ve hizli bir pasif hemsgliitinasyon tes-
tinde proteinler eritrositlere glutaraldehid ile baglanmaktadir (14).

Immiinolojik gebelik testi temel olarak bir antijen~antikor tepki-
mesidir. Bu nedenle antijen ve antikorlarin yapilari ve dzellikleri ile
antijen~antikor tepkimesinin temel ilkelerini gézden gegirmek uygun ola-
caktir.

ANT1JEN

Antijen terimi kendine 6zgiil antikor olugturan maddeler olarak
tanimlanir. Fakat bu terimi daha dogru olarak kendine 6zgiil immiin yanit
clugturan maddeler diye tanimlamak gerekir. (Giinkil immiin yanit sadece an-
tikor geklinde olmayip antikorlarin rol oynamadigi hiicresel yanit antije-~
ne 8zgiil olan bir yanittair (6).

Herhangi bir maddenin antijen etkisi gosterebilmesi igin bazi G-
zelliklere sahip olmasi gereklidir. Bu 6zellikleri gdylece Ozetleyebili-
tiz

1. Antijen enjekte edildigi hayvana yapi bakimindan yabanci olma=-
11dir. Bu yabancilik molekiillin yap:r taglari farklilifi bakimindan olma-
yip dizilig ve 6zellikle yiizeyde ii¢ boyutlu yapi olarak durusu ve elek-
tron yiikii bakimindan olmalidir (19).

2. Antijenitede molekiil agirligi da rol oynamaktadir. Iyi bir an-
tijenin molekiil agirligi genellikle 10.000 in iizerinde olmalidir. Mole-
kiil afirlifi 5.000 in lizerinde olan proteinler antikor iliretimini kolay-

likla uyarabilirler. Molekiil agirlifi 5.000 in altinda olan peptidler



daha az immﬁnojendirler.(;6). “

3. Immiin yanit olugturmada enjekte edilen antijen miktari da 8nein-
1idir. Viicuda giren ¢ok az miktarda antijen immiin yaniti ya hig¢ olugtur-
maz veya ¢ok az olugturabilir.

4, Antijenin bir 6zelligi de kullanilen antijenik maddenin ¢oziile-
bilir olmasidir. Ayrica bunlarin organizmaya verilig yollari da tnemlidir.

5. Antijenite antijenik maddenin verildigi organizmanin yasi, cin-
siyeti ve tiirii ile de 1lgilidir.

6. Bir molekiiliin antijenitesini adjuvent etki gdsteren maddelerin
eklenmesi dé etkiler. Genellikle adjuvent var11§;:{1e antijenite artar.

7. Bir makromolekiiliin yapisinin kompleks olmasi o molekiiliin anti- -
jenik Szelligini arttirar,

Yukarida sayilan bu 6zelliklere gore bilinen bazi kimyasal bile~
giklerin entijen olma yeteneklerinin incelenmesi gerekir.

Proteinler

Proteinler antijenik 8zellikleri gosterilen ilk maddelerdir ve ha=-
la yaygin bigimde antijen olarak kullanilmaktadirlsr (21). Proteinlerin
gofu iyi antijendirler. Bunlarin antijenik 6zelligini yapisindaki amino
asitlerin ve peptidlerin siralanmasindaki degigiklikler olugturur. Pro-
tein aptijenlerine Br?ek olarak memeli viicut proteinleri, albumin ve
gamma globiilin Srmek olarak verilebilir.

Polisakkaritler

Polisakkaritlerin pek azi saf olarak antijenite gdsterirler. Bu=

nun nedeni polisakkaritletin molekiil yapisinin kompleks olmamasidir.

x



Lipidler

Saf lipidler immiin yanit olugturmazlar. Bunlar orgenizmaya yabanci
olan proteinlerle birlegtifinde antijenik Ozgiilliik gdsterirler. iu 8zel-
1131 1le lipidler haptendir. Haptenler kiiglik kimyasal maddelerdir. Hap=-
tenin antijenden farki gudur : antijen hem antikor yapimini vyarir hem de
olugen antikorla birlegir, hapten ise antikor sentezini uyaramaz fakat
olugan antikorla birlegebilir. Hapten 6zellifinde olan maddeler bir pro-
tefa molekiiliine baglanarak orgenizmaya enjekte edilirse antijenik Ozel=s
11k kazanirlar (18).

Nikleik Asitler

Niikleik asitlerin antijenik olmadigi bilinirdis Fakat sistemik lu-
pus erythematosus olarak bilinen hastalikli kigilerin serumunda anti~DNA
antikorlarinin bulunmasindan sonra bu maddelerin de proteine baglanarak
antijenite gosterebilecegi anlagilmigtir.(21).

Adjuvantlar

Adjuvent entijenle beraber enjekte edildigi zamen immiin yaniti art-
tiran maddelere verilen addir. Adjuvantlarin etki tarzi birkag baglik al-
tinda incelenebilir (18).

Depo etkisi .- Serbest antijen enjeksiyon yerinden hizla yayilir.
Depo adjuvantlarinin en 6nemli gorevi antijenin gabuk dagilmasini dnle-
yerek vzun omirlii bir antijen rezervuari olugturmaktir. Bu tiir adjvvant-
larin en ¢ok kullanilani aliminyum bilegikleri ve Freund'un adjuventidir.
Freund adjuvanti tam veya tam olmayen diye iki tilirli hazirlanir. Tam
olmayan Freund adjuvanti sadece lanolin ve parafin yagi karigimi olup

suda erimig dzgiil antijen ile iyice karigtirilarak deney hayvanina.



edjekte edilir. Tam Freund adjuvanti ise tam olmayan adjuventa ©8lii tiiber-
kiiloz basilinin eklenmesiyle hazirlanir.

Makrofaj aktivasyonu.- Depo edici adjuvantlarin etkisi altinda mak=
rofajlar, antikor yapan hiicrélerin tepkilegme alani gérevini yapan granu-
lomlari olugturur. Hemen hemen biitiin adjuvantlar makrofajlari uyarir. Ba-
zilar: bu uyariy:i dogrudan yapar. Fakat Freund'un tam adjuvanti makrofaj-
lar: T hiicreleri araciligiyla etkiler (18). Aktive makrofajlarin rolii yii-
zeylerindeki antijen yogunlugunu arttirarak ve lenfosite sunarak antije-
nin immiinojenligini arttirmak, yardimci igaretlerle lenfositleri immiin
yanita ydnelmek ve lenfosit aktive edici etkenler salgilaysrak lenfosit
gofalmasini arttirmaktir.

Lenfositler iizerine dzgiil etkileri.~ Freund'un tam adjuvantindaki
mikobakteri bilegeninin immiin ve difer etkileri o kadar giligliidiir ki insan-
da kullanimi onaylanmmaz. Bu T hiicresinin yardimci, gecikmisg agiri duyarla-

lik ve otoimmiin hastaliklarin olugumundaki faaliyetini arttirar.

Anti-timdr etkisi.- Baglica etki, aktive makrofajlarin tiimdr lize-

rindeki sitotoksik faaliyeti sonuvcu ortaya gikar.

Adjuvantlar karigtirilarak verildigi gibi ayri ayri da verilebi-
lir. Pu durumda adjuvanti antijenden &nce veya ayni zamanda vermek gere-
kir. Eger adjuvant antijenden sonra enjekte edilirse humoral yanitta art-

ma olmasina ragmen hiicresel yanitta azalma veya baskilanma olur (6).

ANTIKOR
Antikor belirli antijen veya haptenlerin determinant gruplarina

kargi olugmug protein molekiilleridir.

1890 yilinda Von Behring ve galigma arkadaglari immiinize edilmig



hayvanlarin serumunda antikorun varlifini gbstermelerine ragmen 1938 yi-
l1ina kadar antikorlarin kimyasal yapisi hakkinda fazla bilgi edinilemedi,
1937 de Tiselius ve Kabat antikor aktivitesiyle serum gamma globiilinleri
arasindaki iligkiyi gSstermiglerdir. Kenda yiiksek konsantrasyonda antikor
elde ethek igin tavganlari pnomokok polisskkariti ile agiri duyarlagtir-
miglar ve elde ettikleri immiin serumu elektroforez lizerinde antijem ile
absorbe etmege galigmiglardir. Sermmdan antikorun uzaklagtirilniasi sadece
gomma globiiliin b&liimiinde anlamli bir azalmaya neden olmugtur (18). Anti-
kor gbrevi yapan bir gok degigik tip molekiile immiin globiiliinler adi veril-
migtir (20). Insenda baglica bes degigik:yap1da immiin globiiliin vardirs im=
minglobiiliin G (IgG), immiinglobiilin M (IgM), immiinglobiilin A (IgA), immiin-
globiiliin D (IgD) ve immiinglobiiliin E (IgE) d4r.

Serumun gamma globiiliin fraksiyonu kan dolagiminda bulunan ve an-
tikor aktivitesi giUsterebilen immiinglobiiliinlerin baglica oturus yerleri-
dir (6). Plazma hiicreleri ve lenfositlerin myhtelif gelisme evrelerinde

“yapilan immiinglobiiliinler plazmadan bagka idrar, siit, serebro spisal sivi,
tﬁkrﬁk.ve gozyagi gibl salgilar ile lenf diigiimleri ve dalak gibi dokuvlar-
da bulunurlar. Immiinglobiiliinler fizikokimyasal ve biyolojik yapilari yo-
niinden birbirinden gok farklidir. Bunlarin molekiil agirliklari 150.006
den 900.000'e kadar degigir. Onemli 8zellikleri &zglil antijenle tepkime-
ye girmeleridir.

immﬁnglobﬁlﬁnler gok zincirlil glikoprotein yapisinda olan maddee=
lerdir. 1959 da Porter serumu gamma globiiliin b61ﬁmﬁ;ﬁ ayirarak papain
ve pepsin gibi proteolitik enzimlerle iglemigtir. 1gG antikorlari papain

ile iig pargaya ayrilir (16, Zi, 20) . Bunlardan ikisi Bzdegtir ve gokel:ti



yapmayan solubl bir kompleks olugtururs Bu nedenle bunlar tek deferli an-
tikor pargalaridir ve Fab olarak adlandirilirlar. Uglincii parga antijenle
birlegemez ve F¢ adini kristal geklinde elde edilebildigi ig¢in almigtar.
Bir bagka sindirim enzimi olan pepsin Fc pargasina antikor molekiiliinden
ayirir ve geriye 5S katsayisinda antijenle ¢bkelti yapabilen iki deferli
Fab kalir (16, 21, 20).

Edelman antikor molekiiliinii mercaptoetanol gibi thiol bilegikleriyle
lire varliginda rediikte ettiginde bu molekiilden iki tiir polipeptid zinciri
agiga gikmigtir: Agir (H) zincirler (50.000 molekiil agirliginda olan vzun
polipeptid zinciridir,), Hafif (L) zincirler (20,000 molekiil agirliginda
ki1sa polipeptid zinciridir.) Bu deneyde H ve L zincirlerinin birbirinden
ayrilmasi eralerindaki disiilfit baglarinin kopmasiyla olmugtur. Dir anti-
kor molekiiliinde bu zincirlerden en az ikiger tame vardir. Du zincirler
birbirlerihe kovalan olarak disililfit (S~-S) baglari ile baglanmak suretiyle
immiinglobiiliin molekiillerini olugtururlar. Daha &nce papain ile pargalanmig
Fab ve Fc kisimlarinin kendilerine kargi hazirlanmis antiserumlar ile ig-
lenmesi sonucu Fab kisminin hem H hem de L zinciri, Fc kisminin ise sadece

H zincirini kapsadigi anlagilmigtir.

Sekil 1. Porter 'in ileri siirdiigii antikor modeli
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insanda baglica beg tip agir zincirin varligi ortaya konmugtur (6,
16, 21, 18). Bunlarin her biri ayri tip immiinglobiiliin sinifini olugtuvrur.
Her immiinglobiiliin sinifinda kendine 6zgi bir tek afir zincir bulundudu
halde hepsinde kappa ve lambda hafif zincirleri bulunur. §imdiye kadar in=-
celenen myeloma proteinlerinin hepsi hangi siniftan olursa olsun ys kappa
yada lambde hafif zincirine sahiptir. Fakat higbir zamén iki tip hafif
zincir bir arada bulunmaz (18).

Antikorlarin antijenle Bir1e§me yiizleri .- Antikor molekiiliiniin im=
miinolojik olarak dzgiil antijenle birlegme 8zellifi vardir. Antikor molekii=-
liiniin antijeni yakalema 6zelligi Fab bdlimiindedir (18). Antikorlarin H ve
L zincirlerinin aminoasit diziligleri incelendifinde antijen baglaysn ug-
ta ominoasit dizilig farklarinin gok sik oldugu, buna kargilik Fc kismin-
daki H zincirinde aminoasit diziliginin daha az farkli olduvfu goriilmiigtiir.
Nu nedenle gerek H ve gerek L zincirlerinin antijen baglayan ug kismina
V veya degigken bdlge, difer kismine ise C veys defigmez ug denir.

Herhangi bir antijenin viicuda ilk veya ikinci kez girmesine bagli
olarak immiin yanit iki tiir olarak ortaya gikar (6).

1. Dirincil (primer) immiin ysnit.- Immiin yanit verme yetenefinde
olan bir organizmaya herhangi bir antijen ilk kez verildiginde ortayes ¢i-

————— kan—immiin- yanita birincil yanit denir. Antijen verildikten sonra 1-2 giin .
icerisinde higbir immiin yanit goriilmez. Dir siire sonra once bagigiklikta
Suemli rol oynayan organlardaki lenfositlerde artma olur. &4 veya 5'inci
giinlerden itibaren plazmada antikorlar ortaya ¢gikmaya baglar (6).
2. ikincil (seckonder) immiin yanit.- Ayni antijen organizmaya i-

kinci kez verildiji zamen ikincil immfin yanit ortaya cikar. ikincil ya-
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nitta bekleme evresi olmadan Szellikle 1gG 31n1f1ndaki aﬁtikorlarda ok
hi1zli ve yiiksek artig goriiliir. Bu antikorlarin kanda kalig siiresi daha
1uzunQuf. Burada 6nemli bir azeilik vardir. Immiin yanit sistemi birinci
antijen uyar1m1n; vnutmamigtir, immiinolojik bir bellek s6z konusudur (6).
JeC. Antoin ve S« Avrameas'ain (6) 1976 yilindd yaptiklari galigma-
larda organizmaya farkli ve tekrarlanan miktarda antijen verilmésinin an~
tikor yapen hiicrelerin olugmasina olan etkisi incelendi. Birinci enjeksi-
yondan sonrs antijen dozuna uygun olarak lenf digiimlerinin biiyiidtigii fakat
antikor yapan hiicrelerin g¢ok az arttigi gdzlendi. Yapilan ikinci enjeksi-
yondan sonra ise antikor yapan hiicrelerin arttifi saptandi. Bu deneyler

birincil ve ikinci#l immiin yaniti aydinlatici niteliktedir.

Birincil Yanit fkincil Yanit

Serumda
antikor
yoZunlugu!

0 10 20 30 60 70 80 90

Gﬁnlef

Sekil 2. Birincil ve ikincil Immiin Yanit.

Antijen-antikor birlesmesi ileri derécede 8zgiil bir tepkime olupy
bu tepkimenin Szellikleri gu gekilde zetlenebilir:
1. Bu tepkime Ozgiil bir tepkimedir.

2. Tepkime kimyasal olup birbirlerine kargi 8zgiil gruplari olen
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iki molekiiliin birlegmesidir.

3. Antijen-antikor birlegmesi tersinir yani geri doniigiir. Dirlegme-
den sonra antijen veya entikorda molekiiler bir parcgalanma veya sindirim
olmaz.

4. Antijen~antikor birlegmesinde antikor iki degerli, antijen ise
birden fazla birlegme yerine sahip olduvgu igin tepkimeye girem antijen-an-
tikor miktari degigik oranlarda olabilir,.

5. Antijen~antikor tepkimesi iki evrelidirg

irinci evre.- Gok gabuk, saniyeler iginde olugur ve Ozgiildiir. Tu
evrede 151 enerjisi agiga gikar, kimyasal bir olaydir. G6zle goriilmeyen bu
avrede elektrolitlerin bulunmas:i zorunlu degildir.

ifkinci evre.- Yavag seyirli olup dakika ve saatler iginde tamamla-
nir. Tepkimenin bu evresi icin elektrolitlerin bulunmasi zorunludur. Cok
az 1s1 enerjisi olugur, presipitasyon veya agliitinasyon tepkimelerinde ol=-
dugv gibi gdzle goriillir. Is1 ile tepkime hizi artar. Notral pH da hiz en
fazladar.

Antijen-antikor birlegmesinde rol oynayan kuvvetler

= Petn peec Y, bt

Antijenlerin gok farkli olmasi nedeniyle antijen-antikor birlegme-
sinde tek tip kuvvet veya kimyasal tepkimenin rol oynamasi -beklenemez. An~
tijen~-antikor birlegmesinde etkin olan kuvvetler gunlardir 3

1. Kolombik kuvvetler.-_Kargit yiiklii iyon gruplari. tagayan iki pro-
teinin yan zincirleri arasindeki cekime dayanir. Gekme kuvveti (F) yiikler
arasindaki uzaklifin (d) karesiyle ters orantilidir..

Fee 1/d2

2. Hidrojen bagi.- .OH, .NH2 ve . COOH gibi hidrofil gruplari ara-
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sinda nisbeten zayif ve tersinir hidrojen kopriileri olugur.

3. Hidrofobik kuvvetler.- Valin, 16sin, fenilalanin gibi amino
asitlerin yan zincirleri hidrofobdur. Yani su molekiillerini it:iciclid:.~.t_‘,tﬁi--~
zelti halinde bu amino asitlerin karsi kargiya gelmesi durumunda su mole~
kiillerinin itilmesi, dolayisir ile birbirlerine yaklagmalari olasi olur.

4, Van der Waals kuvvetleri.- Molekiiller arasindaki bu ?uvvetlér
dig elektron bulutlari arasindaki tepkilere dayanir. Burada gekme kuvveti
vzakligin yedinci kuvvetiyle ters orentilidir.

Fa 1/d

Sonug olarak bunlarin hepsinde de kuvvetin anlamli olarak artmas:

i¢in iki molekiiliin birbirine yaklagmasi gerekir (18).

Antijen~antikor tepkimesinin kinetifi

nir antikorun tek deferli hapten veya tek bir antijen determinmanti
ile baglenma kuvvetine antikor afinitesi denir. Antikorun biitiin antijen
molekiilii ile tepkisini ifade eden terim ise avidite olarak adlandirilar.

Afinite, antijen ve entikorun etkilegim giiciinii termodinamilk bir
Blgiimiidir. Bu terim ya denge sabiti K (1t/mol) yada serbest enerji degi-
gimi A G (kalori/mol) olarak ifade edflir (21).

Antikorun bir antijenin ylizey determinanti veya tek deferli hapten
molekiilii ile birlegmesi tersinjrbir olaydir ve birlegmenin giicliine gdre
kolaylikla ¢dziilebilir. Denge durumunda antijen-antikor tepkimesi agagi-

daki gekilde ifade edilebilir (22).

Ab + Ag <53 Ab Ag

kd

(Ab = serbeést antikor, Ag = serbest antijen, AbAg = antijen~antikor komp-
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leksi, ka = assosiyasyon sabiti, kid=dissasiyasyon sabiti)

Kiitle etkilegim yasasi antijen-antikor kompleksinin konsantrasyo-
nun (AbAg) serbest antijen ve antikor konsantrasyonlarina (Ab) (Ag) orani
olarak ifade edilir (21,22). Denge durumunda assosiyasyon ve dissasiyas-
yon oranlari birbirine egittir (21).

ka (Ab) (Ag) = kd (AbAg)

ka _ r _ (AbAg)
B Ty B

Burada K denge sabiti veya tepkimenin afinitesidir. Antijene kuv=-
vetle baglanan antikorlara yiiksek afiniteli antikorlar denir. Antijen ile
antikor birbirlerine sikica uyarlarsa denge saga kayar.

K (Ab) (Ag) = (AbAg) (2)

Antikor molekiiliiniin total konsantrasyonu, antijene baglanan anti-

kor molekiiliiniin konsantrasyonu ile serbest antikor molekiiliiniin toplamina

egittir (15).

H

(Abt) = (Ab) + (Abag) (3)

(Ab) (Abt) - (AbAg) (4)
Bunu (2) egitlifinde yerine koyacak olursak;

K (Ag) (Abt) - (AbAg) = (AbAg) (5)

K (Ag) (Abt) K (Ag) (AbAg)= (AbAg) (6)

K (Ag) (Abt) = (AbAg)+K(Ag) (AbAg) (7)

K (Ag) (Abt) (Abﬁg) (1 + K (Ag) ) (8)
(8) egitlifinin her iki tarafini (Abt) (1 + K (Ag) ) ye bblecek olursaky

(AbAg) _ _K (Ag)
(Abt) (1 + K (Ag) )

(AbAg)  _ _ _ nk(Ag)
e =TT meay) 9

egitlifini elde ederiz.
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(r = var olan antikorun her moliine baglanan haptenin mol sayisi, (AbAg)=
bagli antikor konsantrasyonu, (Abt) = total antikor konsantrasyonu, (Ag)=
serbest hapten konsantrasyonu, n=antikor valansi, K = denge sabiti ).

(9) egitliginin her iki tarafini 1 + K (Ag) ile garparsak

r (1 + K (Ag)) = nK (Ag) egitlifini elde ederiz.
Puradan da:

r = oK (Ag) - rK (Ag)

r = -
ZE- oKk -~ rK bulunvr.
r/Ag 'min r .ye kargi grafifi (Scatchard grafigi) gizilecek olursa bu
grafikten antikor valansi n ile denge sabiti K nin deferleri bulunsbilir.

Ayn1 gekilde 1/r nin 1/Ag ye kargi grafigi (Langmuir) gizilecek olursa

antikor valansi ile afinite degerleri bu grafikten saptanabilir.

¢ '»

~

= Ui . -
T Bgim= K

T C1/(Ag)
Sekil 3. ideal antijen~antikor §ekil 4. Ideal antijen-antikor
baglammasinin Scatchard grafigi. baglammasinin Langmuir grafifi.

Scatchard ve Langmuir grafiklerinin her ikiside lineerdir. Fakat

pratikte antikorlar izole edilmig ve soflagtirilmig olsalar bile lineer=-

likten sapma goriiliir (21). Du sonug temel olarak antikorun heterojenite-

sine uygundur.
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Gliniimiizde kullanilan immiinolojik gebelik testlerinin biiyiik ¢ogunlu-
gu gebe kadinlarin idrarinda ve seruvmunda HCG bulunmasina ve HCG'in antis
serum iiretimini uyarma yetenegine bagimlidir (13). Bu nedenle Once HCG
konusundaki yayinlari gbézden gegirmek, daha sonra bu hormonun saptanmasi
icin kullanilan immiinolojik ydntemleri irdelemek uygun olacaktair.

HCG' in kimyasi

HCG ddllenmeden yaklagik on giin sonra trofoblastik hiicreler tera-
findan salgilanmaya baglayan bir glikoproteindir (25). Bu hormon gebelifin
erken dbnemlerinden baglayarak idrar, kan, plasenta, amnios sivisi, kolost=-
Tum, siit ve fdtus dokularinda bol miktarda bulunur. Bohl ve arkadaglari ile
Morgan ve Confield'e gdre HCG'in molekiil agirliZi yaklagik 28.000 dir (13).

HCG alfa ve beta olarak adlandirilan iki alt birimden oluggugtur.
Bunlardan alfa alt birimi LH, FSH ve TSH icin ortaktir (12). Aralarinds
gok biiylik benzerlikler olmasina kargin beta alt birimi her hormon igin &z~

giildir.

HCG sentezi ve sentez yeri

HCG' in plasenta kaynakli oldugu kesinlikle kanitlanmigtir. Bunu des=-
tekleyen en Snemli bulgular gebe kadinlarin hipofizinde gonadotropin akti-
vitesinin bulunmayigi, plasentanin ¢ikarilmasindan sonra HCG titresinde
bazli bir diigis olmesi ve hormonun plasenta dokusunda im vitro iiretildi-
ginin gdsterilmesidir (23). Daha sonra Jones ve Gey koriyonik villuslarin
kiiltiiriinde HCG iiretildigini kanitlamiglardir. Selliiler kaynagin aragtiril-
mas1 daha gii¢ olup fluoressein ile igaretli antikor ydntemiyle HCG' in &-
zellikle sinsisyotrafoblastlar tarafindan liretildigi buna kargin difer

plasenta yapilarinda da kismi liretim aktivitesi bulundugu ortaya gikaral-

maigtar.
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HEG' in metabolizmasi

HCG liretildikten sonra temel olarak anne kanina salinir. Sununla
beraber az miktarda HCG halen bilinmeyen yollardan fétal dolagima da geg~
mektedir. HCG amgdos sivisi ve tiim anne dokvlarinda da bulunmakta olup
temel olarak idrarla atilmaktadir. Az miktarda HCG siitte de bulunur ve
dogumu takiben kan HCG diizeyi hizla dligerek idrardaki diizeyi dogum once-
sinin % 10'undan daha az diizeye iner.

Niyolojik etkisi

Bu hormonun en Onemli gorevi menstriiel siklusun sonunda normal ola=
rak olugan korpus luteum gerilemesini Onleyerek progesteron ve 8strojenin
gok daha fazla miktarlarda salinmasini saglamaktir (5). Du agiri miktarda
salgilanan hormonlar endometriyumun geligmeye devam etmesind ve menstrium~
da olandan daha fazla besleyici maddenin depolanmasini saglar. Sonug ola-
rak normal cinsel siklus sirasinda olugan endometriuma ait decidua hiicre-
leri aktif hale geger ve blastositin yuvalanmasindan hemen sonra besleyi=
ci deqidual hiicreler halini alir.

HCG sekresyonu

Mishell ve arkadaglara 24 saat iginde idrarla itrah edilen HCG
miktarlarinin serum HCG diizeyi ile parelel gittifini gostermiglerdir. Da~
ha sonra yapilan aragtirmalar ise blastokistin implantasyonunv hemen ta=-
kiben HCG sekresyonunun bagladifini gostermigtir. Yani implantasyondan
sonra gebeligin agagi yukari 5. haftasinda idrar HCG diizeyinde hizli bir
artig belirmekte ve yaklagik 10. haftada en yiiksek diizeye .ulagmaktadir.

‘Menstriel periyoddan 36-38 giin sonra idrardaki HCG diizeyi 1000

1U/1t'yi ager. 8~12 haftalar arasinda 80.000 - 240.000 1U/lt'ye ulagzir.
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13-17 haftalar arasinda hormon titresi hizla ve aniden diiger ve gebeligin
daha sonraki donemleri siiresince® 5.000 -- 3,000 IU/1t arasinda kalir (13).

Immiinolo ik gebelik testi ydptemleri

1. P:ggigitasyon testi.~ Presipitasyon testi bir hormonun kendisi-
ne ait bir antikor ile etkilegme sonucunda bir g¢bkelek olugturmasi esasina
dayanir (3). Ru etkilegme agar jel gibi yarr kati bir ortamda goriilebilir,
veya bir sivi ig¢inde yer alir. Immiinoreaktif bir sistemin bzgiilligiini ana=-
liz etmek ve karakterize edebilmek igin genellikle presipitasyon testleri=
nin kvllenilmasing karsin duyarlifinin diigiik olmasi nedeni ile deneylerde
kullanilmas1 sinirladir. Ornegin HCG igin 16 IU/ml 'ye yakin bir konsante
rasyona gerek vardir (13).

2. Komplemen- fiksasyon testi.- Du testler komplemanin antijen-anti-
kor kompleksleri tarafindan bajlanmasina ve bu iglemin genellikle hemoliz
gibi bir bagka gbsterge sistemi aracilifiyla dlgililmesine dayanir (3). Yon-
temin gok genig uygulanabilirlifi ve orta derecede duyarlilifina kargin
gok biiyiik 8zen istemesi ve ¢ok sayida kontrol gerektirmesi, testin sadece
aragtirma igin kullanilmasina yol agmigtir.

3. Agl@itinasyon inhibisyon testi.- Ju testin temel ilkesi hormonla
kapli partiikiillerde antikorlarim yol agtifi agliitinasyonun serbest halde-
ki ayn: hormon tarafindan onlenmesi veya tersine gevrilmesidir (3). Du
partikﬁllerin tipine (taze veya formalinle tesbit edilmig veya tanenle
iglenmig latex partikiilleri veya eritrositler) veya testin yapilig orta-
mina gdre (tiip veye lam) testler hemagliitinasyon inhibisyon testi veya
tiip testi yada slide testi adini alirlar (13).

Mevcut slide testlerinin biiylik gofunlu latex partikiil agliitinas-
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yon inhibisyon ydntemine dayanir. Bu test genellikle iki basamaktadar.
Mevcut tiip testleri ise hemagliitinasyon inhibisyon ilkelerine da-

yanir. Testin temel ilkesi agliitinasyona ufrayan eritrositlerin tiipiin di-

bine ¢bkerek iiniform bir tabaka olugturmasi, agliitine olmayan eritrosit-

lerin ise tiipiin dibine ¢okerek diifmecik yapmasidir.

Resim 1. HCG tayini i¢in kullanilan mikrohemagliitinasyon inhibisyon

yontemine bir ornek.
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GEREGC Ve YONTEMLER

Antijen preparatler:

immiinizasyon igin kullanilan antijen 1500 IU HCG'in (Pregnyl, NV,
Organon, Holland) 1 ml tam Freund adjuvant'inda siispanse edilmesiyle ha=
zirlanmigtir. Rapel zerkler igin fizyolojik tuz soliisyonunda ayni yofun-
lukta hazirlanmig HCG kullanilmigtir.

Deney hayvanlarai

Ortalema 2,5=-3.0 kg agirligindaki geng erigkin erkek Yeni Zelanda
tavganlari antiserum elde etmek igin kullamilmigtir.

Agilama iglemi

Tavgenlar 1 ml fizyolojik tuz soliisyonu igindeki 1500 IU HCG ve
esit hacimli Freund adjuvanti ile agilanmigtir. Ilk agilamadan iki hafta
sonra birer hafta araliklarla 2 ml'lik 2 rapel serk yepilmigtir. Agilama
iglemi pati ig¢i ve deri igi zerklerle yapilmigtar. {giinci zerkten 9-10
gliin sonra tavganlarin kulak venasindan kan alinmigtir. Alinan kanler pih-
tilagmalari igin 4 saat oda sicaklifinda birakilmigtir. Antiserumlar sant=-
rifiijle ayrilmig, 30 dakika 56 °C de inaktive edilmig ve ©rnekler hemaglii-
tinasyon inhibisyon testlerinde kullanilmak lizere buz dolabinda saklanmig-
tir.

Eritrosit hazirlanmasi ve kaplanmasi

Eritrositler testte kullanilacagi zaman agagida anlatildifi gibi
taze olarak hazirlanmigtir.
25.000 IU/5 ml heparin ¢bzeltisinden 0.5 ml bir enjektdre alinarak

koyunun vena jugularisinden yeterli miktards kan gekilmigtir. Gdylece
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pihtilagmas:r engellenen kan 3.000 devirde 30 dakika ddndiiriilmiigtiir. Goken
eritrositlerin lizerine tiipin aldigi kadar fizyolojik tuz soliisyonu eklen=
mig 3.000 devirde 10 dakika santrifiij edilmigtir. Daha sonra iistteki sivi
atilmig Eekrar fizyolojik tuzlu su eklenerek eritrositler pipetle homojen
hale getirilmigtir. Du gekilde eritrositler fizyolojik tuz soliisyonuyla
li¢ kez yikanmigtir. Son yikamadan sonra iist sivi atilmigtir. (8ken erit=
rositlerden 4 ml alinmig ve buna 96 ml tuz soliisyonu eklenerek % 4 liik
eritrosit silispansiyonu hazirlanmigtir.

Eritrositlerin tanik asitle iglenip ontijenle kaplanmaesi Hudson L.

y6ntemine goére yepirlmigtir (10).

Ayiraglar
1. Fosfat tamponlu salin, pH 7.2, 0.20 M
Potasyum dihidrojen fosfat (KHPO4) 0.02 M 2,72 gr
Disodyum hidrojen fosfat (NajHPO4) 0.06 M 8.52 gr
Sodyum kloriir (NacCl) 0.12 M 7.014 gr
Saf su 1000 ml

Gozeltinin pH si1 tampon tuzlarindan eklenerek 7.2'ye ayarlanmigtir.
Du maddelerin tamami 1000 ml saf suda ¢oziilmiigtiir.

2+ Dorat siksinat tamponu, pH 7,5, 0.15 M

A. Sodyum tetraborat (Nap;07) 0.05 M 19 gr
De Siiksinik asit 0.05 M 5,9 gr
Sodyum klorir 0.14 M 8.5 gr
Saf su 2000 ml

A soliisyonundan 1000 ml alinmig ve pH 7.5 oluncaya kadar D soliisyo-

nundan eklenmigtir. Bu ¢ozeltiye 0.14 M sodyum kloriir ¢bzeltisinden ve 7, 1
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oraninda at serumundan eklenmigtir.

At serumunun elde ediligi;- Attan alinan kan pihtilagmasi icin 2
saat oda sicakliginda birakilmig; 30 dakika 3000 devirde sentrifiij edi-
lerek serum ayrilmig ve 56 °C de 45 dakika 1sitilarak inaktive edilmigtir.

3. Fosfat salin tamponu (PLS), pH 7.2, 0.15 M

Sodyum kloriir (Nacl) 8 gr
Potasyum kloriir (KkC1) 0.20 gr
Disodyum hidrojen fosfat (NagHPOy) 1.15 gr
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) 0.20 gr
Saf su 1000 ml

Du maddelerin tamami 1000 ml saf suda ¢Bziilmiigtiir.

4. Fizyolojik salin veya normal salin (0.14 M)

Sodyum kloriir (NaCl) 8.5 gr
saf su ' 1000 ml
Sodyum kloriir 1000 ml saf suda ¢oziilmiigtiir.

Yoéntem

l. 1 ml fosfat tamponlu saline 0.05 mg tannik asit eklenir wve bu
1 ml %4'1lik koyun eritrositleri silispansiyonuyla karigtirilir.

2. 37 % de 15 dakika inkiibe edilir.

3. Hiicreler 800 devirde 20 dakika santrifiij edilir.

4. Hiicreler iki gruba b&liiniir ve her biri 1 ml fosfat tamponlu
salinle 800 devirde 20 dak.: santrifiij edilerek yikanir. Hiicrelerin bir
grubu antijen kaplanmasi ig¢in difer grubu ise kontrol amaciyla kullanalir.

5. Birinci grup hiicreleri 1 ml fosfat tamponlu salin eklenir ve

yeniden siispanse edilir. {izerine 1 ml HCG soliisyonundan eklenir.
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6. 37 °C de 30 dakika inkiibe edilir.

7. Fosfat tamponlu salinle 20 dakika 800 devirde s;ntrifﬁj edile~
rek yikanir. 2 ml borat sliksinat tamponuyla yeniden siispansiyon haline
getirilir.,

8e .1kinci grup hiicreler 2 ml borat siiksinat tamponuyla siispanse
edilir,

9. Her iki hiicre siispansiyonuna 0.2 ml formalin eklenir.

10. & °C de biitiin gece birakilir ve daha sonra her iki siispansiyona
0.2 ml formalin eklenir.

11. Hiicreler yerlegmeleri igin 24 saat birakilir ve stpernaten d6-
kiiliir.

12. Gok miktarda borat siiksinat tamponundan eklenir. Tiipler salla-
narak hiicreler silispansiyon haline getirilir.

13. Hiicreler tekrar 24 saat bekletilir ve tekrar borat siiksinat
tamponuyla yikanir.

14. Her iki hiicre siispansiyonuna % 1 oraninda koruyucu olarak 7%0.2
formalin eklenir.

Du hiicreler 4 °C de 2 y1l boyunca bozulmaden saklanabilir. .

Standardizasyon

Serumdaki anti HCG diizeyini tayin etmek igin mikrohemagliitinasyon
inhibisyon yontemi kullanilmigtir. Bu ySntem HCG ile kapli koyun eritro-
sitleri ve anti HCG arasindaki tepkimeye dayanmaktadir. Yontem gv gekil=-
de vygulanmaigtar.

Mikropleytin ilk dizisine 0.1 ml fosfot tamponlu salin (pns) kon~

mugtur. Dizinin ilk deligine 0.025 ml tavgandan elde edilen anti serum-
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dan eklenmis ve 1/5 1ik ser?dﬁlisyonp yapilmigtir. Daha sonra tiim delik-

lere 0.1 ml HCG ile d;yarll-héle getirilmig koyun eritrositleri eklenmig-
tir. Karigim pleytin kenarina hgfif hafif vurmak suretiyle karigtirilmig

ve 37 °C de 2 saat, oda 51cak11§1pda bir gece birakilarak senuglar okun-

mugtur.

Pozitif tepkimede yoni aglutinasyonun oldufu durumda hiicreler ka-
b1§ dibine hali gibi dégemigtir. Du pleytlerin kesiti V bigimli ‘oldufu
igin negatif tepkimelerde hiicreler V nin dibinde kiigiik bir diifmecik yap=+
migtir. Bu ydntemle tavgandan elde edilen antiserumun titresi 1/160 ola-
rak saptanmigtir.

Kontroller

ﬁ?éfilen gereg ile idrardaki HCG' in saptenip saptanamayacagini ta=-
yin etmek igin gebe kadinlardan alinan idrarlarla kontrolletr yaprlmigtir.’

Gebelik testinin yapiligi.- Allg?? idrarlar siiziiliir. Tem idrardan
baglanip 0.025 ml hacimlerde fosfat salin tamponu (PNS) ile ikiger misli
seri dil§syon yapilir ve mikropleytin her delifine 1/10 diliisyonda enti- -
HCG'in 0.025 ml'si eklenir. Tanik asitle iglenip antijenle kaplanmig hiic=
reler eklenmeden 6nce pleyt oda sicaklifinda 30 dakika bekletilir. Daha
sonra 0.025 ml antijenle kaplanmg hiicre eklenir. Pleytin kenarina hafif
hafif vuratak iyice karigmasi saglenmir. iki saat ode sicakliginda bekle-
tilir ve sonuglar okuvnur.

idrarda HCG varsa aglutinasyon goriilmez, eritrositler pleytin
dibinde diigmecik oiu§turur. Eger test edilen idrar HCG”igermiforsa age

lutinasyon olugur ve hiicreler pleytin tabanini hali gibi doger.
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TASBLO I

{retilen Kit ile Idrardaki HCG'in Tayin Etmek I¢in Kullamilan Mikrotitre

Yontemi

A -y
Kuyular 1 2 3 4 5 6 7 8
s R iAo
idrar Tam
Diliisyonu Idrar 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Tampon
(PRS) mi - 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0,025
fdrar m1 0.025 0.025 .0125 .0062 .0031 .00l5 .00078 .00039
Antiserum. 00025 00025 00025 00025 00025 0'025 00025 01025
ml
Koy.Ert. 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
% 4 liik
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BULGULAR

Laboratuvarimizda iiretilen kitin duyarliliZini ve glivenirliligini
saptamak .amaciyla hastanemizin Merkez Laboratuvarina gebelik testi yaptir-
mak icin bagvuran 25 gebe kadinin idrar drnefi incelenmigtir.

Yonteme ait sonuglar 25 idrar OSrnegi ig¢in Ortho firmasina ait Gra-
vindex hazir kiti ile yapilan testlerin sonuglariyla karigilagtirilmigtir.
Testlerden elde edilen sonuglar tablo 2 ve tablo 3 de verilmigtir.

Her iki ybnteme ait sonuglar gu gekilde okunmugtur: (+) Agliitinas-
yonun olugmadigi, hiicrelerin V-mikropleytin dibinde diifmecik olugturduzu
kesin gebelik durumu, (4) kesin agliitinasyonun olmadigi fakat kaba bir
goriiniimiin bulundugu durumu, (-) kesin agliitinasyonun bulundufu yani by
diliisyonlarda idrardaki HCG miktarinin saptanamadifi durumu belirtir.

TARLO 2

Uretilen Kit ile Elde Rdilen Gebelik Testi Sonuglari

e w

Sira N Diliisyonlar ) _ ‘
No.  1Isim “Tem  1/32 174 1/8 AT Vv R V[ T VA

1 EODO + + + + - - - -

2 M. G. + + + + + - - -
3 E.A. + + + + - - - -
4 §.0e + + + + + - - -
5 F.P. + + + + + - - -
6 A.G. + + o+ + - - - -
7 SeGe + + + - - - -
8 FeSe + + + - - - - -

ov..‘t‘-osb‘lq“.,q‘oyioo‘@‘co-..hlrc,‘nooytattoolooo.'moo-o---o-o-.an_c_o",ennoooon.oooco e v o8

.....
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TABLO 2'NIN DEVAMI e T e Ceuia .

e
......

9 D.C. + + +

1+
t
!
1
'

10 §.K. + + % - R - -
11 E.T. + + - - 7 - - -
12 N.U. + + + - - - -
13 s.Y. + + + + - - - -
14 ToT + + + - - - - -
15 A.G. + + + + - - -
16  F.B. + + + + + - -
17 S.T. + + + - - To- -
18 F.D. + + + + + - -
19 FeA. + + + - - - -
20 AA. 4 + + - - - -
21 g.c. + i" - - - - -
22 HeG. + + + + - - -
23 SeA. + + + + - - -
24 BeTe + + - - - - -

25 T.D. + +. £ - - - -

Pozitif Sonug~ ,
larin Toplam 25 2 22 L4 ’




Gravindex Kiti Ile Elde Edilen Gebelik Testi Sonuglar:

TADLO 3

o e
Sira o Diliisyonlar. L _—
No.  tsim “Tam 172  1/&  1/8  1/16 1732 1/6t i/i8
i — ey R
1 E.D. + + + + - - - -
2 M.C. + + + + + - - -
3 E.A. + + + + - - - -
4 S.I. + + + + + - - -
5 F.D. + + + + + - - -
6 A.G. + + + + - - - -
7 S.K. + + + + + - - -
8 F.S. + + + + - - - -
9 D.C. + + + + - - - -
10 S.K. + + + + - - - -
11 E.K. + + + - - - - -
12 N.U. + + + + + - - -
13 SeY. + + + 4 - - - -
14 TuT + + + - - - - -
15 A.C. + + + + - - - -
16 F.B. + + + + + + - -
17 S.Ss + + + - - - - -
18 FaD. o+ + + + + - - -
19 F.A. + + + - p - - -
20 A.A. + + + + - - - -
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L]

TAPLO 3'UN DEVAMI

........0..!"“.......I'Q.O.‘Q’I.Il..."ll.'o'."..'l.Q“.‘d.‘,ﬁl"t‘(“'hf"l’.‘t'!!..

21 g.c. + + + - - - - -
22 H.G. + + + + - - - -
23 S. A + + * + + - - -
24 DeTe + + + - - - - -
25 ~TuD. + + + + - - - -
Pozitif Sonug~ 25 25 25 19 8 i _ .

larin Toplami

ol . el .
* . o

Uretilen kite ait sonvglarla Ortho firmasinin hazirladif:i ticari
kitle elde edilen sonuglarin istatistiksel oranlanmasi tablo 4'te verile~

migtir.
Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenme~
migtir.
TALLO 4

Deney ve Kontrol Gruplari Pozitif Sonuglarin Kargilastirilmasi

"

Kareler Serbestlik Toplanmig F Orani F Orenmi
Kaynak. Toplam Derecesi Varyans (Teorik)  (Tablo)
firetilen
kit 1955 5 109 1.023%* 5,05
Gravindex 2301 5 106,5
Toplam 4256 10

xxp = 0.05
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TARTISMA ve SONUG

Gebeligin erken dénemlerde saptammasi by donemde olugan fizyolojik
ve biyolojik olaylerin saglikli bir bigimde yﬁrﬁmesinglolanak saglamasa
yonlinden bilylik Snem ta§1r; Du donemde yapilacak hatalar en azindan embri-
yonun saglikli geligimini engelliyecek veya yeni bir yagamin daha bagindan
sOndiiriilmesine yol agacaktir. DBu nedenlerden dolay:i uzun yillardir gebeli-
gin erken tanisi igin basit, giivenilir, ekonomik ve siiratli sonug veren
yontemler geligtirilmeye gall§1lm1§t1¥, Bu galigmalar immiinolojik yontem-
lerin kullenilmasiyla oldukga ileri bir diizeye ulagmigtir.

. Ulkemizin immiinolojik gebelik testlerini saflama konusunda tamamen
yabanci firmalara bagli olmasi ve bunun bilyiik ekonomik kayiplara yol agma=
s1, gebelik testlerini yurt iginde iiretilmesini amaglayan bu ¢aligmanin
yonlenmesine neden olmugtur.

Gebelik tanisinda kullanilan hemagliitinasyon inhibisyon ydnteminin
her laboratuvarda kolaycs ve bagariyla uygvlanabilecefi inanci taginmakta=-
dar. |

Aragtirmenin sonucunu etkileyecek en Onemli faktdrlerden biri Juyer-
11 ve 8zglil antikorun elde edilmesidir. Testte kullapilan antiserumlar tav-
‘gonlarin Organon firmasinin farmakolojik olarak iirettigi ticarette satilan
Aisaflagtlrllmlg tam koriyonik gonadotropinle agilanmasiyla elde edilmigtir.
Miyar olarak iiretilen hormonlar hakkinda iliretici firma tarafindan verilen
bilgiler g¢ok sinirli oldugundan, bunlarin nitelifinin amaca uygun olup ol-

HCG alfa ve beta olarak adlandirilan iki alt -iiniteden yapilmigtir,
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Bunlardan alfa alt linitesi 8zgiil degildir ve HCG, LH, FSH ve TSH igin or=-
taktir. Reta alt iinitesi ise her hormon ig¢in &zglildlir, Test edilen Ornekte
HCG dlizeyi diigiik oldugunda ©n hipofiz hormonlari olan LH ve FSH ile g¢apraz
tepkime verebilir.

Su anda ticari amagle satilen preparatlar ya alfa ve beta elt iini-
télerinin her ikisini yada sadece Ozgiil beta alt linitesini igermektedir.

Nu galigmade Oncelikle HCG miktarinin saptsnmasi amaglandifindan sadece
beta'ya duyarl:i preparatlar kullanilmigtir. HCG igin uygulanan ydntemle LH
ve FSH miktarlarlnl? saptanmasi aragtirmanin daha sonraki evreleri igin dii-
giiniilmektedir.

Anti HCG'in iiretimi igin kullanilan tavganlarin egirliklarinin orta-
lama 2,5=3 kg'yi agmamasina 6zen gosterilmigtir. Giinkii belirli sinirlar i=-
gerisinde kalmasi koguluyla hayvanin agirligindaki artiglar HCG'e olan du-
yarliligi azaltirlar (9). Gevre sicaklifinin da deney hayvenlarinin duyar-
1:11ginda Snemli bir etken oldufu bilinmektedir. Sicakligin diigtiigi orande
yanit siiresi uzar. Du nedenle hayvanlar immiinizasyon sirasinda oda sicakli-
ginda birakilmiglardir. Test igin bildirilen ideal sicaklik oda sicakligi
olup bu da 25 °C'ye egittir (9).

immiinolojik gebelik testlerinin iiretim galigmalarinda tavganlara en-
jekte edilen HCG miktari oldukga deZigkenlik gbstermektedir. Du galigmada
1500 IU'1lik HCG preparatldri (Pregnyl, N.V., Organon, Holland) kullanilmig
ve bunun antikor iiretimi igin yeterli oldufu gdzlenmigtir. v HCG preparat=
lari 1 ml normal salinde eritilmis ve egdefer hacimdeki Freund tam adjuvanti
ile karigtirilarak tavganlara enjekte edilmigtir. Adjuventin kullanilmasin=-

daki amag hayvanda giliglii bir immiin yenitin olugturulmak istenmesidir. Freund’
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un tam adjuvanti lanolin ve parafin yagi karigimiryla, 8lii tiiberkiiloz ba-
sillerini igerit. Du adjuvant hem hiicresel hem de humorgl yanitta srtii-
rici etki yapar. igerdigi 61ii tiliberkilloz besillerinin immiin etkileri ol=
dukga gﬁglﬁdﬁr (6).

2 ml hacmindeki antijen ve adjuvant karigimi tavganlarin pstileri-
ne ve deri igine enjekte edilmigtir. Bu yollarla verilen antijen 8nce o
bélgedeki lenf diiflimleri tarafindan, daha sonra da kan dolagimina gegerek
RES hiicreleri tarafindan tutulur ve giiglii bir immiin yanit olugur:

ilk enjeksiyondan iki hafta sonra tavganlars birer hafta araliklar-
la 2 ml'1ik iki rapel zerk yapilmigtir. Rapel zerklerin amaci tavganda
ikincil immiin yanitin olugmasini saglamaktir. Glinki birincil {omiin yenit~
ta antikor gok yavag olugur ve titresi oldtikga diigiiktiir. ikincil yanitta
ise antikor olugumu hizli ve giddetlidir (6).

Rapel zerklerden 9«10 giin sonra tavganlarin kulak venasindan kan
alinmigtir. Kan alinmasini takiben tavganlar en az bir ay dinlendifilmig-
lerdir. Daha sonra ayni hayvandan HCG antiserumu elde etmek igin iki ra=-
pel zerk ve kan alma ybntemi vygulanmigtir. Ddylece tavganlar iig kez im=
miinize edilmig ve denmeyin her yineleniginde giiglii bir immiin yanit goster=-
miglerdir.

Elde edilen antiserumlar buz dolabinda saklanmigtir ve kullanila-
cagl zaman normal salinde 1/10'luk diliisyonu yapilmigtir. Hemagliitinas-
yon inhibisyon galigmalarinda kullanilan tim serumlar 30 dakike 56 °c de
tutularak inaktive edilmigtir. inaktivasyonun nedeni komplemanin etkisi-
nin ortaden kaldirilmak istenmesidir. Kompleman antijen antikor kompleks~

leriyle birlegir, bu hiicreleri ve eritrositleri &ldiirerek bir antijen an-
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tikor tepkimesinin olugumunu engeller.

Hemaglitiinasyon inhibisyon ydnteminde entijen~antikor tepkimesine
gbzle goriilebilir hale getirmek ig¢in HCG antijeni uygun bir tagiyiciya abe
sorbe edilmigtir. Eritrositler antijenin pasif tagiyicilari olarak yaygiln
bir bigimde kullanilir. Raporlarin gogunda ya koyun eritrositinin yada O
grubu insan eritrositinin kullanildiZi bildirilmigtir (8). Eritrositlerden
bagka polistren lateks partikiilleri de gegitli antijen-antikor. sistemlerin-
de agliitine olabilen tagiyicilar olarak kullanilmektadir (17). Lateks par=
tikiilleri bir tek ahtijenik reseptdr igerir ve 8zgiil antikorla bagianir.
Eritrositlerin yiizeyinde ise birgok antijenik reseptdr vardir ve bunlar se=
rumdaki 6zgilil olmayan antikorlarla da tepkimeye girerler. 3u nedenlerden
dolay1 lateks partikiillerinin eritrositlerin yerine kullanilmasi gok daha
elverigli olmasina ragmen, bunlarin yurt iginde liretilmemesi ve gok pahali
olmasi nedeniyle kolay ve ucuz olarak elde edilebilen koyun eritrositleri-
nin kullenilmasi yeflemmigtir.

Koyun eritrositlerinin olugturabilecegi komplikasyonlari en aza
indirgemek igin eritrositler tannik asitle iglenmigtir. Tamnik asit ve glu-
teraldehid gibi maddeler eritrosit yiizeyindeki non spesifik antijenik re=~
septdrlerin etkilerini en aza indirgerler ve antijenin eritrosit yiizeyine
baglanarak Ozglil antikor ile tepkimeye girmesini saplarlar. Avrameas ve
arkadeglari ile Onkelinx ve arkadaglari yayinladiklari yontemde tanik asit
yerine gluteraldehid kullanilmasinin daha basit ve daha hizli bir hemaglii-
tinasyon inhibisyon testi olugturdufunu bildirmiglerdir (17). Fekat bu ga=
ligmanin ekonomik olmasi ve yurt iginde iiretilen gereg kullanilarak yiirii-

tiilmesi amaglandigindan oldukga pahali olan gluteraldehid kullanilmamigéir.
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Yontem vygulanirken eritrositlere koruyucu olarak formalin eklen=-
migtir. Formelin proteinlerin solid hale gegmesini saflar, bsylece sivi
mozaik yapisinda olan hiicre zarlarinin yapilarinin bozulmasini 8nler.
Formalin ile iglenmig eritrositlerin bir yil siire ile bozulmadan saklana-
bilecegi bildirilmigtir (10). Hazirlanan formalinli ve tannenli eritro~
sitlerde & °C de gekillerinde herhangi bir degigiklik olmadan alti ay ka~-
dar saklanabilmigtir.

Hemagliitinasyon inhibisyon ydnteminde kullanilen eritrosit siispan-
siyonu igin defigik diliisyonlar Onerilmigtir. Bunlarden %4'liik eritrosit
slispansiyonu kullanilmig ve uygun oldugu goriilmigtiir (10). Du galigmada
da 74'1liik eritrosit siispansiypnu kullanilmigtir.

iretilen gereg ile gebelik testi yapilirken mikrotitre ydntemi uy-
gulanmigtir. Bu yOntemin kolay uygulanabilir ve ekonomik oldugu diigiiniil-
mektedir. Kullanilan mikropleytlerin kesiti V-~ bigimli oldufu icgin aglii-
tinasyon olugtugunda hiicreler kabin dibin? hali gibi dogemigler, antijen
antikor tepkimesi.olmadiginda ise hiicreler kabin dibinde kliglik bir diigme-
cik yapm1§1ardir.

Du y6ntemi kullanarak 25 gebe kadin idrari incelemmis ve sonuglar
ticarette satilan Ortho firmasinin lirettiZi Gravindex hazir kitiyle e@
zamanli olarak yapilan deneylerin sonuglariyla kargilagtirilmigtir. Ure~
tilen kitin cduyarlilafa ticari kite oranla biraz daha diigik gikmigtir.
Bunun saylsal deferi Ortho'nun Gravindex kiti igin 1/32, iiretilen kit
igiw ise 1/16'dir, Yani testler ancak bu diliisyonlara kadar pozitif so=-
nug vermiglerdir.

Her iki testin bulgulari her olgu igin birbiriyle tem olarak ga-
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kigtig: gibi yalanci pozitiflik de gbtzlenmemigtir. -

Testin yapilmasinda kullanilan gereglerin gayet iyi gekilde yikan-
mi§ ve durulanmig olmasi gerekmektedir. (iinkii gok kiigiik miktarda bulunan
deter janlarin testi bozma olasilifi goki fazladir (13). Yalanci pozitif ve
yalanci negatif sonuglara yol agabilir. Ru galismada kullanilen gerek id=-
tarin kondufu, gerekse kullanilen difer gereglerde deterjan bulagiklari
kalmamasina dikkat edilmig, geregler iyice yikanmig ve durulanmigtar.

Idrarin bekletilmesi igerdi¥i HCG'in tahribine yol agar. Cu yikim
sadece oda sieakliginda olmayip buz dolabinda da gdriiliir. ~18 °C de sak-
lanan idrarlarda HCG dort ay bozulmedan kalir. Oda veya buz dolabinda 72
saat stabildir (1). Ayrica cam kaplarin absorbsiyon yolu ile iglerindeki
HCG diizeyini azaltmasi olasidir. Test edilen idrar 8rnekleri bir siire
bekledikten sonra kullemilmigtir. Fakat testler her iki yontem igin eg
zamanli uygulandigindan tiim bunlarin duyarliligin diigiik ¢ikmasinda bir et=-
ken olamayacagi diigiiniilmektedir.

firetilen kitin duyarlilifini Ortho'nun ticari kitine oranla biraz
daha diiglik ¢ikmasinin temel nedenlerinin elde edilen antikorun titresinin
diigiik olmasi, hayvanlarin tiir 6zelligi,gevre kogullari, kullanilan anti-
jen preparatlarinin saflik derecesi, kullanilan antikor ¢bzeltisinin su-
lendirilma orani olabilecegi diiginlilmektedir.

Tim bu engellerin hayvanlarin saglik kogullari agisindan iyi du-
rumda bulundurulmalariyla, testin siirekli olarak oda sicakliginda yapil-
masiyla, hayvanlara saf HCG preparatlari enjekte edilerek liretilen anti=-
korlarin, bir antikor havuzunda toplanmasi ve bunlarin bir standarde kar-

g1 titre edilmesi yani deney hayvanlarinin standardizasyonunun yapilma=
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siyla ortadan kaléirilabilecegi ve iizetilen test kitinin daha duyarli ha-
le getirilepilecegi inanci tagimmaktadar. .

Testin dayan1k1111k sliresini saptamaya bulunulen an ig¢in gerek du-~
yulmamigtir. Ciinkii liretilen gerecin istenildifi anda elde edilebilecek ni-
telikte oldugu gézlenmigtir. En az iki y1l dayanabilecek gerecin ﬁrétilme-
si ise galigmalarin daha sonraki evreleri igin diiglinlilmektedir.

Bu galigmanin sonucunda HCG preparatlari diginda, immiinolojik ge~
belikvtesti igin gereckli tiim gerecin kendi laboratuvarimizda iiretilebile-
cegi inanci dogmugtur. HCG'in iiretiminin daha sonra gergeklegtirilmesine
galigirlacaktar.

Sonug olarak gebelik tanisinda kullanilan hemagliitinasyon inhibis-
yon testinin laboratuvarimizda iiretilen gereg¢ ile olumlu ve glivenilir so-
nug verdigi ve oldukga ekonomik oldufu gbzlenmigtir,

ﬁrétilen kit ile elde ediien sonuglarla Ortho firmasinin ticari

kitinin sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmediga

% 95 gilivenilirlikle saptanmigtir.
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O02zZET

Bu aragtirmada idrardaki HCG varlifini saptayan immiinolojik gebe-
1ik testleri igin gerekli olan gerecin iiretilmesine galigilmigtir,

Galigmanin amaci pratik, kolay, ucuz ve glivenilir bir ydntem ge=~
ligtirerek anilan testin yurt iginde tiretilmesi ve lilkemize bu konuda ba=-
gimliliktan kurtarmayi hedeflemesidir.

Antijen olarak ticarette satilan insan koryonik gonadotropin kul-
lanilarak tavganlarda anti~HCG antikorlari iiretilmigtir. Du tavgan antif
korlari gebelik igin immiinolojik bir test olarsk hemagliitinasyon inhibis-
yon yonteminde kullanilmigtir. Hemagliitanasyon inhibisyon ydntemi igin
ayrica tannik asitle iglemmig ve HCG ile duyarl:i hale getirilmig koyun
eritrositleri h321F1anm1§t1r.

fretilen gereg ve kontrol olarak Ortho firmasinin ticari kiti olan
Gravindex kiti kullanilarak 25 idrar Srneginde eg zamanli immiinolojik ge=-
belik testi uygulanmigtir. Alinan sonuglara gdre her iki test arasinda
tam bir uyum olup, her iki testte yalanci pozitif sonuglara rastlanmamig-

tir.
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